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GLOSARIO

BIFIS: Bebedores intensos de fin de semana

CD: (cluster of differentiation) Los CD son moléculas marcadoras en la superficie
celular, que reconocen ciertos anticuerpos, usadas para la identificacion del tipo de
celular, estadio de la diferenciacion celular y actividad de la misma. Son un sistema
de antigenos de superficie celular de los leucocitos humanos, caracterizados por

anticuerpos monoclonales.

CD69: marcador expresado por células T, asociado a complejo receptor T/CD3. Una
vez que se expresa, actua como molécula coestimuladora de la activacion y
proliferacion de células T. ademas su expresion es inducida por timocitos
inmaduros, células B, NK, monocitos, neutrofilos y eosinofilos, y es expresado en

plaquetas y timocitos maduros.

CINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS (MAPK) es una ruta de transduccion
de sefal de células de eucariotas que se situa corriente abajo de receptores tirosin

cinasas asi como la mayoria de receptores para citosina.
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INDICE MEDIO DE FLUORESCENCIA (IMF): Es utilizada en citometria de flujo
para identificar diferentes receptores en las células estudiadas, marcando estas

células con anticuerpos especificos conjugados a un fluorescente

INTERLEUCINAS: son un conjunto de citocinas (proteinas que actuan como
mensajeros quimicos a corta distancia) que son sintetizadas principalmente por los
leucocitos, aunque en algun caso también pueden intervenir células endoteliales o
del estroma del timo o de la médula ésea. Su principal funcién es regular los eventos
que atafien a las funciones de estas poblaciones de células del sistema inmunitario,

como la activacién, diferenciacion o proliferacion, la secrecién de anticuerpos.

LINFOCITOS Los linfocitos son un tipo de leucocito (glébulo blanco) de menor

tamano (entre 7 y 15 um) y representan del 24 a 32% del total en la sangre periférica

NEUTROFILOS: también denominados leucocitos polimorfonucleares, forman la
poblacién mas abundante de leucocitos circulantes e intervienen en las primeras

fases de las respuestas inflamatorias.

POLIMORFONUCLEARES. Son leucocitos que presentan un nucleo lobulado y que

contienen en su citoplasma granulos especificos. Existen tres tipos: neutrdfilos,

eosinofilos y basofilos. En sangre periférica, mas del 90% son neutrdfilos.

10
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QUIMIOCINA: Las quimiocinas (también denominadas quimioquinas) son
proteinas de pequefio tamafio pertenecientes a una familia de las citoquinas. Se
llaman de este modo debido a la capacidad que tienen para inducir la quimiotaxis en
las inmediaciones de las células sensibles, son citoquinas quimiotacticas. El papel
mas importante que desempefian las quimiocinas es el de actuar como un
quimioatrayente para guiar la migracion celular. Los miembros de la familia de las
quimiocinas se dividen en cuatro grupos dependiendo de la distancia entre sus dos
primeros residuos de cisteina. La nomenclatura de las quimiocinas es, por ejemplo:
CCL1 parea el primer ligando de la familia CC de las quimiocinas y CCR1 para su

receptor respectivo.

RECEPTORES TIPO TOLL (TLR) son una familia de proteinas trans-membranales

de tipo | que forman parte del sistema inmunitario innato

RECEPTORES DE QUIMIOCINAS. Los receptores de quimiocina estan acoplados
a receptores de proteinas G con siete dominios trans-membrana que se encuentran
en la superficie de los leucocitos. Existen 4 familias dependiendo del tipo de
quimiocina al que se unen; los receptores CXCR se unen a quimiocinas CXC, los
CRC se unen a quimiocinas CC, los CX3CR1 se unen a la unica quimiocina CXC3

y el receptor XCR1 se une a las dos quimiocinas XC (XCL1, XCL2).

TGF-beta: citosina de 25 kD, originada en los linfocitos T, macrofagos y otros tipos

celulares.

11
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RESUMEN

El alcoholismo es un problema sanitario de orden mundial. En nuestro pais, los
jovenes entre 18 y 29 anos son los mayores consumidores de alcohol y se
caracterizan por ser bebedores de fin de semana. El consumo fuerte y discontinuo
de alcohol en jovenes, o de fin de semana, puede ser mas dafino para el sistema
inmune que la ingesta continua de cantidades moderadas. El sistema inmune es un
componente que se modifica por el consumo de alcohol y puede condicionar el dafio
hepatico. El dafio hepatico por alcohol se caracteriza por un infiltrado de neutrdfilos,
sin embargo no se conoce si los linfocitos periféricos con expresion de CCR5 se
encuentran en mayor activacién en los de consumo fuerte en comparacién con los
de moderado y esto repercuta en dafo hepatico.

Objetivo general. Estudiar la repercusion del patron de consumo de alcohol en el
direccionamiento y activacion temprana de CCR5 en los linfocitos periféricos de
jévenes con consumo de alcohol de fin de semana

Material y métodos. Grupo 1: 16 jovenes con consumo discontinuo de 50 a 79 gr
de alcohol en hombres y 30 a 49 gr de alcohol en mujeres, por ocasion. Grupo 2:
16 jovenes con consumo discontinuo 49gr a 20gr de alcohol en hombres y 29 a 10
gr en mujeres, por ocasion. Grupo 3: 16 jovenes con consumo de 19 a Ogr de
alcohol en hombres y de 9 a 0 gr de alcohol en mujeres, por ocasion. Todos los
grupos entre 18-29 anos de edad y sin hepatitis viral. Los participantes fueron
familiares de pacientes del Hospital General de México, en reclutamiento abierto.

Se les realiz6 somatometria, se aplicaron las pruebas AUDIT y Encuesta de Patrén

12
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de Consumo de Alcohol HEPCA. Se obtuvieron 30 ml de sangre periférica, con la
cual se evalué biometria hematica (BH), quimica sanguinea (QS), tiempo de
protrombina (TP), pruebas de funcionamiento hepatico (PFH), perfil de lipidos y
panel viral para hepatitis B y C, ademas de fenotipificacion y perfil fenotipico de
células polimorfonucleares (expresion de CD69, CXCR4, CCR4 y CCRS5) por
citometria de flujo y de linfocitos expresion CD3, CCR5 por misma técnica.
Resultados: Se encontr6 que en el grupo de los los BIFIS tienen menos CCR5 en
sus linfocitos periféricos (Bifis 286.23 IMF +/- 178.02 vs Moderados 476.3571 IMF
+/- 206.97; p=0.01) pero mas CCRS5 en los linfocitos T que poseen CCR5 en gran
cantidad (Bifis 12771.87 IMF +/- 1881.6 vs Moderados 11310.28 IMF +/- 1395.7;
p=0.02).

Conclusiones: El patron de consumo tiene una afeccion directa en el sistema
inmune al verse reflejado al presentarse diferencias estadisticamente significativas
en el grupo BIFIS en relacién con el grupo moderado: los linfocitos periféricos del
grupo BIFIS presento menor expresion de CCR5 con una alta posibilidad de que
estos se infiltren al higado generando dafio hepatico y con linfocitos TCD3 con
expresion de CCR5 que se sobrexpresan mas en los adultos jovenes de consumo

moderado como posible factor protector del dafio hepatico.

PALABRAS CLAVE; alcohol, jévenes, sistema inmune, linfocitos, quimiocinas.

13
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1. INTRODUCCION

El alcoholismo cronico es un problema sanitario de primer orden en el mundo
occidental y condiciona un elevado gasto tanto en la problematica social como en la
sanitaria. Un gran numero de variables genéticas, bioldgicas, psicologicas,
inmunologicas y socioculturales han mostrado relacion con esta enfermedad, sin
embargo no se ha aclarado totalmente su patogenia, por lo tanto no existen
adecuadas estrategias diagnosticas y de tratamiento. En nuestro pais el grupo de
edad que muestra los niveles mas altos de consumo va de 18 a 29 afios (ENA,
2008). El Distrito Federal es una de las zonas con mayor indice de consumo de
alcohol y con mayor presencia de abuso y dependencia en mujeres. Esto resalta
cuando se observa el aumento del consumo entre las mujeres adolescentes (ENA,

2008).

El abuso crénico del alcohol (> 80g/dia en hombres, > 50g/dia en mujeres en los
ultimos 5 afos) tiene un efecto adverso sobre diferentes érganos. Esta bien descrito
el desarrollo de miocardiopatia, hepatopatia, pancreatitis, lesiones en el sistema
nervioso central, neuropatia periférica y miopatia esquelética en pacientes
alcohdlicos crénicos (Soyca et al, 2008). Diversos estudios clinicos también han
relacionado el alcoholismo crénico con mayor prevalencia de enfermedades
infecciosas, especialmente, infecciones del arbol respiratorio y tracto digestivo
superior (Singal & Anand, 2007; Toth et al, 2004; Wilson & Saukkonen, 2004, Nelson

& Kolls, 2002). Por otra parte estudios recientes en animales y humanos han

14
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demostrado que el consumo de alcohol tiene efectos nocivos en los sistemas inato
y adquirido de la inmunidad. El dafio de las respuestas inmunes adquiridas como
disfuncién de los linfocitos B, alteracién en el balance de citosinas y la activacion
cronica de las células T puede acelerar la progresién de cualquier enfermedad,
incluido el HIV. Ademas, el alcohol puede jugar un papel importante en la
translocacién de bacterias y productos bacterianos en el intestino para causar la
activacién inmune del HIV, lo que resulta en una mayor progresion de la enfermedad

(Hahn & Samet, 2010)

La adolescencia es la edad en que mas frecuentemente se produce el inicio del uso,
abuso y la dependencia a sustancias (Compton, W., Thomas, Y., Conway, K., et al,
2005).Una vez iniciado el consumo, y a veces sin pasar por un abuso, los
adolescentes pueden escalar una rapida progresién a la dependencia (Clark, D,
2004, Winters, K., 1999,). Mas aun, el sindrome de dependencia a sustancias posee
caracteristicas clinicas diferentes entre adolescentes y adultos. Estudios que
investigan el abuso y la dependencia al alcohol en grandes muestras de poblacion
adolescente han evidenciado que:

* El sindrome de abstinencia a alcohol es raro.

* La tolerancia tiene baja especificidad para el diagnéstico de la dependencia.

* Los problemas de salud fisicos no son tan frecuentes como en los adultos

dependientes al alcohol.

15
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* El abandono de las actividades habituales por utilizar alcohol puede no estar
presente en adolescentes dependientes (Clark, D, 2004, Fulkerson, J. A., Harrison,
P. A., and Beebe, T. J.1999).

Por lo anterior, no es posible estudiar el consumo fuerte de alcohol en jovenes con
las herramientas dispuestas para adultos. Es necesario desarrollar herramientas ad
hoc para establecer puntos de corte entre consumo moderado y excesivo, asi como
disefiar marcadores bioldgicos de cambio inducido por el alcohol que condicionen

al dafo hepatico.

16
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2. ANTECEDENTES

El alcohol es probablemente la droga mas antigua que se tiene registrada, su uso y
abuso se ha documentado a través de la historia desde hace aproximadamente
7000 afios A.C. asi como sus consecuencias y advertencias en la literatura antigua

(McGovern, et all, 2004).

2.1 Metabolismo del alcohol y relacion con el sistema inmune.

El higado es el principal sitio donde se metaboliza el etanol en el cuerpo, y un amplio
rango de alteraciones metabdlicas se han asociado con la ingesta de alcohol
excesiva y cronica. Como resultado el higado esta expuesto a hipoxia transitoria,
episodios de estrés oxidativo y a los productos del metabolismo del etanol, tales
como el acetaldehido, acetato, y esteres etil de acidos grasos. Ademas el consumo
cronico del etanol es asociado con la alteracién de la respuesta inflamatoria inducida
por estrés oxidativo que contribuye a los cambios en la actividad de las células
inflamatorias (Pranoti, 2008); los niveles aumentados de endotoxinas circulantes por
la translocacion del estbmago a la circulacion portal estimulan la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina (IL)-1 beta, e IL-6 que afectan la funcidon hepatica. Las células de
Kupffer son la principal fuente de citocinas proinflamatorias y quimiocinas
circulantes a través de multiples mecanismos (Vidali, 2008). Las proteinas de
choque térmico (HSPS) y el factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF-1)
son inducidos por estrés oxidativo regulado por la activacion de NFkB y la expresion

de TNF-a en monocitos y macrofagos (Mandrekar, 2008). Se han encontrado

17
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infiltrados inflamatorios que contienen linfocitos T CD8+ y CD4+ en areas portales
y periportales en cerca del 40% de los pacientes con enfermedad hepatica

alcohdlica (ALD) avanzada y correlacionan con el grado de inflamacion intralobular,

necrosis Yy fibrosis septal (Vidali, 2008).

Ademas, los hepatocitos son mas susceptibles a desafios pro-apoptéticos y a
acciones citotoxicas del TNF-a y otras citocinas y quimiocinas. Los mecanismos por
los cuales los hepatocitos tienen mayor sensibilidad después de un tratamiento
cronico de etanol son poco conocidos, pero puede involucrar defectos en la funcion
mitocondrial y en los mecanismos de defensa oxidativos, en la activacion de rutas
de sefalizacion que promueven la muerte y la inactivacion de vias de sobrevivencia
(Hoek JB, 2002, Hoek JB, 2004). Varias rutas de sefializacion que han sido
implicadas en regular la respuesta inmune tanto innata como adaptativa, disparan
la fibrogénesis y la cicatrizacion a través de la activacion de factores de transcripcion
y proteina de activacion 1 (AP-1). El persistente abuso del alcohol, la progresién del
dafio a través de regeneracion tisular deteriorada, produccion de citocinas,
infiltracion de leucocitos y recambio de matriz extracelular (MEC) y fibrogénesis,

conducen a la cirrosis (Gressner and Bachem, 1990).

Aun se desconoce el mecanismo por el cual el alcohol afecta el componente
inmune. Desde el siglo pasado se sabe que el alcohol etilico tiene un efecto directo
sobre la liposolubilidad de las membranas celulares (Wood et al, 1989). La

exposicién aguda al etanol aumenta la fluidez de las membranas biolégicas mientras

18
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que la exposicién crénica disminuye la fluidez de las mismas (Doyle et al, 1990). Sin
embargo, el efecto sistémico es algo distinto, ya que existe un fenémeno de
tolerancia en las membranas celulares de muchos tejidos de modo que los animales
alcoholizados son mas resistentes a la accion del etanol sobre las membranas. Este
fenobmeno de tolerancia al alcohol se debe principalmente al cambio en la
composicidn de fosfolipidos (cardiolipina, fosfatidil inositol) y al incremento del
colesterol en las membranas celulares (Stubbs et al, 1988). Estos cambios en la
fluidez de la membrana plasmatica modifica el flujo de moléculas entre el medio
extracelular y el citoplasma (Fané et al, 1993), lo cual puede interferir en procesos
inmunologicos como fagocitosis, degranulacién, citotoxicidad y liberacion de
mensajeros de la respuesta inmune. Recientemente se considera que el efecto del
alcohol es mediado por alteraciones sobre proteinas particulares que interactuan
con el alcohol, como la alcohol deshidrogenasa, la adenil ciclasa y algunos canales
ionicos dependientes de ligando (Harris et al, 2009). Adicionalmente se ha sugerido
que los subproductos del alcohol como productos de proteinas y productos de
peroxidacion lipidica, inducen en parte la inflamacion en el higado que se presenta
en la enfermedad hepatica por alcohol (Vidali et al, 2008). Por ultimo, se ha sefialado
que el alcohol puede modular la via de senalizacion de los receptores tipo “Toll”
(TLR) en particular el TLR4 (Pascual et al, 2011), el cual reconoce endotoxinas; por
tanto, los TLRs pueden jugar un papel en la patogénesis de la enfermedad hepatica

por alcohol.
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2.2 Sistema inmunolégico y dano hepatico

A nivel sistémico, se ha demostrado tanto en humanos como en ratones que el
consumo crénico de alcohol reduce la cantidad de células NK periféricas y genera
desbalance entre las subpoblaciones linfocitarias, provocando baja actividad
citotoxica y predisposicion a infecciones (Szabo 1999; Zhang & Meadows, 2008).
Ademas, se reportd recientemente en un modelo murino, que el consumo
discontinuo induce cambios en parametros inmunolégicos como la cantidad de
células CD8 y B, de manera mas fuerte que con consumo continuo (Jiménez-Ortega
et al, 2010).

Se desconoce la razén de este desbalance pero se sugiere que puede suceder por
disminucién en la generacion de timocitos (Cook et al, 2007) y/o por apoptosis de
los linfocitos (Alhomsi et al, 2008). Esta modificacién en las subpoblaciones de
linfocitos no solo es importante a nivel de la defensa inmune, también puede tener
un efecto sobre el higado (Arteel G, 2008). Se ha observado que el alcoholismo
acelera la fibrosis hepatica en pacientes con hepatitis viral, lo cual no es
completamente explicado por el incremento en el dafio hepatico (Jeong et al, 2008).
El alcohol puede acelerar la progresién de la fibrosis hepatica por muchos
mecanismos, es capaz de activar las células estelares hepaticas (HSC) al
incrementar la entrada de endotoxinas derivadas del tracto digestivo, el estrés
oxidativo y la formacion de metabolitos tdxicos y profibrogénicos, como el
acetaldehido y peroéxidos lipidicos (Purohit & Brenner, 2006; Siegmund et al, 2005;

Friedman, 1999).
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Se ha observado que la activacién del sistema inmune innato inhibe la fibrosis
hepatica (Radaeva et al, 2006), en particular, se sabe que las células NK son
capaces de detectar e inducir apoptosis en las HSC activadas. Recientemente se
pudo demostrar que el consumo cronico de etanol atenua los efectos antifibréticos
de las células NK en el higado (Jeong et al, 2008), con lo cual se explica la
participacion del etanol en la aceleracién de la fibrosis hepatica.

Los neutrdéfilos se acumulan en las sinusoides hepaticos en respuesta a las citocinas
y quimiocinas liberadas por las células de Kupffer, los hepatocitos y las células
estelares que a su vez responden a TNF-q, IL-13 o estimulacién por endotoxinas.
Estudios en pacientes con hepatitis alcohdlica muestran que los neutréfilos tienen
una activacion mas alta que en los pacientes con cirrosis o en sujetos sanos, y que
este incremento depende de endotoxinas.

La migracion de los neutréfilos en los sinusoides a través del endotelio es esencial
para el desarrollo de inflamacién hepatica inducida por alcohol, para la adhesion del
neutrofilo al endotelio, tienen que interactuar la integrina CD-11b/CD18 (en la
superficie del neutrdéfilo) con la molécula de adhesion ICAM-1 (en la superficie del
endotelio). Esta idea esta sustentada por un estudio que muestra que la deficiencia
de ICAM-1 reduce de manera significativa el dafio hepatico y la infiltracion de
neutréfilos en un modelo de ratén con consumo continuo de alcohol.

Una vez que los neutrofilos se encuentran en el parénquima hepatico, presentan
una activacion por la via de las citocinas y quimiocinas proinflamatorias, lo cual
potencia la inflamacién hepatica a través del reclutamiento de otras células

inflamatorias: neutrdfilos, linfocitos y monocitos, sin embargo la produccion de
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especies reactivas de oxigeno y enzimas proteoliticas liberadas, son los
mecanismos principales de dafo hepatico inducido por los neutrdfilos.
(Duddempudi, 2012).

Sin embargo, el consumo de alcohol también tiene efectos benéficos en ciertas
enfermedades, principalmente en cardiopatia isquémica, se ha visto que a bajos
consumos (dos copas en hombres, o una copa en mujeres) tiene un efecto benéfico
en la enfermedad coronaria, asi como también reduciendo la mortalidad general y

el riesgo de mortalidad relativa (Nelson, et all, 2002) (Fig. 1).
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Fig. 1 Riesgo Relativo de Mortalidad.

El consumo moderado de alcohol se ha asociado a una disminucion en el

riesgo relativo de mortalidad, mientras que el consumo de tres o0 mas copas
por dia se ha asociado con un incremento en las causas de mortalidad.

Tomado de: Nat Rev Immunol. 2002 Mar;2(3):205-9.
Los mecanismos que soportan esta asociacion benéfica a nivel cardiovascular se
deben a un aumento en las lipoproteinas de alta densidad y de la fibrinolisis,
disminucién de la agregacion plaquetaria y de los factores de coagulacion (Rimm,

et all, 1999), asi como también un efecto benéfico en la funcién endotelial y en la
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inflamacion (Estruch, et all, 2004), el consumo de vino durante las comidas se ha
asociado con un mecanismo preventivo de lesion ateromatosa (Ursini, 2002).

2.3 METABOLISMO DEL ALCOHOL Y SU RELACION CON EL SISTEMA
INMUNE

El metabolismo del alcohol en hombres y mujeres varia, tanto por la cantidad de
agua corporal, la grasa corporal, la presencia de estrogenos (Li TK, et al, 2008), los
niveles de actividad de la alcohol deshidrogenasa gastrica son mas bajos en las
mujeres, lo cual ocasiona, niveles de alcohol en la sangre mayores y con ello mayor
riesgo de enfermedades hepaticas (Ely M, et al, 1999).

El alcohol se metaboliza por las enzimas: aldehido deshidrogenasa (ALDH), alcohol
deshidrogenasa (ADH), citocromo p450 (CYP2E1) y la catalasa®° (Fig. 2). La mayor
parte del metabolismo del alcohol se lleva a cabo en el higado involucrando la

enzima alcohol deshidrogenasa (Li TK, et al, 2008).
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proinflamatorias

1

Macrofagos

/ Ciclo del
ALDH dcido citrico

Alcohol - Higado — Acetaldeh!do— Acetato —) CO,

—Microsomas
C”PgQ ROS

Mitocondria Corazén
Cerebro
\,bs'b Musculo esquelético
X'
— Peroxisoma &

Fig. 2 Metabolismo del Alcohol

En el hepatocito, el alcohol es metabolizado inicialmente en acetaldehido, por la alcohol deshidrogenasa
en el citosol, en los microsomas por el citocromo p450 y en los peroxisomas por la catalasa. El
metabolismo del etanol genera especies reactivas de oxigeno (ROS). El acetaldehido es metabolizado
por la aldehido deshidrogenasa en acetato en la mitocondria. Por tltimo el acetato entra a la circulacion
y por medio del ciclo del acido citrico se transforma en CO, en corazén, cerebro y musculo esquelético,
en pacientes con hepatitis alcohélica el acetato estimula los macréfagos generando la liberacion de
citocinas proinflamatorias.

Adaptado de: Gastroenterology. 2011 Nov;141(5):1572-85.
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Debido al rapido metabolismo del acetaldehido sus concentraciones a nivel celular
tienden a ser hasta mil veces menores que el alcohol o acetato, sin embargo,
cuando estos niveles aumentan un individuo puede experimentar sensaciones
disforicas (Li TK, et all, 2008); a nivel hepatico, el acetaldehido es tdxico para los
hepatocitos formando una variedad de aductos de proteina de DNA, que promueven
la deplecion de glutation, peroxidacion lipidica, dafio mitocondrial y pueden
funcionar como neoantigenos desencadenando asi un proceso autoinmune a nivel

hepatico (Nelson, 2002) (Setshedi, et all, 2010) (Farfan Labonne, et all, 2009).

El metabolismo de grandes cantidades de alcohol y acetaldehido por la via de ADH
y ALDH llevan a una elevacion en el indice NADH/NAD™ a nivel hepatico provocando
una disrupcion mitocondrial en la B-oxidacion de acidos grasos ocasionando
complicaciones como esteatohepatitis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (Li TK, et

all, 2008).

La oxidacion del alcohol hacia acetaldehido mediante el mecanismo microsomal de
CYP2E1 y la reoxidacion de NADH hacia NAD* por la cadena transportadora de
electrones genera especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual posteriormente
puede desencadenar una respuesta inflamatoria, apoptosis y muerte celular en

diferentes 6rganos como higado, pulmén, corazén y cerebro.

El acetaldehido por si mismo junto con la peroxidacién de lipidos puede producir

una respuesta autoinmune danina que promueva la carcinogénesis (Li TK, et all,
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2008), en individuos con alcoholismo crénico se ha establecido la presencia de
procesos autoinmunes a través de la deteccion de autoanticuerpos para linfocitos,
cerebro, DNA, lipoproteinas séricas, y varias proteinas hepaticas (Vidali, et all,
2008).

Estudios clinicos y experimentales han demostrado que el alcohol es un potente
agente inmunomodulador. Aun el consumo de alcohol en una unica ocasién en
cantidades superiores a las recomendables, ocasiona alteraciones en la respuesta
inmune innata como atenuacion o alteraciones en la funcion celular contra

patdégenos (Szabo, 2009) (Fig. 3).
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Fig 3. Afeccion del alcohol a la respuesta inmune

El consumo de alcohol agudo y crénico, tiene un efecto inmunoregulador. Las células del sistema inmune innato
{macréfagos, monocitos, células dendriticas y células NK) son moduladas por el alcohol en su capacidad para responder a
patégenos. La respuesta inflamatoria se basa en la produccién de citocinas IL-1 y TNFa y la activacién de NF-kB es inhibido
por el consumo agudo, mientras que el consumo crénico aumenta estd respuesta inflamatoria. La presentacion de
antigenos por monocitos y células dendriticas es deficiente tanto en el consumo agudo como en el consumo crénico,
también se ven alteradas la produccién de citocinas en la respuesta Thl {IFNy) y Th2 (IL-10). Las anormalidades producidas
por el alcohol favorecen una inmunidad adaptativa deficiente, y una dificultad parala eliminacion de patégenos

Tomado de: Alcohol Clin Exp Res. 2009 Feb;33(2):220-32.
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La activacion del componente innato inicia la lesion hepatica alcohdlica asi como
mecanismos hepatoprotectores y regenerativos, respuesta antiinflamatoria que
reduce el dafo hepatocelular inducido por alcohol (Gao B, 2011). La funcién de
presentacion de antigenos por parte de la inmunidad innata (monocitos y
macréfagos) se inhibe ante la exposicion al alcohol y esta alteracion contribuye a
una disminucion en la proliferacion de células T antigeno-especificas. La funcién de
las células T se afecta también por un cambio en la distribucion y funcionamiento
de las células T de memoria. La funcién de las células NK también sufre una
alteracion, sin embargo, la funcidn de las células B parecen no sufrir alteraciones

(Szabo, 2009).

El consumo de alcohol ocasiona una disbiosis entérica, sobrecrecimiento bacteriano
y un aumento en la permeabilidad intestinal, lo que ocasiona translocacion de LPS
derivado de bacterias (Yan AW, 2011) y su presencia en el tracto portal (Szabo,
2009), activa las proteinas del complemento C3 y C5 resultando en una activacion
de las células de Kupffer, iniciando la respuesta inflamatoria con produccién de
citocinas (Fig. 4) y quimiocinas que activen la respuesta inmune innata y esto lleve
a un dafio hepatico (Szabo, 2009) (Pritchard, 2007). De forma opuesta la activacion
de TLR4 (por union al LPS) y del complemento, provoca la secrecion de citocinas
hepatoprotectoras (IL-6) y antiinflamatorias (IL-10) (Mandal P, 2010) (Horiguchi, et

all, 2008).
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Ethanol

Hepatocyte

Kupffer cell

Fig. 4 Activacion del complemento y su contribucion a la patogénesis en la enfermedad hepatica alcohdlica

1. Elconsumo de alcohol ocasiona una activacion del complemento (C3 y C5), el complemento activado,
interacttia con las células de Kupffer ocasionando producciéon de TNFa el cual induce dafio hepatico.

2. Elconsumo de alcohol crénico activa la via a través del complemento como la via a través del TLR4,
ambos contribuyen a la patogenia de la enfermedad hepatica alcohélica.

Tomado de: Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2011 Apr;300{4):G516-25.

En pacientes con consumo elevado de alcohol, hay multiples factores que estimulan
a las células del parénquima para producir citocinas y quimiocinas, lo cual induce el
reclutamiento de neutrofilos, que infiltran el higado y contribuyen al dafio hepatico
por alcohol (Gao B, et all, 2011). Por otro lado los efectos del consumo tipo
consuetudinario en el higado son a diferentes niveles: modulacion inmunoldgica,
metabdlica, vias de sefializacion, mecanismos epigenéticos, etc (Shukla, et all,

2013) (Fig. 5).
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Efectos del consumo Binge/agudo
de alcohol

Metabdlicas Epigenéticos

Patologicas Sefializacion celular

Inmunolégicas
Fig. 5 Multiples efectos del consumo Binge en el higado

Adaptado de: Alcohol Clin Exp Res. 2013 Apr;37(4):550-7.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo discontinuo de alcohol en jévenes, puede ser mas dafino para el
sistema inmune que la ingesta continua de cantidades moderadas. Ademas, se
sabe que el componente inmune participa activamente en el dafio hepatico y en el
proceso fibrogénico. La informacién disponible se ha extraido principalmente de
modelos animales, por lo tanto es necesario evaluar si tales modificaciones se
observan en humanos y si tienen relacion con el dafio hepatico.

Dentro del dano hepatico inducido por alcohol, los neutrdéfilos juegan un papel
importante ya que con gran frecuencia se presentan en el infiltrado hepatico.
(Dhanda AD, 2012) Estas células dependen de receptores de moléculas
quimiotacticas para llegar hasta un tejido inflamado. Estudios en pacientes con
hepatitis alcohdlica han mostrado un incremento significativo en su estado de
activacién comparado con pacientes con cirrosis o sujetos sano.

En estudios in vitro de cortes de higado humanos desafiados con cantidades de

etanol equivalentes a los de consumo fuerte de alcohol mostraron que los linfocitos
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sobre expresan el receptor de quimiocinas CXCR4 y se infiltraron en el tejido
hepatico (Karim S et al, 2013). Otros receptores de quimiocinas tales como CCR5
(Moreno C et al, 2005) también han sido implicados en la inflamacion del higado y
su infiltracion. Por otro lado, la activacion de linfocitos periféricos se encontré en
alcoholicos crénicos y se correlaciono con la dosis total de etanol consumido toda

la vida (Scanella E et al, 1998).

4. JUSTIFICACION

El consumo de alcohol en jévenes entre 18 a 29 afios es un problema de salud
publica que incide tanto en tema social como en el de salud. A nivel de comunicacion
se menciona que el consumo excesivo es perjudicial para la salud y que el alcohol
se debe tomar con moderacion, sin embargo no es clara la diferencia entre consumo
moderado y excesivo, mas para la poblacién joven.

La mayoria de estudios en humanos se han realizado en poblaciones entre 30 y 60
afos de edad y consumidores cronicos. En poblacién joven, el consumo prevalente
es episodico o discontinuo (mas de cinco tragos en una sola ocasion, principalmente
en fin de semana) (Paho, 2007). Ademas se ha descrito que el componente inmune
participa activamente en el dano hepatico y en el proceso fibrogénico, sin embargo,
la mayor parte de la evidencia a este respecto proviene de modelos in vitro y
modelos animales, por lo que es necesario el estudio de dichos procesos en

humanos.

29



+ GENERAL SALUD

de MEXICO SECRETARIA DE SALUD
Por lo anterior este proyecto pretende estudiar si en jovenes consumidores de
alcohol, la expresion de CCR5 en los linfocitos periféricos se encuentra en mayor
activacién y direccionamiento comparando los consumidores fuertes (BIFIS) y los
moderados, y si esto se asocia con el daio hepatico. El presente proyecto podria
contribuir al conocimiento de los mecanismos que participan en esta patologia y a
la busqueda de nuevas y adecuadas estrategias preventivas, diagndsticas vy

terapéuticas.

5. HIPOTESIS

S| EL PATRON DEL CONSUMO DE ALCOHOL (CANTIDAD Y FRECUENCIA) SE
RELACIONAN CON MAYOR EXPRESION DE CCR5 EN LOS LINFOCITOS
PERIFERICOS DE LOS JOVENES CON CONSUMO FUERTE DE ALCOHOL DE

FIN DE SEMANA Y DESARROLLAR DANO HEPATICO TEMPRANO.

6. OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES

6.1 Objetivo general
Estudiar la repercusion del patron de consumo de alcohol en el direccionamiento y
activacion temprana de CCR5 en los linfocitos periféricos de jovenes con consumo

de alcohol de fin de semana.
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6.2 Objetivos particulares:
1. Determinar el patron de consumo de alcohol de jovenes consumidores de
bebidas alcohdlicas.
2. Determinar el direccionamiento y activaciéon temprana de linfocitos TCD3

periféricos asi como el dafio hepatico de jévenes consumidores de bebidas

alcohodlicas.

7. MATERIALES Y METODOLOGIA.

Se elabord en cada paciente una historia clinica detallada de acuerdo al modelo
disefiado con anterioridad para la atencién del paciente alcohdlico en la Clinica de
Higado del Hospital General de México, en el que se investiga en forma
intencionada en todos los casos la presencia de datos clinicos de dafio hepatico.

Se evaluo estado nutricional y se interrogara al paciente acerca de su consumo de
alcohol y las manifestaciones por infecciones gastrointestinales, pulmonares vy
cutaneas, asi como su duracioén e intensidad. La evaluacion del consumo de alcohol
se realiz6 mediante las pruebas AUDIT (Alcohol Use Disorders Identificacion Test)
y dependencia a través de DSM IV y el SF-36 para valorar la calidad de vida,

ademas de la Encuesta de Patron de Consumo de Alcohol GEPRA.

De cada participante se realiz6 somatometria, en donde se tomara en cuenta el
peso e indice de masa corporal y porcentaje de grasa determinados por
impedancia; lo anterior con la finalidad de evaluar el estado nutricional de cada
sujeto. Posteriormente se obtuvo 30 ml de sangre periférica.

31



Secrejiliom SALUD

de MEXICO SECRETARIA DE SALUD

Se estratifico la muestra en 3 grupos diferentes con base en el patron de consumo,
asi como en el ultimo consumo de alcohol, para poder establecer la estratificacion
se utilizé una encuesta para valorar el patrén de consumo EPCA (Anexo 2), en dicha
encuesta se obtiene informacién acerca del consumo en su ultima ocasién, cantidad
de consumo y tiempo en el cual se consumid, asi como también la frecuencia de
consumo durante los ultimos tres meses, esta encuesta habia sido validado
previamente por parte del equipo de investigacion (Hernandez Ruiz J, et al, 2012),
se aplicé la encuesta de valoracién AUDIT (Anexo 3), esta encuesta fue disefada
por la OMS para identificar a las personas con un patron de consumo perjudicial o
de riesgo de alcohol (<8 consumo no riesgoso, >8 consumo de riesgo). Los estratos
se establecieron de la siguiente manera (Fig. 6):
1. Consumo moderado: Aquellos personas que tuvieran alguno de los
siguientes puntos:
— No tuvieran consumo de alcohol en el ultimo mes.
— Su patréon de consumo habitual y en su ultimo consumo fuera en
mujeres <1 copas por dia y en hombres <2 copas por dia.
2. Consumo intermedio: aquellas personas que su patrén de consumo habitual
y en su ultimo consumo fuera en mujeres de 2-3 copas por dia y en hombres
de 3-4 copas por dia.
3. Consumo BIFIS: aquellas personas que su patréon de consumo habitual y en
su ultimo consumo fuera en mujeres = 4 copas en dos horas y en hombres

de =2 5 copas en dos horas.
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GRUPO DE CONSUMO DE ACUERDO A NUMERO DE COPAS Y

GENERO
MUJERES HOMBRES
0 0
Moderado 1 1 Moderado
2 2
{ Intermedio ) 3
{ Intermedio }
4 4
5 L]
BIFIS BIFIS
=5 =5
Figura. 6

7.1 TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO.

Es un estudio descriptivo, de casos y controles, transversal y prolectivo.

7.2 POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA.
55 casos divididos en 3 grupos

Grupo 1 moderado 20 individuos

Grupo 2 Intermedio 18 individuos

Grupo 3 BIFIS 17 individuos

Y todos los grupos sin hepatitis viral.

Para calcular el tamafo de muestra se utilizé un analisis de una via con factores

fijos en el programa “Stat Soft,inc incorporation (2007) versién 8.0”
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Para determinar el tamafno de la muestra se utilizé la férmula para la diferencia de
medias con base en el articulo de Naude et al (Alcohol. 201), se obtuvo la varianza
y se establecio la diferencia esperada en los grupos, quedando de la siguiente

manera:

Férmula para la diferencia de medias:

9-(Zow + ZPy-s?

N =
d9

En donde:

- Za:1.96
- ZB:0.84
- §%27225
- d?%:25600

Para tener un poder del 80% se requieren 16 pacientes por grupo

7.3 CRITERIOS

7.3.1 Criterios de inclusién:

Aceptar participar en el estudio (firma de consentimiento informado).
Entre 18 y 29 afos de edad.

No haber consumido alcohol 24 horas previas a la toma de la muestra.
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7.3.2 Criterios de exclusion:
Para casos y controles:
a) No poder obtener la muestra de sangre para determinar el perfil linfocitario y
todas las pruebas bioquimicas.
b) Presentar alguna alteracién neuroldgica, psiquiatrica, antecedentes de
traumatismos craneoencefalicos con pérdida del estado de alerta.
C) Enfermedades que pueden alterar el sistema inmune, tales como,
desnutricion de cualquier grado, Diabetes Mellitus, VIH-SIDA.
d) Hepatopatia o nefropatia de cualquier origen.
g) Enfermedades de tipo autoinmune.
h) Tuberculosis o antecedente de haberla padecido.
i) Neoplasias de cualquier origen.
j) Uso de farmacos inmunosupresores, inmunomoduladores o esteroides por
cualquier causa.

k) Embarazadas o lactando.

7.3.3 Criterios de eliminacién.

l. Inicio de tratamientos inmunomoduladores o hepatotéxicos una vez incluido
en el estudio.

I. Que resulte positivo a algun antigeno viral.

1. Imposibilidad de realizar las determinaciones en las muestras de sangre
periférica.

V. Que ya no desee participar en el estudio.
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8. PROCEDIMIENTO

De cada participante se realiz6 somatometria, en donde se tomo en cuenta el peso
determinado por impedancia e indice de masa corporal, ademas de pliegue cutaneo
tricipital medido con plicometro, y la circunferencia braquial; lo anterior con la
finalidad de evaluar el estado nutricional de cada sujeto. Se obtuvo 30 ml de sangre
periférica para determinar biometria hematica completa (BH), quimica sanguinea
(QS), tiempo de protrombina (TP), pruebas de funcionamiento hepatico (PFH) perfil
de lipidos y panel viral para hepatitis B y C.

Se analiz6 el perfil de activacion y direccionamiento de las células
polimorfonucleares de sangre periférica por citometria de flujo con anticuerpos
contra CD69, CXCR4, CCR5, CCR4, asi como linfocitos TCD3 con expresion de

CCRS.

8.1 ANALISIS ESTADISTICO
Se aplicaron pruebas de homogeneidad de varianza y bondad de ajuste para elegir
el modelo estadistico mas apropiado para evaluar si existe correlacién entre el
patrén de consumo y el perfil de activacion y direccionamiento de los linfocitos

periféricos con expresion de CCRS (T de student).

8.2 ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.
"Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento
de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Titulo

segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion lll, investigacion con riesgo mayor al
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minimo, se anexa hoja de consentimiento

SALUD
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informado. Se guardara la

confidencialidad de los datos utilizando unicamente un cédigo para interrelacionar

los datos obtenidos. Las muestras se almacenaran hasta por cinco afos para

completar los estudios planteados.

9. RESULTADOS

Para este estudio se reclutaron en total 55 pacientes, distribuidos en 3 grupos, el

de consumo las caracteristicas demograficas de la poblacién fueron las siguientes

30 mujeres y 25 hombres.

DISTRIBUCION POR EDAD Y GRUPO

GRUPO PROMEDIO EDAD DESVIACION
ESTANDAR
MODERADO 22.00 2.68
INTERMEDIO 24.38 3.09
BIFIS 25.11 3.34
Tabla.1
DISTRIBUCION POR SEXO Y GRUPO
GRUPO FEMENINO MASCULINO
MODERADO 12 8
INTERMEDIO 9 9
BIFIS 9 12
TOTAL 30 25
Tabla 2.
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De este grupo demografico se seleccioné los BIFIS y los Moderados para realizar

el analisis, y se excluyeron los intermedios.

El analisis de expresion de los receptores de quimiocinas se realizd sobre la region
seleccionada de polimorfonucleares (PMN) de acuerdo a la apariencia de tamafio y

complejidad (FSC vs SSC), y en la grafica siguiente aparece en color rojo:

Figura 7. Citometria de flujo PMN

Posteriormente se graficd la expresién de los receptores de quimiocinas y se
determiné la intensidad media de fluorescencia y el porcentaje de células positivas
para cada receptor, en este ejemplo especificamente la expresién de CCR5 en los

linfocitos subgrupo CD3 como sigue a continuacion:

Figura 8. Citometria de flujo Linfocitos CD3 y expresion CCR5
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Los datos recopilados se adicionaron a la base de datos general y se operaron
estadisticamente en conjunto con el programa SPSS.

Las variables que se tomaron en cuenta las cuales fueron estadisticamente
significativas fueron:

1) Lymphocytes_ CCR5_APCA_Median

2) Lym_CD3_CCR5_brigh CCR5_APCA_Median
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La media de Lym_CD3_CCRS5_brigh_ CCR5_APCA se eliminé al ser la misma

variable.

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
Sig. 95% Intervalo de
(bilateral | Diferencia | Error tip. de confianza para la
F Sig. t gl ) de medias | la diferencia diferencia
Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior
Lymphocytes. CCR5_APCA_  Se han asumido 329 577
Mean varianzas iguales 977 331 -.234 29 .817 | -42.55042 181.94907 -414.67805 ’ 21
No se han 314.831
asumido varianzas -.244 27.343 .809 | -42.55042 174.27968 -399.93274 ’ 20
iguales
Lymphocytes CCR5_APCA Se han asumido 331.506
_Median varianzas iguales 1.174 .287 2.750 29 .010 | 190.12185 69.12885 48.73747 ' 22
No se han 334.399
asumido 2.709 25.866 .012 | 190.12185 70.17208 45.84458 : 12
varianzas iguales
Lym_CD3_CCR5_dim_CCR  Se han asumido _ 192.802
5 APCA_Mean varianzas iguales 327 572 | -1.109 29 277 22837395 205.93109 -649.55033 ’ 43
No se han - 179.844
%suuarggo varianzas -1.145 28.540 .262 298.37395 199.45591 -636.59270 80
Lym_CD3_CCR5_brigh_CC Se han asumido - -
R5_APCA_Mean varianzas iguales 2.055 163 | -2.323 28 .028 | 1498.0000 644.74747 | -2818.70531 | 177.294
0 69
No se han - -
asumido -2.379 26.825 .025 | 1498.0000 629.77583 | -2790.58761 | 205.412
varianzas iguales 0 39
Lym_CD3_CCR5_brigh_CC Se han asumido - -
R5_APCA_Median varianzas iguales 1.523 .227 | -2.386 28 .024 | 1461.5892 612.49450 | -2716.22740 | 206.951
9 17
No se han - -
asumido -2.435 27.328 .022 | 1461.5892 600.35280 | -2692.72082 | 230.457
varianzas iguales 9 75

Tabla 3. Prueba de muestras independientes T de student.
Negrita: variables con p significativa <0.05
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Se analizaron las estadisticas de grupo como se ve en la siguiente tabla:

Error tip. de la

Categoria Media Desviacion tip. media
Lymphocytes_CCRS_APCA_Mean  moderados 14 1191.2143 372.24747 99.48732

bifis 17 1233.7647 589.98862 143.09326
Lymphocytes_CCRS_APCA_Medlan moderados 14 476.3571 206.97254 55.31574

bifis

17 286.2353 178.02511 43.17743

Lym_CD3_CCR5_dim_CCR5_APCA_  moderados
Meom 14 3481.2143 463.15892 123.78443

bifis 17 3709.5882 644.84204 156.39717
Lym_CD3_CCR5_brigh CCR5_APCA moderados 14 12190.0000 1413.67094 377.81945
_Mean ’ ’ ’

bifis 16 13688.0000 2015.42078 503.85520
Lym_CD3_CCR5_brigh_CCR5_APC  moderados 14 11310.2857 1395.71578 373.02073
A_Median

bifis 16 12771.8750 1881.61218 470.40304

Tabla 4. Estadistica de grupo.

Negrita: variables estadisticamente significativas

Se encontré que en el grupo de los los BIFIS tienen menos CCR5 en sus linfocitos

perifericos (Bifis 286.23 IMF +/- 178.02 vs Moderados 476.3571 IMF +/- 206.97;

p=0.01) pero mas CCR5 en los linfocitos T que poseen CCR5 en gran cantidad

(Brigh) (Bifis 12771.87 IMF +/- 1881.6 vs Moderados 11310.28 IMF +/- 1395.7;

p=0.02) como se describe en las tablas 1 y 2 antes mencionadas y en las Figuras 9

y 10:

41




de MEXICO SECRETARIA DE SALUD

+ GENERAL SALUD

Figura. 9 Expresion de CCRS en linfocitos periféricos.

@ p<0.05

Figura 10. Expresion de CCR5 en los linfocitos T CD3 brigh

© p<0.05
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10. DISCUSION

En los resultados se puede apreciar como el consumo de alcohol genera una
alteracién inmunoloégica, predominantemente en aquella poblacién de linfocitos que
expresan CCR5. Se demuestra que en los BIFIS, la expresion de CCR5 es menor
a nivel periférico, tal vez se explique porque se infiltraron al higado aquellos
linfocitos con gran expresion de CCRS5 vy al parecer también se puede ver afectado
el fenotipo inmunoldgico en la activacion, capacidad citotoxica y el perfil de trafico
periférico, asi como fue demostrado en el estudio de Saldivar et al, del 2015 en
donde los linfocitos CD8 se vieron modificado fenotipicamente en los adultos
jovenes bebedores compulsivos (Binge).

Con base en el estudio in vitro de Karim et al, en el cual posterior al estimulo con
alcohol, los linfocitos presentan un aumento en el direccionamiento y adhesién en
las biopsias hepaticas, podemos sugerir que la disminucion en la cantidad de
linfocitos periféricos, en sujetos con un patron de consumo tipo BIFIS, se puede
deber a que estos estan siendo reclutados al higado; sin embargo, esto no puede
ser confirmado debido a la falta de una biopsia hepatica. Estos resultados favorecen
en un futuro poder buscar intencionadamente estos marcadores en biopsias
hepaticas.

Por otro lado, se encuentro que los linfocitos TCD3 con expresion de CCR5 tienen
mas CRR5 en el grupo de consumo de patréon moderado que en los BIFIS, y
retomando estudios como el de Moreno et all en ratones a los cuales se les indujo

hepatitis con concavalina A y se demostré que una mayor expresion de CCR5 puede
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modular la gravedad de la lesion hepatica inmuno mediada, por lo tanto queda
puesta la posibilidad que en los adultos jovenes con patron de consumo moderado

de alcohol se active esta expresion de CCRS5 en los linfocitos como factor protector

inicial.
11.CONCLUSIONES

Podemos concluir que el alcohol previo a cualquier alteracion clinica, tiene una
afeccion directa en el sistema inmune al verse reflejado al presentarse diferencias
estadisticamente significativas en el grupo BIFIS en relacién con el grupo moderado:
los linfocitos periféricos del grupo BIFIS presento menor expresion de CCR5 con
una alta posibilidad de que estos se infiltren al higado generando dafio hepatico
temprano y con linfocitos TCD3 con expresién de CCRS5 que se sobrexpresan mas
en los adultos jovenes de consumo moderado como posible factor modulador en el

dafo hepatico, para lo cual se requieren estudios in vivo.
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13.2 ANEXO 2

Folio: Peso:

Fecha de elaboracion: Talla:
Edad: Cintura:
Sexo:

Doénde nacieron tu(s):

Papa: Abuelos paternos

Mama: Abuelos maternos

A continuacién hay una serie de preguntas que nos permitiran conocer tu
patrén de consumo de alcohol. Esto nos ayudara en un futuro a entender
este fendmeno y su relacion con la salud del higado.

Agradecemos tu sinceridad y disposicion para contestarla.

1. ;Cuando fue la ultima vez que tomaste una bebida alcohdlica?

Opciones Marque X
Ayer

Hace 2-6 dias

Hace 1-3 semanas

Hace 1-6 meses

Hace mas de 6 meses
Nunca ha tomado alcohol

2. ;Qué tipo o tipos de bebida tomaste en la tltima ocasion

3.- ;Cuantas copas o botellas te tomaste?

Tipo de bebida # bebidas por ocasién
Tequila, vodka, ron, brandy, whisky, mezcal etc
Cerveza
Cocteles, aguas locas
Vino
Baileys, rompope
Pulque
Alcohol del 96
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4.- ;En cuanto tiempo te las tomaste?

5. ;Siempre tomas de esta manera?

HORAS

Si

No

6. ;En los dltimos tres meses, con qué frecuencia has tomado?

Marque X

Todos los dias

Entre 5 o 6 veces ala

Entre 3 0 4 veces a la

1 0 2 veces a la semana

Esporadicamente

No he tomado nada

7. ;Cuantos afios tenias la primera vez que tomaste una bebida alcohdlica?

Anos

8. (A qué edad fue tu primera borrachera?

Afos

9. Dime: ;Que tomaste en tu primera borrachera?
10 .- ;Cuantas copas o botellas te tomaste?

Tipo de bebida

# bebidas por

Tequila, vodka, ron, brandy, whisky,

Cerveza

Cocteles, aguas locas

Vino

Baileys, rompope

Pulque

Alcohol del 96

11. ;En cuanto tiempo te las tomaste?

HORAS

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

12. ;Seguiste tomando asi? No___ (pasar ala pregunta 14) Si___ 13. ;Por cudnto tiempo seguiste

tomando asi?
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En el momento de tu vida en el que has tomado mas alcohol
14. ;Qué tomaste?
15. ;Cuantas copas o botellas te tomaste?

16. ;En cuanto tiempo te las tomaste?

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Tipo de bebida # bebidas por

Tequila, vodka, ron, brandy, whisky,

Cerveza

Cocteles, aguas locas

Vino

Baileys, rompope

Pulque

Alcohol del 96

HORAS

;Qué tan frecuentemente lo hacias?

Marque X

Todos los dias

Entre 5 o 6 dias ala semana

Entre 3 o0 4 veces a la semana

1 0 2 veces ala semana

Esporadicamente

Nunca volvi a tomar asi

;Cuanto tiempo duré esta forma de tomar?

;Cuantos afos tenias en esa época?

(A qué edad dejaste de tomar de esta forma?

;Tomas algin medicamento? Si__ No__ ;Cual?

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

(Estas enfermo de algo? Si__ No__ ;De qué?

(En la tltima semana te has enfermado de algo? Si__ No__
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13.3 ANEXO 3

Test de Identificacion de Trastornos por consumo de alcohol:
version de entrevista.

Lea las preguntas tal como astan escritas. Ragistre las respuestas culdadosamente. Emplece ef auoir
dicendo «Ahora voy 2 hacerle algunas praguntas sobre su consumo de bebidas aicohoiicas durante el
altimo afos. Expliqua queé antiende por «bebidas akohalbcas» utdizando ejemplos tipicos como cerveza,
vino, vodia, etc. Codifique las respuestas en tarminos de consumiciones (xbebidas estandars). Marque [z
dira de la respuesta adacuada en e reauadro de & desecha

1. ¢(Con gua frecuencla consume aiguna bebida 6. ;Con que fragsanca en e curso o itimo ano ha
Necesadto

akonolica? bebar 8n Fyunas para faCUperarse
{0) Bunca (Pase a las preguntas S-10) despuss de haber bebido mucho ef dla anterior?
(1) Una o menos vecas al mes (0) Nunca

{2) De 2 3 & vaces 3l mes (1) Menos oe una vez 3 mes

{2) De 2 2 2 vecss 3 2 semana (2) Mensuamente

{4) 4 0 m3s veces 3 L3 semana (3) Semenamente

[ ]

2. ;Cuantas consumiiones de bebidas aicohdlicas
suele realizar en un 0@ de consLEmo normal?

[ ]

7. ;Con que frequanca en & Ourso o titimo ano hs
1enido remordimientos o sentimientos de culpa

(4) A dizrio © @4 2 Warko

mia2 despuss de haber bebido?.

(N304 (00 Nunca

2506 (1) Menos 0= una vez 3 mes

(N7.8089 (2) MensuZmente

{3) 10 omas (3) Seranamente

[ 1 | @Acsaccs s ]

2, ¢ Con qué frecuanca toma & o mas bebidas 8. ;Con que fracuanda en & qurso o (tmo ano na

akconolics en un soio aa? Na podidc 1econdar 1o que sucedio 1 noche anterior

{0) Nunca porgus habla estado beblando?

{1) Menos de una vez al mas (0) Nunca

{2) Mersuaiments (1) Mengs g2 una vez 3 mes

{3) Semanalments (2) Mensuamente

{4) A tlara 0 39 3 oo (3) Ser@gnamentse

Pase 3 a5 preguntas 9 y 10 < ja suma (4) A diario 0 @l 2 glaro

fotal ge las preguntas 2y 3 = 0 I:I |:|

4. ;Con qué frecuencia en el curso del (ENmE ano ha
si00 InCapaz de parar de beber una vez habla
ampazacto?

{0} Nunca

(1) Menas de una vez al mes
(2) Mersuaiments

(3) Sermanaiments

{4) A glario o c25l 3 diario

[ ]

9. jUsted 0 Jiguna ofra persona ha resuttado herdo
porgue usted habla bebido?
(0) No
(2) SI, p2eo no en el curso del uitimo ana
(4) 51, ef oitimo ano

L]

5. ¢Con qué frecuencia en &l curso del Iima ana no
pudo hacer o que se esperaba o2 usted porque
habeéa bebido?

{0) Nunca

{1) Menas de una vez al mes
{2) Mersuaimenta

(3) Semanaimeants

{4) A olario o cas! 3 diario

[ ]

10. ;AIGON tamiliar. amigo, MEdKO O profesionad
SaNMaNo N3 MOStrago PRcCLPAdon por su
CONSUMO e bebics 2lcahGRCas o 12 han Sugerido
que veje o2 beber?

{0y No
(2) 5L pero no en &l curso del LMo ano
(4) SI, &l oMimo ano.

[ ]

Registre & puntuacion total aqul |:|
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DR. EDUARDO LICEAGA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA.

Titulo del protocolo: “INTERRELACION ENTRE EL PATRON DE CONSUMO DEL
ALCOHOL, EL PERFIL LINFOCITARIO, EL ESTRES OXIDATIVO Y EL DANO
HEPATICO EN JOVENES”.

Investigador principal: Dr. Joselin Hernandez Ruiz.

Sede donde se realizara el estudio: HIPAM, Hospital General de México Dr. Eduardo
Liceaga.

Nombre del paciente:

Se realiza a usted una atenta invitacién a participar en este estudio de investigacion; si
desea participar, debera conocer y entender los siguiente puntos:

JUSTIFICACION

El consumo excesivo es perjudicial para la salud, el alcohol se debe tomar con moderacién,
sin embargo no es clara la diferencia entre consumo moderado y excesivo, mas para la
poblacion joven. La mayoria de estudios en humanos se han realizado en personas con
consumo crénico que tienen entre 30 y 60 afios de edad y en modelos de laboratorio, por
lo que es necesario hacer un estudio en jévenes.

OBJETIVO

Estoy enterado de que este proyecto pretende estudiar cémo el consumo de bebidas
alcohdlicas modifica los diferentes tipos de células inmunoldgicas y alteraciones del higado.
BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio va a ser util para determinar diferencias en el consumo de alcohol, y cédmo se
producen alteraciones en las células inmunolégicas. Usted recibira de forma gratuita los
resultados de las pruebas de dafio hepatico, el perfil de hepatitis B, C y VIH, para la
obtencion de los resultados se le solicita comunicarse a los teléfonos referidos en la parte
inferior.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

1. Me realizaran tres encuestas acerca de mi estado de salud, mis antecedentes y habitos
de consumo de alcohol.

2. Me extraeran 30 ml de sangre (aproximadamente tres cucharadas soperas) en una
sola ocasion, lo cual no tiene efectos negativos sobre mi estado de salud, sin embargo,
existe la pequena posibilidad de formarse un moretdn sin consecuencias graves, que
desaparecera en un par de dias del sitio de la puncion (vena del antebrazo).

3. Me realizaran algunas mediciones corporales como talla y peso con la finalidad de
evaluar el indice de masa corporal, asi como de la cintura.
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DR. EDUARDO LICEAGA

ACEPTACION PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO

El proyecto de investigacion corresponde a una investigacion sin riesgo.

Mi decision de participar en el estudio es estrictamente voluntaria, sé que el proceso es
estrictamente confidencial, mi nombre no sera utilizado en ningun informe cuando los
resultados de la investigacion sean publicados

Sé también que podré retirarme de la investigacion en cualquier momento y no abra ningun
tipo de sancién o represalia en contra mia o de mi familiar.

Al participar en este proyecto de investigacion no recibiré ningun beneficio adicional a
obtener los resultados clinicos del estudio, lo cual me ayudara a conocer mi estado de salud,
y no se me dara compensacion economica ya que este proyecto no tiene animo de lucro.
En caso de desarrollar algun efecto adverso secundario no previsto como consecuencia de
la toma de sangre tengo derecho a una indemnizacion.

Puedo comunicarme con el Dr. Joselin Hernandez Ruiz a los teléfonos 56-23-26-84 y 56-
23-36-73 del laboratorio HIPAM Dpto. de Medicina Experimental, Facultad de Medicina
UNAM y con la Dra. Estela Garcia Elvira, Presidente de la Comisién de Etica, al teléfono
50043866 y al 27892000 ext.1330 si tuviese alguna duda o pregunta relacionado con los
derechos de los sujetos de investigacion.

Mi firma abajo indica que he leido y entendido el consentimiento informado y que he tenido
la oportunidad de hacer preguntas, que me han la dado informacion mas precisa que ha
sido posible, y que estoy de acuerdo en mi participacion en el estudio

Nombre y Firma del Participante

Nombre y Firma del Médico que Ingresa al Paciente

Nombre y Firma, Direccion y Teléfono del Testigo

Nombre y Firma, Direccion y Teléfono del Testigo

Fecha

DIRECCION DE Dr. Balmis 148 T +52(55) 5004 3842
INVESTIGACION Colonia Doctores Con +52 (55) 2789 2000
www.hgm.salud.gob.mx Delegacién Cuauhtémoc Ext 1164

México, DF 06726

A4
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