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INTRODUCCION

La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas fermentadas mas cominmente
consumidas en muchos paises. Conocida desde la época del antiguo Egipto y
Mesopotamia (quinto milenio antes de Cristo), su consumo se fue extendiendo
primero a los paises mediterraneos, posteriormente a los del norte de Europa
y finalmente al resto del mundo. Segin un informe del afio 2014 de la
Organizacion Mundial de la Salud, los dos paises con mayor consumo de alco-
hol per capita en el mundo son Moldavia y la Replblica Checa, seguida de
Hungria, Rusia y Ucrania. En cambio, si consideramos sélo cerveza, el pais con
mayor consumo per capita es la Repiblica Checa, seqguida de Irlanda y
Alemania. Espafia, un pais tradicionalmente vitivinicola, ocupa el duodécimo
lugar, tanto en consumo de alcohol como de cerveza. No obstante, si se con-
sidera el volumen total de cerveza consumida, el primer pais del mundo en
consumo total de cerveza es China, mientras que Rusia es el pais con mayor
consumo total.

Tradicionalmente el consumo de cerveza se ha asociado a habitos alimenta-
rios poco saludables y puede que parte de los efectos perjudiciales atribuidos
a la cerveza se deban en realidad a los malos habitos alimentarios mas que al
consumo de cerveza en si mismo. De hecho, en el marco del estudio PREDIMED
(Prevencion con Dieta Mediterranea) (Estruch, 2006, 2013) en el que han par-
ticipado 9 comunidades autondémas de toda Espafia se ha observado que los
participantes incluidos que bebian regularmente cerveza con moderacion
seguian un patron de alimentacion mas saludable que los abstemios. Es decir,
en los paises mediterraneos como Espafia puede que la cerveza deba equipa-
rarse al vino, la bebida fermentada tradicionalmente incluida dentro del patron
de dieta mediterranea (Arranz, 2012).

En este contexto, es muy importante sefialar que, si bien el consumo exce-
sivo de alcohol es dafiino a distintos niveles, numerosos estudios epidemiol6-
gicos y clinicos han observado que el consumo moderado de alcohol, indepen-

dientemente de la bebida alcohdlica consumida, tiene efectos protectores
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sobre diferentes 6rganos y sistemas, pero especialmente sobre el sistema car-
diovascular. No existe una definicion universalmente aceptada de “consumo
moderado de alcohol”, principalmente porque las unidades de medida de las
bebidas alcohdlicas varian segin los paises. Distintos paises consideran que
una bebida alcohélica contiene diferentes cantidades de alcohol. Asi, la unidad
de bebida estandar varia de 8g (10mL) en el Reino Unido a 14g (17.5mL) en
los Estados Unidos, mientras que en otros paises como Australia, Francia,
Holanda y Espafia consideran que una bebida contiene 10g de etanol (12.5mL).
No obstante, a pesar de estas diferencias, la postura mas aceptada es la del US
National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA), que considera un
consumo moderado de alcohol no mas de 56g en un mismo dia (4 bebidas) o
no mas de 196g (14 bebidas) a la semana para los hombres y no mas de 42g de
alcohol en un dia (3 bebidas) o no mas de 98g a la semana (7 bebidas) para
las mujeres. En resumen, seria consumo moderado de alcohol la ingesta de
hasta dos bebidas al dia para los hombres (28g) y una para las mujeres (14g).
Puesto que la medida estandar de bebida contiene 14g de alcohol, este consu-
mo equivale a la ingesta de una botella mediana de cerveza o una lata (330mL,
5% de alcohol), una copa de vino (125mL, 12% de alcohol) o una media copa
de licor (20mL, 40% de alcohol). No obstante, hay una tendencia a disminuir
la cantidad de alcohol considerada como consumo moderado (Chiva-Blanch,
2013b).

Como la cerveza es un alimento, desde un punto de vista nutricional, hay
que tener en cuenta que la cerveza tradicional, ademas de alcohol, contiene
una mezcla compleja de nutrientes y sustancias bioactivas como carbohidratos,

aminoécidos, minerales, vitaminas y polifenoles (Tabla 1).



Tabla 1: Composicion de la cerveza. Fuente: Base de datos National Nutrient

Database for standard references realease 27 de la USDA (United States Department

of Agriculture).

Nutriente Valor por 100g Valor por botella mediana (330 mL)
Energia 43 keal 153 keal
Proteina 0.46 g 1.64 g
Grasas 0g 0g
Hidratos de carbono 3.55¢g 12.64 g
De los cuales azucares 0g 0g
Minerales

Calcio 4 mg 14 mg
Hierro 0.02 mg 0.07 mg
Magnesio 6 mg 21 mg
Fosforo 14 mg 50 mg
Potasio 27 mg 96 mg
Sodio 4 mg 14 mg
Zinc 0.01 mg 0.04 mg
Vitaminas

Tiamina 0.005 mg 0.018 mg
Riboflavina 0.025 mg 0.089 mg
Niacina 0.513 mg 1.826 mg
Vitamina B6 0.046 mg 0.164 mg
Acido folico 6 g 21 g
Vitamina B12 0.02 pg 0.07 pg




COMPUESTOS FENOLICOS DE LA CERVEZA

La cerveza es una bebida fermentada que contiene vitaminas y minerales, tal
como se ha explicado anteriormente, pero también es fuente de interesantes
compuestos bioactivos, como los polifenoles. Los polifenoles son una familia
de compuestos que presentan una estructura quimica comdn de varios grupos
fenol (hidroxibenzeno) unidas a estructuras aromaticas o alifaticas aunque,
como excepcion, también incluye estructuras de monofenoles, como el grupo de
los acidos fendlicos. Son compuestos de origen vegetal que forman parte del
metabolismo secundario de las plantas y participan en ciertas caracteristicas
sensoriales de los alimentos como color, sabor, amargor, astringencia o aroma.
Ademas, se ha referido que el consumo de polifenoles presenta propiedades
saludables ya que podrian disminuir el desarrollo de enfermedades crénicas
como enfermedades cardiovasculares, diabetes, o enfermedades neuroldgicas
degenerativas (véase mas adelante).

Frecuentemente, se asume de forma equivoca que el vino tinto es la Unica
bebida fermentada que contiene polifenoles y, aunque la concentracién de poli-
fenoles en el vino tinto es muy elevada, la cerveza también es fuente de com-
puestos fendlicos y sus niveles son ligeramente superiores a los del vino blan-
co. Segin la base de datos de polifenoles en alimentos phenol-explorer
(www.phenol-explorer.eu), el vino tinto presenta un contenido fenélico medio
de 215,5 mg/100mL, la cerveza 27,8 mg/100 mL y el vino blanco 23,1 mg/100
mL (analizado por el método de Folin-Ciocalteau). Hasta el momento, se han
identificado mas de 50 compuestos fendlicos en la cerveza y se ha estimado que
70-80% de estos polifenoles provienen de la malta y el 20-30% restante del
lapulo (De Keukeleire, 2000). Los compuestos mayoritarios son los acidos
hidroxibenzoicos y los acidos cinnamicos, como el &cido ferdlico y los flavono-
les (Gerhduser, 2005), aunque los polifenoles caracteristicos de la cerveza son
los polifenoles del lipulo, como los prenilflavanoides y los acidos amargos (aci-
dos alfa ~humulonas, acidos iso-alfa y acidos beta -lupulonas), cuyo conteni-

do depende del tipo de cerveza y de la cantidad de ldpulo que se le afiada en




su elaboracién. Los acidos amargos son importantes organolépticamente ya
que contribuyen al amargor tipico, a la conservacién (Huvaere, 2004) y esta-
bilizacién de la espuma de la cerveza (Ferreira, 2005).

Por lo tanto, la cerveza se puede considerar una fuente de polifenoles en la
dieta y se ha demostrado que, dentro de los componentes de la dieta, es el
principal contribuyente a la ingesta de acido hidroxibenzoico en la poblacion
europea del estudio “European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC)” (Zamora-Ros, 2013). La concentracion de compuestos fendli-
cos en cervezas comerciales depende mayoritariamente de su extraccién duran-
te la maceracion. Durante la elaboracion de la cerveza, la concentracién de
polifenoles disminuye en los procesos de precipitacion de proteina y filtracion
que se llevan a cabo para eliminar turbidez y amargor. Ademas, durante la ela-
boracion de la cerveza y su fermentacion, algunos polifenoles experimentan
cambios quimicos, como isomerizaciones y descarboxilaciones que pueden pro-
ducir compuestos volatiles responsables del aroma de la cerveza, como por
ejemplo, el acido ferdlico se transforma a 4-vinilguaicol mediante una descar-
boxilacién por descomposicion térmica (Coghe, 2004).

El perfil fendlico de la cerveza se ha determinado por cromatografia liquida
acoplada a varios detectores tradicionales como culombimétricos (Floridi,
2003; Jandera, 2005; Rehova, 2004), electroquimicos (Madigan, 1994;
Montanari, 1999; Nardini, 2004), y espectrofotometros UV-visibles (Arts, 2000;
McMurrough, 1996) o a un espectrometro de masas de baja resolucion (Ceslova,
2009; Vanhoenacker, 2004), pero hasta la fecha nunca se habia analizado
mediante espectrometria de masas de alta resolucion. Por ello, en nuestro
grupo se realizd6 un estudio para determinar el perfil fendlico de la cerveza
mediante espectrometria de masas de alta resolucion mediante el espectrome-
tro LTQ-Orbitrap (Quifer-Rada, 2014), que es un sistema hibrido que combina
el espectrometro de masas de trampa idnica lineal y el analizador de masas

Orbitrap. La espectrometria de masas de alta resolucion es una técnica anali-
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tica moderna y fiable para la elucidacion estructural de compuestos desconoci-
dos en muestras complejas. El espectrometro LTQ-Orbitrap permite medidas
exactas de la masa de cada compuesto presente en la matriz y, en consecuen-
cia, el conocimiento de su formula molecular permite la caracterizacion de los
polifenoles presentes en la muestra. Ademas, también proporciona la masa
exacta de los fragmentos formados en la fuente de ionizacion, lo que ayuda a
la elucidacion de la estructura quimica del compuesto mediante analisis en tan-
dem MS/MS o MSN,

Para realizar este estudio se eligieron cuatro tipos de cerveza diferentes pro-
cedentes del mercado espafiol: lager, pilsen, mdrzenbier y cerveza sin alcohol.
Para incrementar la sensibilidad de la técnica, se concentraron los polifenoles
de la cerveza mediante extraccion en fase sélida siguiendo el método de
Medina-Remén et al. (2009) adaptado a las muestras de cerveza. En este estu-
dio se identificaron 47 compuestos fenélicos en las muestras de cerveza inclu-
yendo 4acidos fendlicos simples, acidos hidroxicinnamoilquinicos, flavanoles,
flavonoles, flavonas, fenoles alquilmetoxi, acidos amargos, acidos hidroxifeni-
lacéticos, y prenilflavanoides. Seglin nuestro conocimiento, 7 de los 47 polife-
noles identificados no se habian descrito antes en la cerveza: acido feruoilqui-
nico, acido cafeico-0-hexosido, acido cumarico-0-hexosido, acido sinapico-0-
hexosido, catequina-0-dihexosido, canferol-0-hexosido, and apigenina-C-hexo-
sido-pentosido. En la Tabla 2 se resume los polifenoles identificados en las

muestras de cerveza.



Tabla 2. Polifenoles identificados en cerveza.

Compuestos Masa exacta [M-H-]- Fragmentos m/z Error (mDa) Formula molecular
Fenoles alquilmetoxi
4-vinilguaiacol 149.0607 134.0362 0.80 CoH100;
Acidos amargos
Cohumulona I 347.1864 235.1337 0.3 CooHp805
ad-Humulona 361.2020 235.1337, 292.1313 1 Co1H3005
Cohumulon 1T 347.1864 278.1158 0.14 CaoH2505
n-Humulona 361.2020 292.1312, 343.1910 1.11 Co1H3005
iso-&-cohumulona 347.1864 251.1286, 329.1754 0.3 CoH2507
iso-o-ad/n-humulona 361.2020 265.1445, 343.1916, 235.1339 0.1 Co1H3005
iso-a-ad/n-humulona 361.2020 265.1442, 343.1910, 235.1336 0.2 Cp1H300g
Flavanoles
Catequina* 289.0717 245.0814, 205.0502,179.0345 0.12 C15H1406
Catequina-0-hexosido I 451.1245 289.0710, 245.0817 0.13 Cp1Hp4044
Catequina-0-dihexosido 613.1773 451.1242, 289.0714 0.12 Co7H3,046
Epicatequina* 289.0717 245.0814, 205.0502,179.0345 0.12 Ci5H1406
Catequina-0-hexosido II 451.1245 289.0710, 245.0816 0.12 Cp1H54044
Apigenina-C-hexosido-0-hexosido 593.1511 311.0556, 431.0980, 473.1086, 0.30 Cp7H30045
341.0662, 297.0401
Apigenina-C-hexosido-C-pentosido 563.1406 443.0982, 473.1087, 353.0664, 0.23 Co6Ho8014
383.0769, 503.1192, 545.1300
Apigenina-C-hexosido 431.0983 311.0551, 341.0658, 413.0871 0.2 Co1Ha0010
Quercetina-3-0-glucosido* 463.0881 301.0348 0.12 Cp1H50045
Canferol-3-0-glucosido* 447.0932 285.0403 0.05 Cp1Hp0044
3,7-dimethilquercetina 329.0666 314.0422, 299.0200 0.09 Cy7H1404
Acidos hidroxibenzoicos
Acido galico* 169.0142 125.0241 0.60 C;Hg0s
/:\cido Protocatequico-0-hexosido 315.0710 153.0190 , 109.0291 1.10 C13H1609
Acido protocatequico* 153.0193 109.0292 0.06 C;Hg04
Acido hidroxibenzoico* 137.0241 93.0343 0.20 C;Hg03
Acido vainilico* 167.0349 152.0108, 123.0447, 108.0211 0.07 CgHg0,

Continda en pdgina siguiente



Tabla 2 (Cont.). Polifenoles identificados en cerveza.

Compuestos Masa exacta [M-H-]- Fragmentos m/z Error (mDa) Formula molecular
Acidos hidroxicinamicos

Acido cafeico-0-hexoside I 341.0877 179.0345, 135.0400 0.40 Cy5H1809
Acido cafeico-0-hexosido 11 341.0877 179.0344, 135.0400 0.43 C15H1g09
Acido Neoclorogenico (3-O-cafeoilquinico) ~ 353.0877 191.0557, 179.0349, 135.0448 0.13 C16H1809
Acido cumérico-0-hexosido 325.0928 163.0402 0.10 Cy5H1g0g
Acido 1-caffeoilquinico 353.0877 191.0555, 179.0343 0.11 C16H1809
Acido Clorogénico (5-0-cafeoilquinico)* 353.0877 191.0557, 179.0346, 135.0448 0.09 C16H1809
Acido cafeico* 179.0349 134.9875 0.06 CoHg0y
Acido feruloilquinico 367.1034 193.0502, 191.0557 0.10 C17H20015
Acido criptoclorogénico (4-0-cafeoilquinico) 353.0877 191.0557, 179.0344, 173 0.11 C16H1809
Acido cumérico 163.0400 119.0498 0.05 CqHgO3
Acido sinapico-0-hexosido I 385.1139 223.0610, 208.0400, 179.0698 0.11 C47H5,010
Acido fertilico-0-hexosido 355.1034 193.0507, 178.0280 0.10 C16H2009
Acido sinapico-0-hexosido II 385.1139 223.0610, 208.0403, 179.0698 0.12 Ci7H25010
Acido ferilico 193.0506 149.0604, 178.0267, 134.0370 0.06 CioH1004
Acido sinapico 223.0611 208.0371, 179.0708, 164.0474 0.08 C11H1,05
Acidos hidroxifenilacéticos

Acido hidroxifenilacético I 151.0395 107.0499 0.05 CgHg03
Acido hydroxiphenilacético I 151.0395 107.0498 0.05 CgHg05
Acido hidroxiphenilacético TIT 151.0395 107.0498 0.05 CgHg0s
Miscelanea

Acido indole-3-carboxilico 174.056 130,0657 0.06 C1oHgNO,
Prenilflavanoides

Isoxanthohumol* 353.1304 233.0814, 119.0499 0.07 C1H2205
8-prenilnaringenina* 339.1237 219.0655, 245.0811 0.22 CoH2005
6-prenilnaringenina 339.1237 219.0656, 245.0812 0.13 CooH2005

*compuestos confirmados por comparacion con el patron puro comercial.

Por lo tanto, la cerveza es una bebida fermentada con un perfil fenélico amplio
y variado y se podria considerar fuente de polifenoles en una dieta habitual.
Ademaés, en futuros estudios, habra que tomar especial interés en los polifenoles
del lapulo ya que son los que mas caracterizan a la cerveza y han demostrado un

poder estrogénico superior al de las isoflavonas y lignanos (Schaefer, 2003).



CAMBIOS EN EL CONTENIDO
FENOLICO DE LA CERVEZA SEGUN
EL METODO DE ELABORACION

El contenido fenélico de la cerveza depende, principalmente, de la materia
prima usada en su elaboracion y del método de fermentacion empleado. La cer-
veza es una bebida con contenido alcohélico producida mediante la sacarifica-
cion del almiddn, es decir, la conversion de un azlcar complejo (el almidén) a
azucares pequefios y simples, como la sacarosa, y fermentacion de los azlca-
res resultantes. La fuente de almidén més usada es la cebada malteada (malta)
y el trigo malteado, aunque también se pueden usar mezclas de diferentes
almidones, como maiz, avena o arroz. Los polifenoles mayoritarios de los cere-
ales son los acidos hidroxicindmicos, como el acido ferdlico, acidos hidroxi-
benzoicos y las flavonas, como la apigenina y sus conjugados. Cada tipo de
cereal presenta un perfil polifendlico diferente y las concentraciones de los
polifenoles mayoritarios varian entre ellos. Por lo tanto, el perfil y concentra-
cién de los polifenoles finales en la cerveza dependera del cereal o mezcla de
cereales usados inicialmente (Zhao, 2010). Ademas, las maltas son horneadas
previamente a la fermentacion y, segln el tipo de cerveza que se elabore, se
producen maltas claras, o maltas mas oscuras, como las maltas semi tostadas
o las maltas negras. El grado de horneado de las maltas también afectara al
perfil fendlico final de la cerveza, ya que las altas temperaturas oxidan los
compuestos fenélicos.

EL ldpulo se adiciona a la cerveza como agente conservante y para aportar
aroma y sabor. Del ldpulo se utiliza la flor hembra, también llamada “cono”,
que presenta unas glandulas las cuales contienen lupulina, responsable del
sabor amargo tipico de la cerveza y de los aromas. Los conos del lipulo son
ricos en polifenoles prenilados, como los preniflavanoides y los acidos amargos
(humulonas y lupulonas). Los polifenoles del lipulo son los compuestos fend-
licos mas caracteristicos de la cerveza ya que no se encuentran en otro ali-
mento o bebida y su contenido depende de la cantidad y variedades de lipulo
que se afiade durante la elaboracion de la cerveza. En un estudio elaborado por

Ceslova et al. (2009), se compararon los niveles de polifenoles del Lapulo en
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13 cervezas del mercado checo y se comprobd que los niveles mas altos de pre-
niflavanoides y de acidos amargos se encontraban en las cervezas Premium
Lager, coincidiendo ser las mas amargas del estudio. Por otro lado, las cervezas
con menor contenido de polifenoles prenilados del lapulo eran las cervezas sin
alcohol.

Otro factor que puede influenciar el perfil y contenido fendlico es el tipo de
fermentacion. Existen dos tipos de cerveza, la lager y la ale, y se diferencian
por el tipo de fermentacidon. Todas las variantes de cervezas son estilos que per-
tenecen a una de estas dos categorias. La cerveza lager se elaboran mediante
fermentacion a bajas temperaturas (entre 5y 14°C) por levaduras de baja fer-
mentacién como Saccharomyces pastorianus (Dunn, 2008). Las cervezas tipo
lager son las mas populares en todo el mundo, concretamente la pale lager es
el tipo de cerveza mas comercializada, aunque otro tipo de estilos también
siguen esta fermentacion, como la pilsen, la bock, la mdrzen, o algunas cerve-
zas negras, entre otras. En cambio, la cerveza del tipo ale se produce por leva-
duras de alta fermentacion como Saccharomyces cerevisiae a mayor temperatu-
ra (entre 12 y 24°C). La cerveza del tipo ale es la cerveza tradicional que se
elabora desde tiempos antiguos, y engloba diferentes estilos de cervezas como
las IPA, (India Pale Ale), negras fuertes (stout), pale ale, dubbel, weissbier, etc.
Las cervezas del tipo ale se caracterizan por ser normalmente mas fuertes, con
mas cuerpo y suelen tener mas contenido en ldpulo, por ello, se esperaria
encontrar niveles de polifenoles mas altos que en las lager.

Para comparar las diferencias en el contenido fenélico entre los distintos
tipos de cerveza, realizamos un estudio con 110 cervezas a las que se midi6 el
contenido total fendlico. Este es un método colorimétrico, rapido, sencillo y
robusto que permite determinar el contenido fenélico total de muestras biold-
gicas y alimentos. Se evaluaron 52 cervezas lager (lagery pilsner), 53 cervezas
ale (ale, abbey beer, weissbier, y stout) y 5 cervezas sin alcohol. Para eliminar

posibles interferencias en la reaccién de Folin-Ciocalteau, se realizé una extrac-
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cién en fase sélida en las muestras de cerveza siguiendo el método de Medina-
Remdn et al. (2009). Los resultados del estudio se pueden ver en la Figura 1.
Segln los resultados, las cervezas se clasificaron por contenido total fenélico
en 3 grupos diferentes, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05). EL grupo con més contenido fenélico fueron las cervezas del tipo
abbey beer y cerveza especial (ale) (72.2+4.36 mg GAE/L), por el contrario, el
grupo con menor contenido fenélico total fue el de las cervezas sin alcohol
(45.945.65 mg GAE/L) y el grupo con contenido fendlico intermedio fue el de
cerveza lager 57.6+3.29 mg GAE/L).

Figura 1. Contenido polifendlico total expresado como el promedio + la desvia-
cion estdndar mg dcido gdlico equivalente/L en los 3 grupos de tipos de cerve-
* p<0.009
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En conclusion, el método de elaboracién de la cerveza influye en el perfil y el

contenido fendlico de la cerveza, ya sea por la clase de fermentacion que se

utiliza en su fabricacién, o por el tipo de materia prima y cantidad empleada.
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POLIFENOLES Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Numerosos estudios han analizado la asociacion entre el consumo de ciertos sub-
grupos de polifenoles (y sus fuentes) y la incidencia de enfermedades degenerati-
vas (Sies, 2010), asi como sus efectos en la presion arterial, el perfil lipidico y las
funciones endotelial y plaquetaria (Erlund, 2008, Andriantsitohaina, 2012;
Medina-Reném, 2013). Si la ingesta de polifenoles protege frente al desarrollo de
enfermedades cronicas, como la enfermedad cardiovascular, la diabetes mellitus y
el cancer, también deberia reducir la mortalidad global, y en consecuencia, alar-
gar la esperanza de vida. Planteadas asi las cosas, decidimos analizar los datos del
estudio PREDIMED (Prevencién con Dieta Mediterdnea), un ensayo clinico en el
que se ha estudiado los efectos de una intervencion con dieta mediterranea en la
prevencion primaria de la enfermedad cardiovascular en 7.447 participantes que
fueron seguidos durante una media de casi 6 afios (Estruch, 2013). Durante este
periodo se detectaron 237 muertes por cualquier causa. Tras el analisis multiva-
riado ajustado por numerosos factores de confusion se observo una reduccion del
37% en la mortalidad global en el grupo que consumia mas polifenoles (quintil
superior) comparado con los que consumian menos polifenoles (quintil inferior)
(hazard ratio (HR) = 0.63; 95% CI 0.41 to 0.97; P = 0.12) (Figura 2). Cuando se
analizaron los distintos tipos de polifenoles, la ingesta de estilbenos (proceden-
tes principalmente de vino) y de lignanos (procedentes principalmente del aceite
de oliva virgen extra) se asocid a un reduccion significativa de la mortalidad (HR
=0.48; Intervalo de confianza -IC- del 95% 0.25 - 0.91; P = 0.04 y HR = 0.60; IC
95% 0.37 - 0.97; P = 0.03, respectivamente) (Tressera-Riambau, 2013a); Figura
2. En otro estudio se analizo la posible asociacion entre la ingesta total de poli-
fenoles (y sus subgrupos) y el riesgo de sufrir una complicacién cardiovascular
(infarto de miocardio, accidente vascular cerebral o muerte cardiovascular). Tras
un seguimiento medio de 4,3 afios se observaron 273 casos confirmados de com-
plicaciones cardiovasculares. En el analisis multivariado ajustado por numerosos
factores de confusion, se observé una reduccion de un 46% en el riesgo de sufrir

una complicacién cardiovascular en el subgrupo de participantes que refirieron
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una mayor ingesta de polifenoles (quintil superior) comparado con los que mani-
festaron una ingesta inferior (quintil menor) (HR = 0.54; IC 95% = 0.33-0.91; P
= 0.04). Los polifenoles que mostraron una asociacién inversa mas potente fue-
ron los flavanoles (HR = 0.40; IC 0.23-0.72; P = 0.003), procedentes del vino, la
manzanas y los melocotones, los lignanos (HR = 0.51; IC 0.30-0.86; P = 0.007),
prodecentes del aceite de oliva, y el acido hidroxibenzoico (HR = 0.47; IC 0.26-
0.86; P = 0.02), procedente de las aceitunas, vino y frutos secos (Treserra-
Riambau, 2013b). La cerveza, por su parte, es un alimento que nos aporta un
nivel considerable de polifenoles y, ademas, en el estudio EPIC, se ha observado
que en la poblacion Europea la cerveza es la principal fuente del acido hidroxi-
benzoico en la dieta (Zamora-Ros, 2013), por lo que su contenido en polifenoles

podria contribuir a sus efectos protectores sobre el sistema cardiovascular.

Figura 2. Supervivencia de los participantes del estudio PREDIMED segin su
ingesta de polifenoles. La supervivencia de los que reportaron una ingesta baja
de polifenoles fue significativamente inferior a aquellos que refirieron una inges-
ta media o alta (Tresserra-Riambau, 2013a).
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ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES
Y ATEROSCLEROSIS

Segln datos del Centro Nacional de Epidemiologia (ISCIII), las enfermedades car-
diovasculares son la principal causa de muerte en Espaiia. De hecho, los datos del
Sistema Nacional de Salud del 2009 revelan que las muertes por enfermedades car-
diovasculares supusieron el 28.4% del total de muertes. Los factores de riesgo tra-
dicionales de las enfermedades cardiovasculares son edad, sexo, tabaquismo,
hipertensién arterial, sobrepeso u obesidad, diabetes tipo 2, dislipemias (aumen-
to del colesterol LDL y/o disminuci6n del colesterol HDL), antecedentes familiares
de enfermedad cardiovascular prematura, sedentarismo y malos habitos alimenta-
rios (Terrados, 2010). Puesto que estos factores de riesgo solamente explican la
mitad de las complicaciones de las enfermedades cardiovasculares, existe un cre-
ciente interés en determinar nuevos factores de riesgo como el cociente coleste-
rol LDL/colesterol HDL, las apolipoproteinas, las subclases de HDL, los triglicéri-
dos, las particulas LDL pequefias y densas, las lipoproteinas remanentes, los mar-
cadores de inflamacion y adhesion celular, la homocisteinemia, la glucemia en
ayunas alterada y los factores trombogénicos/hemostaticos.

Dentro de las enfermedades cardiovasculares, la arteriosclerosis es una enfer-
medad progresiva caracterizada por la rigidez y estenosis arterial que provoca alte-
raciones en la circulacion sanguinea. La aterosclerosis es la forma mas comin de
arteriosclerosis y empieza con una disfuncién endotelial donde las células endote-
liales, activadas por factores como las LDL oxidadas, expresan moléculas de adhe-
sion y quimioatractivas que captan los leucocitos circulantes. Estos leucocitos pri-
mero se adhieren al endotelio y posteriormente migran a su interior (capa intima),
donde acumulan lipidos (procedentes del plasma) y provocan reacciones inflama-
torias y oxidativas que, a su vez, inducen la migracion y proliferacion de las célu-
las musculares arteriales, conduciendo a la formacién de lesiones aterosclerdticas.

En el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares en general y la ateros-
clerosis en particular, la dieta juega un papel muy importante, puesto que puede
modificar distintos factores de riesgo, tanto los tradicionales como los emer-

gentes.
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(5.1. LA ATEROSCLEROSIS)

La aterosclerosis es una enfermedad cronica progresiva de las arterias medianas y
grandes caracterizada por la formacién de placas de ateroma (Libby, 2011), que
suele manifestarse clinicamente cuando causa una trombosis (p.e. infarto de mio-
cardio o accidente vascular cerebral), aunque también puede dar lugar a proble-
mas isquémicos cronicos en diferentes 6rganos y sistemas. Durante muchos afios
la aterosclerosis se considerd como una simple acumulacion de colesterol en la
pared vascular, pero hoy se sabe que es una enfermedad inflamatoria cronica de
los vasos sanguineos (Hansson, 2011).

La aterosclerosis da lugar a la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad
coronaria cronica a través de una lenta progresion de las lesiones ateroscleroti-
cas, la formacion de las placas de ateroma y el estrechamiento de la luz arterial
(Weber, 2011). Estas placas se pueden romper y desarrollar una trombosis aguda
que acaba taponando la luz del vaso sanguineo dando lugar a un sindrome coro-
nario agudo o un accidente vascular cerebral. La patologia subyacente inicial se
caracteriza por un proceso inflamatorio cronico de la pared arterial focalizado en
determinados puntos donde existe un flujo sanguineo laminar perturbado, como
ocurre, por ejemplo, en los puntos de bifurcacién. Se inicia a través de una dis-
funcion endotelial y alteraciones estructurales que permiten la acumulacion
subendotelial de particulas de LDL y progresivamente se van desarrollando las

lesiones arterioesclerdticas.

(5.2. ENDOTELIO VASCULAR Y ATEROSCLEROSIS)

El endotelio vascular (Figura 3) no es solamente una barrera fisica que separa la
sangre de los tejidos, sino que también es una membrana semipermeable que con-

trola el paso de moléculas al interior de la pared arterial, y también de capilares
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y vénulas. En condiciones normales el endotelio controla el tono vascular, man-
tiene el equilibrio trombosis/fibrinélisis y regula el reclutamiento de células infla-
matorias en la pared vascular. Estos efectos son provocados por la liberacién de
distintas moléculas como el 6xido nitrico (NO), la prostaciclina (PGI2), el factor
de hiperpolarizacion derivado del endotelio y la endotelina 1. EL NO juega un papel
central ateroprotector a través de la regulacion del tono vascular, la inhibicion de
la agregacion plaquetaria, la supresion de la proliferacion de células vasculares del

musculo liso y el bloqueo de la adhesion y transmigracion de leucocitos (Badimon,
2012).

Figura 3. Progresion de la lesion aterosclerdtica en el endotelio vascular (Moore, 2011).
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' 5.3. INICIACION Y PROGRESION DE LA PLACA DE ATEROMA)

Distintos estudios experimentales han demostrado que una alta concentracién de
colesterol plasmatico promueve la formacion de la placa de ateroma. El colesterol
es transportado por la sangre a través de las LDL, que son unas particulas clave en
el desarrollo y progresion de la aterosclerosis (Badimon, 2012). Estas particulas se

pueden acumular a la intima (Figura 3), que es un factor muy importante en la ate-
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rogénesis. Estas LDL, especialmente las oxidadas, activan las células endoteliales
conduciendo a un aumento de la expresion y secrecion de de quimiocinas y molé-
culas de adhesion que favorecen el reclutamiento, adhesién y transmigracion de

monocitos y linfocitos T del torrente circulatorio (Figuras 3 y 4).

Figura 4. Papel de las quimiocinas y sus receptores en la aterogénesis. El recluta-
miento de leucocitos implica su rodamiento, adherencia, migracién lateral y diape-

desis transendotelial, controlado por quimiocinas (Weber, 2011).
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' 5.4. MOLECULAS DE ADHESION, QUIMIOCINAS Y CITOCINAS
RELACIONADAS CON LA INICIACION Y PROGRESION DE

LA PLACA DE ATEROMA

El reclutamiento aterogénico de leucocitos involucra una secuencia compuesta por

un rodamiento lento por la superficie endotelial, una adhesion firme, una migra-

cion lateral y la diapedesis transendotelial, promoviendo la formacién y progresion

de la lesion aterosclerdtica y sus complicaciones. Este proceso es controlado por

quimiocinas (Figura 4), que son citocinas quimiotacticas. Por lo tanto, el sistema

de quimiocinas involucrado es muy extenso y especifico (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas y funciones de las quimiocinas y citocinas leucocitarias y

endoteliales mayoritarias involucradas en la formacion y progresion de la placa de

ateroma.
Mélecula Clasificacion Expresion* Funciones
CD40a Superfamilia del TNF Endotelial y leucocitaria ® Pro-inflamatoria y pro-coagulante.
® Pro- inflamatoria y factor independiente de
riesgo cardiovascular.
Endotelial, en células vasculares e Activador de células endoteliales, que promueve
CD40L Superfamilia del TNF de misculo liso, plaquetaria y la secrecion de E-Selectina, VCAM-1 y ICAM-1
leucocitaria favoreciendo el proceso de reclutamiento
constante de leucocitos al endotelio (sobretodo
en las zonas con lesion aterosclerotica).
® Reclutamiento de leucocitos en el endotelio
E-Selectina Select_l[la; Molécula de Endotelial (dlftante la fase de rodamiento), a través de la
adhesion celular union con el SLex.
® Molécula pro- inflamatoria.
ICAM-1 §uperfam1ha dg las Endotelial y leucocitaria e Ligando d.e 1nt.f.fgnnas (LF{\—I, Mac-1) para activar
immunoglobulinas la transmigracion endotelial de los leucocitos.
Superfamilia de las  Pro- inflamatoria, estimula la expresion de
IL-1x >up . Monocitaria y dendritica factores de adhesion endoteliales que conducen a
interleucinas-1 Lo o
una transmigracién leucocitaria con la VCAM-1.
IL-10 Citocina de clase 2 Monocitaria y linfocitaria ® Anti- inflamatoria: bloquea el NF-«B e inhibe la

sintesis de TNF-« y otras citocinas.

Contindia en pdgina siguiente
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Tabla 3 (Cont.). Caracteristicas y funciones de las quimiocinas y citocinas leucoci-
tarias y endoteliales mayoritarias involucradas en la formacion y progresion de la

placa de ateroma.

Mélecula Clasificacion Expresion* Funciones
IL-16 .Superfamllha de las Linfocitaria . Q‘u1m1oatract1)v..a por hnfc?a’to.s T, macrofagos,
interleucinas-1 células dendriticas y eosindfilos.
Superfamilia de las p e (itocina pro- inflamatoria: induce el interferon
IL-18 X . En macrofagos . P
interleucinas-1 gamma, que activa los macréfagos.
IL-6 Interleucina Leucocitaria y en células e Pro- inflamatoria.

vasculares de mdsculo liso

e Recluta monocitos, linfocitos y células
MCP-1 Familia de las citocinas CC Monocitaria y dendritica dendriticas a las zonas aterosclerdticas.
e Receptor del CCR2.

® Recluta leucocitos a las zonas

MCP-2 Familia de las citocinas CC Monocitaria y dendritica o
aterosclerdtiques.

e Recluta monocitos a las zonas
MCP-3 Familia de las citocinas CC En macrofagos aterosclerotiques.
e Receptor del CCR2.

MDC Familia de las citocinas CC En ma’c.rofagos y células o Qu1m1’o'atract1v'o para monocitos, células
dendriticas dendriticas y linfocitos.
MIP-1cx Familia de las citocinas CC  En macréfagos * Inductora de la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF-at.
e Recluta leucocitos al endotelio.
MPIF-1 Familia de las citocinas CC En macrofagos e Altamente quimiotactica para linfocitos.
e Molécula inflamatoria de fase aguda que activa
Hepatica en respuesta a factores el sistema del complemento.
PCR Pentraxina secretados por macrdfagos y e Promotora de adhesion plaquetaria al endotelio.
adipocitos. ® Marcador del riesgo de infarto de miocardio y
embolia.
e Activa el NF-kB y per lo tanto, estimula la
expresion de E-Selectina, ICAM-1, VCAM-1, y la
TNF-o Superfamilia del TNF Monoqt}os, linfocitos y adhesTO.n y transmlgra@on Monocitaria y de
neutrofilos. neutrofilos al endotelio.

e Inhibidor de la produccion de NO.
e Involucrado en la inflamacion sistémica.

® Receptor del VLA-4, que cuando se unen
provocan la adherencia firme y la
transmigracion endotelial de leucocitos, que
liberan citocinas inflamatorias como el CD40L.

Endotelial y en células
vasculares de masculo
lisonfocitos y neutrofilos.

Superfamilia de las

VCAM-1 - )
immunoglobulinas

Contindia en pdgina siguiente
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Tabla 3 (Cont.). Caracteristicas y funciones de las quimiocinas y citocinas leucoci-

tarias y endoteliales mayoritarias involucradas en la formacion y progresion de la

placa de ateroma.

Mélecula Clasificacion Expresion* Funciones
LFA-1 Integrina de la subfamilia B2 L1nfoc1ta)na (TyB)y e Molécula de aC!hES]F)‘n que se une a la ICAM-1
en macréfagos para la transmigracion endotelial.
® Molécula de adhesion que se une a la ICAM-1
Mac-1 Integrina de la subfamilia 2 Leucocitaria para la transmigracion endotelial de los
leucocitos.
e Se une a la VCAM-1 provocando la adherencia
VLA-4 Integrina de la subfamilia 1 Leucocitaria firme y la transmigracion endotelial de
leucocitos.
Glicolipido de adhesion - ® Se une a la E-Selectina para el rodamiento
SLex Leucocitaria . g .
molecular leucocitario y la adhesion firme al endotelio.
D40 Superfamilia de los Leucocitaria ® Se une .al CD40L provocando la adhesion
receptores de TNF endotelial.
© Se une a la LDL oxidada integrandola en la
D36 Familia de los scavenger En macréfagos célula y promoviendo el paso a célula
receptors clase B espumosa.
® Pro-inflamatoria.
CCR2 Receptor de quimiocinas CC Monocitaria © Mediador de la quimiotaxis monocitaria (se une

tipo 2

a les MCP).

* Expresion monocitaria implica en macréfagos también, pero expresion en macrdfagos no incluye la expresion monocitaria. CD40 antigen (CD40a), CD40
Lligand (CD40L), CRP (Proteina C reactiva), Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), Interleukin-1 alpha (IL-1), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-16
(IL-16), Interleukin-18 (IL-18), Interleukin-6 (IL-6), Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP-1), Monocyte Chemotactic Protein 2 (MCP-2), Monocyte
Chemotactic Protein 3 (MCP-3), Macrophage-Derived Chemokine (MDC), Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha (MIP-1cx), Myeloid Progenitor Inhibitory
Factor 1 (MPIF-1), Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-&) and Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), Very Late Activation Antigen-4 (VLA-4), Lymphocyte
Function-Associated Antigen-1 (LFA-1), Macrophage adhesion ligand-1 (Mac-1), Sialil-Lewis X (SLex) and C-C chemokine receptor type 2 (CCR2).

En resumen, la aparicién y progresion de la aterosclerosis es una compleja orques-

tra de distintos tipos celulares y quimiocinas que actian en distintos estadios y

niveles. Por lo tanto, la modulacién de la expresion de estas quimiocinas podria fre-

nar o revertir la lesion esclerdtica.



ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE LOS EFECTOS
DE LA CERVEZA (Y OTRAS BEBIDAS CON CONTENIDO
ALCOH()LICO) SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

Segin el informe de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2014), en Espafia
se consumen 16.4L de alcohol por cépita y afio (considerando solamente los adul-

tos mayores de 15 afios), siendo el 49.7% en forma de cerveza (Figura 5).

Figura 5. Consumo de alcohol en Esparia (OMS, 2014).
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La dieta juega un papel muy importante en el desarrollo de las enfermedades car-
diovasculares en general y de la aterosclerosis en particular, ya que puede modificar
muchos factores tradicionales y emergentes de riesgo vascular. Numerosos estudios
epidemioldgicos han concluido que el consumo moderado de alcohol (hasta 30 g/dia
en hombres y hasta 20 g/dia en mujeres) tiene un efecto protector sobre las enfer-
medades cardiovasculares, e incluso sobre la mortalidad cardiovascular y por cual-
quier causa (Figura 6; Grenbaek, 2000). EL consumo moderado de alcohol, indepen-
dientemente del tipo de bebida alcohdlica, se asocia a concentraciones plasmaticas
de HDL, Apolipoproteina A1 (ApoA1l) y adiponectina y a una menor concentracion de
fibrindgeno circulante, por lo tanto se asocia a un menor riesgo de sufrir un evento
cardiovascular y también a una menor mortalidad cardiovascular (Brien, 2011;
Ronksley, 2011). No obstante, no todas les bebidas con contenido alcohélico tienen
la misma composicion. Las bebidas destiladas se componen practicamente sélo de
alcohol y agua, mientras que las bebidas fermentadas, ademas de agua y alcohol,
contienen componentes bioactivos, como los polifenoles. Por lo tanto, la cerveza y

el vino podrian conferir efectos protectores adicionales al alcohol que contienen.
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Figura 6. Riesgo relativo de muerte por todas las causas en relacion a la ingesta total

de alcohol.
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El riesgo relativo se ha fijado en 1,00 entre los no bebedores (<1 bebida / semana). Las estimaciones estdn ajustadas por
edad, sexo, nivel de educacion, tabaquismo, actividad fisica e Indice de Masa Corporal (Gronbaek, 2000).

En un meta-analisis publicado hace 12 afios se compararon los efectos cardiovascu-
lares del consumo de cerveza y vino (Di Castelnuovo, 2002). Se observd que tanto
el consumo moderado de vino como de cerveza reducian el riesgo cardiovascular,
pero se estimd que la reduccion media del riesgo vascular en los bebedores de vino
era del 32%, mientras que la reduccion en los bebedores de cerveza era del 22%. Sin
embargo, en otro meta-analisis y revision sistematica mas reciente realizado por el
mismo grupo (Costanzo, 2011), se observd que los efectos protectores de vino y cer-
veza eran similares y siempre superiores a los efectos de licores y destilados. Como
puede apreciase en la Figura 7, las curvas del vino y la cerveza tienen una forma de
“J” y son practicamente superponibles. La maxima proteccién se observa con con-
sumos medios de 25 g de alcohol/dia. Esta asociacién negativa entre la incidencia
de eventos cardiovasculares y el consumo moderado de alcohol en forma de cerveza

0 vino no se observo para el consumo de licores.
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Dos otros meta-anélisis de 20 y 15 estudios de cohortes, respectivamente
(Koppes, 2005; Baliunas, 2009), observaron que el consumo moderado de alcohol,
independientemente del tipo de bebida, tiene un efecto protector frente a la dia-
betes tipo 2, comparado con los abstemios o los consumidores excesivos (>60g/dia
en hombres y >50g/dia en mujeres), mostrando otra vez una relacién en forma de
“U” 0 “J” entre el consumo de alcohol y la incidencia de enfermedades cardiovas-
culares o determinados factores de riesgo vascular. Estos efectos protectores sélo se
observan cuando el consumo es moderado. En cambio, cuando el consumo de alco-
hol es superior, los efectos son perjudiciales para la salud. Asi, por ejemplo, en el
Nurses” Health Study (Mekary, 2011), un consumo de alcohol superior a 15g/dia se

asocié a un peor control de la glucemia.

Figura 7. Relacién entre consumo de vino y cerveza y riesgo relativo de sufrir com-
plicaciones cardiovasculares fatales y no fatales. Obsérvese que las curvas del vino y
la cerveza son prdcticamente superponibles, indicando que los efectos protectores de

ambas bebidas sobre el sistema cardiovascular son similares (Costanzo, 2011).
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El efecto del consumo moderado de alcohol en la funcién endotelial y la presion
arterial es un tema controvertido. En un estudio multiétnico, los sujetos que bebi-
an mas de una copa al mes y menos de 2 copas al dia presentaron una mejor fun-
cién endotelial medida segin el estudio del “flow mediator dilation” (capacidad
de vasodilatacion mediada por el flujo) (Suzuki, 2009), independiente del tipo de
bebida consumida. También se ha observado que cantidades superiores a 18mL/dia
de alcohol revierten el efecto hipotensor del consumo moderado de alcohol
(Okubo, 2001). No obstante, otros estudios apuntan a que el consumo moderado
de alcohol no tiene ningln efecto sobre la presion arterial o aumenta la inciden-
cia de hipertension, incluso si se analizan por separado los distintos tipos de bebi-
da alcohélica (Stranges, 2004; Frisoli, 2011).

En este contexto, numerosos estudios epidemioldgicos han observado una aso-
ciacioén negativa entre consumo moderado de alcohol e incidencia de determina-
das enfermedades cronicas. Apuntemos tres ejemplos: i. En pacientes con trom-
bosis venosa previa, el consumo moderado de alcohol se asocié con una reduccion
del riesgo de recidiva de la trombosis venosa y a una menor concentracion plas-
matica de fibrinégeno (Pomp, 2008); ii. En un meta-anélisis de 122 estudios se
observo que el consumo de menos de 12g de alcohol al dia también se asoci6 a
un menor riesgo relativo de infarto cerebral comparado con los abstemios
(Reynolds, 2003); y iii. En un reciente estudio de dos cohortes de Suecia
(Stackelberg, 2014) se ha hallado una asociacion inversa entre la incidencia de
aneurisma abdominal adrtico y el consumo moderado de cerveza y vino, pero no
de licores.

En resumen, numerosos estudios epidemiolégicos asocian el consumo modera-
do de alcohol con un efecto beneficioso a nivel cardiovascular, aunque muchos de
ellos no distinguen el tipo de bebida alcohdlica consumida (fermentada, con un
alto contenido en polifenoles vs. destilada sin polifenoles), por lo que el saber si
el consumo de un determinado tipo de bebida es mejor que el de otra, es todavia

un tema de debate. Ademas, hay que ser cauto con la interpretacién de los datos
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epidemioldgicos puesto que hay que tener en cuenta la existencia de muchos fac-
tores de confusion y que los estudios de cohorte ninguna vez pueden demostrar
una relacién de causa-efecto, que solo se puede concluir a través de ensayos cli-

nicos de intervencion.



ENSAYOS CLINICOS DE INTERVENCION DIETETICA DE
LOS EFECTOS DE LA CERVEZA SOBRE LOS FACTORES
DE RIESGO VASCULAR

Como se ha comentado previamente, muchos estudios in vitro o con modelos ani-
males han estudiado los efectos cardiovasculares (protectores) de los polifenoles
(Pal et al., 2003; Stocker and O'Halloran, 2004). Asi, los polifenoles de la cerveza
y/o el vino tienen un efecto antioxidante (Vilahur 2012, Vinson 2003), antiinfla-
matorio (Palmieri, 2011), hipotensor (Bhatt, 2011), antiagregante plaquetario e
inhibidor de la trombosis (Casani, 2004; Crescente, 2009). Distintos ensayos cli-
nicos han sefialado que parte de los efectos observados en células o animales de
experimentacion pudieran no observarse en el contexto de un consumo moderado
de alcohol, ya que las concentraciones de los metabolitos de los polifenoles que
llegan a los distintos tejidos del organismo humano son muy bajas. No obstante,
a pesar de ello, ensayos clinicos en humanos han demostrado el efecto cardiopro-
tector del consumo moderado de alcohol, especialmente de cerveza (Karatzi, 2013)
y vino (Chiva-Blanch, 2013).

Mientras que han sido numerosos los ensayos clinicos relacionados con el con-
sumo de vino (Covas, 2003; Estruch, 2004; Chiva-Blanch, 2012 y 2013), pocos se
han focalizado en los efectos del consumo de cerveza sobre los factores de riesgo
cardiovascular. Por ello, se disefi6 un estudio para conocer los efectos de la cer-

veza y sus componentes en el sistema cardiovascular.

‘U.l. OBJETIVO DEL ESTUDIO]

El objetivo fue conocer los efectos cardiovasculares del consumo durante un mes
de 30 g de alcohol al dia en forma de bebida alcohélica sin polifenoles (ginebra),
bebida con contenido alcohélico y polifenoles (cerveza) y una cantidad equiva-
lente de cerveza desalcoholizada (cerveza sin alcohol y con polifenoles) en una
serie aleatorizada de 36 pacientes con elevado riesgo de sufrir complicaciones vas-
culares, en los que se controld de forma estricta la dieta y el ejercicio realizado

durante el periodo del estudio.
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(7.2. SUJETOS Y METODOS)

Este estudio se aprobo por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Clinic
de Barcelona, y se redacté de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Asimismo,
se registr6 en el Current Controlled Trials de Londres, con el International Standard
Randomized Controlled Trial Number (ISRCTN) 95345245.

7.2.1. SUJETOS

Los participantes elegidos se seleccionaron entre los pacientes atendidos en un
Centro de Salud del Area de Referencia del Hospital Clinic. En primer lugar, se rea-
liz6 un censo de todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusion y nin-
guno de exclusion (cardiopatia isquémica). Posteriormente, se citaron a los posi-
bles participantes con la autorizacion de su médico de cabecera para acudir a una
entrevista personal con un médico del equipo investigador. Una vez el partici-
pante habia aceptado colaborar en el estudio, se le solicitd que firmara dos hojas
de consentimiento informado, una general del estudio y otra especifica para estu-

dios genéticos y, en caso afirmativo, se le incluyd en el estudio.

(7.3. CRITERIOS DE INCLUSION)

En este estudio se reclutaron 36 varones con alto riesgo vascular, segin los
siguientes criterios de inclusion: Hombres entre 55 y 80 afios, sin enfermedad car-
diovascular documentada (cardiopatia isquémica —angina de pecho o infarto de
miocardio reciente o antiguo -, accidente vascular cerebral, vasculopatia periféri-
ca) y que presentaran ademas Diabetes Mellitus o tres o mas de los siguientes fac-

tores:
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Tabaquismo activo

Hipertension arterial

Hipercolesterolemia (LDL-colesterol > 160 mg/dLl)
HDL-colesterol < 40 mg/dL
Sobrepeso u obesidad (indice de Masa Corporal > 25 kg/m2)

Historia familiar de cardiopatia isquémica precoz (familiares de primer orden

varones < 55 afios o mujeres < 65 afios).

Se descartaron los sujetos con historia previa de enfermedad cardiovascular, cual-

quier enfermedad crénica grave, alcoholismo u otras toxicomanias.

Se trata de un estudio prospectivo, aleatorizado, cruzado y controlado, segln se

esquematiza en la Figura 8.

Figura 8: Disefio experimental del estudio.

DISENO DEL ESTUDIO 12 INTERVENCION 22 INTERVENCION 32 INTERVENCION
® Prospectivo

e Cruzado Q con con Q con

e Aleatorizado LAVADO alcohol alcohol alcohol

e Controlado 14 dfas Q
sin
alcohol
Voluntarios D
destilado

Q sin Q sin
alcohol alcohol
D destilado I D destilado

. 28 dias 28 dias 28 dias
Intervenciones:
® 660mL cerveza (30g OH) Estudio Clinico Estudio Clinico Estudio Clinico Estudio Clinico
© 990mL cerveza sin alcohol y Analitico y Analitico y Analitico y Analitico
12 intervencion 22 intervencion 32 intervencion

® 92mL ginebra (30g OH) Basal
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Durante las dos primeras semanas del estudio (periodo de lavado de alcohol - 14
dias), a los sujetos incluidos no se les permitio la ingesta de ninguna bebida alco-
hélica ni de cerveza sin alcohol. EL dia 15 del estudio se practicé una valoracion cli-
nica y analitica (previa a la primera intervencion -situacion basal-) y seguidamen-
te durante cuatro semanas (28 dias), los sujetos debieron tomarse, segln una tabla
de ndmeros aleatorios generada por ordenador, 92 ml de un destilado sin polifeno-
les (ginebra), 2 cervezas medianas (330 ml x 2), o 3 cervezas medianas sin alcohol
para igualar la cantidad de polifenoles (330 ml x 3) cada dia (primera intervencion
- 30 g de etanol/dia) (Tabla 4) segin el grupo al que se les asignd (Tabla 5). Al
final de este periodo se practico otro estudio clinico y analitico (posterior a la pri-
mera intervencion). Durante las siguientes cuatro semanas, se solicitd al sujeto que
tomara 2 cervezas medianas o 3 cervezas desalcoholizadas o 92 ml de ginebra cada
dia (segunda intervencion - 30 g/etanol/dia). En este punto se practic un nuevo
estudio clinico y analitico, y durante las siguientes cuatro semanas el sujeto reci-
bid la tercera intervencion (30 g/etanol/dia): 3 cervezas desalcoholizadas o 92 ml
de ginebra o 2 cervezas medianas cada dia, respectivamente, de modo que todos los
participantes recibieron las tres intervenciones. Al final de este periodo se practico
un Gltimo estudio clinico y analitico. A todos los participantes se les realizé una
historia clinica completa, donde se recogieron todos los datos referentes a consu-
mo de alcohol, tabaquismo y habitos dietéticos. También se determinaron la pre-
sion arterial y la frecuencia cardiaca con un aparato electrénico Omron HEM-705CP
(Holanda). La presion arterial se tomo tras 10 minutos de reposo, tres veces en cada
brazo con un intervalo de 3 minutos (en la primera visita, para establecer un brazo
control —el que tiene la presion maés alta-) y tres veces en el brazo control en las
siguientes visitas. Se anot6 la media del segundo y el tercer valor. Todos estos datos
se recogieron en un Cuestionario General, que incluye ademas datos sobre toleran-
cia y efectos adversos de las intervenciones. En estudios previos practicados en
nuestro grupo no observamos ningin “efecto de arrastre” (carryover effect) en las
variables estudiadas (Estruch, 2004; Chiva-Blanch, 2012).
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Tabla 4: Composicion en etanol y polifenoles totales de las bebidas del estudio.

Bebida Cantidad Alcohol Alcohol/dia Polifenoles totales Polifenoles totales/dia
diaria(mL) (%v/v) (9) (mEq AG/L)1 (mEq AG)

Cerveza con alcohol 660 5.4 30 713,9% 471

Cerveza sin alcohol 990 0.0 0 465,76 461

Ginebra 92 34 30 n.d. 0

1 mEq AG/L: miliequivalentes de dcido gdlico/L, cuantificado por el método de Folin-Ciocalteu (n=2).
n.d.: no detectado.

Tabla 5: Aleatorizacion de los 33 voluntarios finales del estudio.

Orden? N2 %

CCA/ CSA/ G 5 15.15%
CCA/ G/ CSA 5 15.15%
CSA/ CCA/ G 6 18.18%
CSA/ G/ CCA 5 15.15%
G/ CCA/ CSA 6 18.18%
G/ CSA/ CCA 6 18.18%

1 CCA: cerveza con alcohol; CSA: cerveza sin alcohol; G: ginebra.
2 N: nimero de individuos que realizaron el orden especificado.

(7.6. CONTROL DE LA DIETA Y EL EJERCICIO FISICO )

Todos los participantes en el estudio siguieron una dieta isocalorica confeccionada
seglin sus preferencias personales puesto que se remarcd que no cambiasen sus
patrones dietéticos durante el estudio. Se controlé de forma estricta la dieta que
siguieron durante el periodo del estudio. Para controlar la ingesta dietética a cada
participante se le pas6 una encuesta alimentaria de los alimentos ingeridos tres dias
de la semana previa a la evaluacion (2 laborables y 1 festivo), cuestionario que ya
ha sido validado en nuestro medio y que fue administrado por personal debidamen-
te entrenado en este sentido. Los alimentos ingeridos fueron convertidos en valores
nutricionales con ayuda del programa Food Processor Nutrition and Fitness Software

(esha Research, Salem, OR). También se valor¢ la actividad fisica con ayuda del cues-
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tionario Minnesota Leisure Time Physical Activity, que también ha sido validado en
Espafia. EL control de la dieta y el ejercicio se realizaron antes y después de cada
intervencion, el mismo dia en que se realizaron los exdmenes clinicos y se extrajo

la sangre para los estudios inmunolégicos.

(7.7. ANALISIS DE LABORATORIO)

De la extraccion de la sangre, se aislaron suero, plasma, linfocitos y monocitos para
realizar las distintas determinaciones programadas. También se recogid orina de 24

horas del dia previo a la visita basal y después de las tres intervenciones.

7.8. ESTUDIO DE LOS MARCADORES CIRCULANTES INFLAMATORIOS
Y DE LA ESTABILIDAD DE LA PLACA DE ATEROMA

La determinacién de moléculas de adhesion e inflamacion solubles presentes en
el suero de los participantes en el estudio se realiz6 con kits de Luminex Multi
Analyte Profiling (MAP) (Myriad Rules Based Medicine Inc., Austin, TX). Mediante
los MAPs se cuantificaron: CD 40 antigen (CD40a), CD40 Ligand (CD4O0L), Proteina
C-Reactiva (CRP), Epidermal Growth Factor (EGF), Epithelial-Derived Neutrophil-
Activating Protein 78 (ENA-78), Eotaxin-1, E-Selectina, Granulocyte Colony-
Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF), Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), Interleukin-1 alfa (IL-1c),
Interleukin-1 beta (IL-1 B), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-12 Subunit p40
(IL-12p40), Interleukin-13 (IL-13), Interleukin-15 (IL-15), Interleukin-16 (IL-
16), Interleukin-18 (IL-18), Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1ra),
Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-
6), Interleukin-6 receptor (IL-6r), Interleukin-7 (IL-7), Interleukin-8 (IL-8),
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Interferon gamma Induced Protein 10 (IP-10), Lymphotactin, Monocyte
Chemotactic Protein 1 (MCP-1), Monocyte Chemotactic Protein 2 (MCP-2),
Monocyte Chemotactic Protein 4 (MCP-4), Macrophage-Derived Chemokine (MDC),
Monokine Induced by Gamma Interferon (MIG), Macrophage Inflammatory Protein-
1 afa (MIP-1«), Macrophage Inflammatory Protein-1 beta (MIP-1B), Macrophage
Inflammatory Protein-3 alfa (MIP-3x), Matrix Metalloproteinase-3 (MMP-3),
Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9), Myeloid Progenitor Inhibitory Factor 1
(MPIF-1), T-Cell-Specific Protein RANTES (RANTES), Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases 1 (TIMP-1), Tumor Necrosis Factor alfa (TNF- o), Tumor
Necrosis Factor beta (TNF- B), Tumor Necrosis Factor Receptor-Like 2 (TNFR2),
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) y von Willebrand Factor (VWF).

7.9. ESTUDIO DE LOS MARCADORES CELULARES DE ADHESION
E INFLAMACION

Se obtuvieron células mononucleares a partir de sangre periférica de los partici-
pantes incluidos en el estudio mediante un gradiente de Fycoll-Hypaque de den-
sidad 1077 mg/mL (Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MQ). Para analizar la expresion
de las moléculas de adhesién en linfocitos y monocitos se marcaron estas células
con anticuerpos monoclonales (MAb) conjugados con fluoresceina-isotiocianato
(FITC) o con ficoeritrina (PE) mediante la técnica de inmunofluorescencia directa
doble. Los MAb de las moléculas de adhesion que se utilizaron en este estudio son:
anti-CD11a (LFA-1), anti-CD4OL, anti-CD11b (Mac-1) (Bender MedSystems
Diagnostics, Viena), anti-Sialil Lewis X (SLeX, anti-CD15s) (Pharmingen, San Diego,
CA), anti-CD49d (VLA-4) (Cytognos), anti-CD36 (Beckman Coulter) y anti-CCR2
(R&D Systems). Para marcar los linfocitos T se utilizaron anticuerpos monoclona-

les anti-CD2 y para los monocitos el anti-CD14 (Caltag Laboratories, Burlingame,
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CA, los dos). EL marcaje se realizo con 105 células incubadas 1h a 4°C y con un
lavado previo al paso de las muestras por el citometro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson), utilizando el CellQuest software (versién 3.3; BD Biosciences)
para su analisis. Las fluctuaciones de la fluorescencia debidas a las variaciones del
voltaje del laser del citometro de flujo se monitorizaron con las Rainbow

Calibration Particles (BD Biosciences, San Jose, CA).

Para el marcaje de las EPC se utilizaron tres anticuerpos de seleccion: anti-CD34,
anti-CD133 y anti-CD309 (VEGF2/KDR) (MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania) y la 7-Aminoactinomicina (7AAD) (Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO)
para descartar las células muertas y los fragmentos celulares. Se adquirieron 5x105
eventos en el citometro de flujo a partir de 100 células de sangre periférica y se
seleccion6 la region de mas baja dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC) en el FACS

Calibur antes de la seleccion con los anticuerpos especificos de las EPC.

La determinacion de otros biomarcadores relacionados con la enfermedad cardio-
vascular presentes en el suero de los participantes en el estudio también se rea-
lizd mediante kits de luminex Multi Analyte Profiling (MAP) (Myriad Rules Based
Medicine Inc., Austin, TX). Mediante los MAPs se cuantificaron: Apolipoproteina
A-I (ApoA-I), ApoA-II, ApoC-I, ApoC-III, lipoproteina(a), hormona del creci-
miento (GH), insulina y la adiponectina. Asimismo, se determinaron las cifras de
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colesterol total, triglicéridos, cHDL, cLDL, Apo B, homocisteina, vitamina B, vy el

acido folico sérico e intraeritrocitario.

‘U.lz. ANALISIS ESTADISTICO )

El andlisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS (version 18, SPSS
Inc, Chicago, IL). Para las caracteristicas basales y los resultados de las variables
tras las intervenciones se utilizaron descriptivos estadisticos [media + desviacion
estandar (SD)]. Las diferencias entre después y antes de la intervencion se expre-
saron con diferencias medias (95% intervalo de confianza, CI). Los valores con
distribucién no paramétrica (IL-10, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1f3, GH y
vitamina B;,) se transformaron logaritmicamente para su anélisis. Para comparar
los cambios en los resultados de las variables en respuesta a las intervenciones se
realizd una prueba t de Student entre antes y después de la intervencion. Para
comparar los cambios de las variables entre intervenciones se utilizd la ANOVA de
un factor para medidas repetidas con el analisis post hoc de Bonferroni. Se con-

sider6 que la P es significativa cuando es menor a 0.05.

U'l?" RESULTADOS)

7.13.1. CARACTERISTICAS BASALES, CUMPLIMIENTO DE LA INTERVENCION,
MONITORIZACION DE LA DIETA Y EL EJERCICIO FISICO Y EFECTOS
SECUNDARIOS

Se incluy6 un total de 36 sujetos con alto riesgo vascular. No obstante, tres no

terminaron el estudio por razones laborales, por lo que el tamaiio final de la pobla-

cion del estudio es de 33 sujetos. Las caracteristicas basales de los sujetos inclui-
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dos en el estudio se hallan en la Tabla 6, donde se puede observar que se cum-

plen los criterios de inclusion.

Tabla 6: Caracteristicas basales de los sujetos del estudio (n=33).

Media + SD*

Edad (afios) 61+6
Fumadores [n (%)] 8 (24)
Sedentarismo [n (%)] 6 (18)
Historia familiar prematura de ECV [n (%)] 2 (6)
Indice de masa corporal [IMC (kg/m2)] 28.8 + 4.1
IMC= 25 kg/m2 [n (%)] 28 (85)
Perimetro abdominal (cm) 101 + 10
Relacion cintura/cadera 0.95 + 0.05
Diabetes Mellitus tipo 2 [n (%)] 7 (21)
Hipertension [n (%)] 21 (64)
Dislipemia [n (%)] 23 (70)
Medicacion [n (%)]

Inhibidores del Enzima Convertidor de Angiotensina 16 (48)

Diuréticos 4 (12)

Estatinas 15 (45)

Fibratos 1(3)

Hipoglucemiantes orales 6 (18)

Aspirina o anticoagulantes 4 (12)
Presion Sistélica (mmHg) 138 + 16
Presion Diastélica (mmHg) 8138
Frecuencia Cardiaca (beats/min) 68 + 11
Glucosa (mg/dL) 112 + 27
Triglicéridos (mg/dL) 99 + 43
Colesterol total (mg/dL) 185 + 31
LDL colesterol (mg/dL) 119 + 26
HDL colesterol (mg/dL) 44+ 11
ASAT (UI/L) 25112
ALAT (UI/L) 29 £ 16

29 + 14

GGT (UI/L)

* Media+SD o % [n] cuando se indica. ECV: Enfermedad cardiovascular.

Para valorar el cumplimiento de la intervencién, se recogi6 la orina de las 24
horas anteriores a la visita para cuantificar los biomarcadores de consumo de alco-
hol (etilglucordnido) y de cerveza (metabélitos del xanthohumol). No obstante, a

través de las encuestas dietéticas y el estudio clinico, se observé un alto grado

de cumplimiento de las intervenciones por parte de los voluntarios.
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Tal como se observa en la Tabla 7, los voluntarios no modificaron sus patrones

dietéticos durante el estudio. También se observd, tras analizar los cuestionarios

de actividad fisica tras cada intervencion, que el nivel de ejercicio fisico de los

voluntarios fue constante a lo largo del estudio. Por ello, los cambios en los bio-

marcadores seleccionados que se observan a lo largo del estudio deben ser atri-

buibles a las intervenciones administradas.

Tabla 7: Energia diaria e ingesta dietética en los 33 sujetos estudiados antes y des-

pués de las intervenciones*.

Media + SD*
Cerveza Cerveza
Basal con alcohol sin alcohol Ginebra P
Energia (kcal/d) 1881 + 421 1845 + 502 1715 + 510 1728 + 319 0.173
Proteina total (g/d) 96.6 + 27.1 95.7 + 32.6 98.3 + 20.9 90.9 + 25.3 0.335
Carbohidratos (g/d) 203 + 52 211 £ 51 220 + 48 199 + 40 0.179
Fibra dietética (g/d) 18+5 207 22 + 14 18+7 0.202
Fibra soluble (g/d) 41+1.8 4.8 +2.1 5.3+5.1 43+22 0.198
Fibra insoluble (g/d) 8.1+3.2 9.6 + 4.7 11.0 £ 8.3 9.0 +4.3 0.113
Azlcares (g/d) 75+ 31 73 +£29 80 + 38 70+ 21 0.361
Grasa total (g/d) 79 £ 25 74 £ 34 79 £ 26 74 + 24 0.560
Grasa saturada (g/d) 23+9 22+ 11 24+ 10 22+8 0.677
Grasa monoinsaturada (g/d) 38 +13 36 + 16 37 £10 36 12 0.522
Grasa poliinsaturada (g/d) 115 11+5 12+9 10+ 4 0.666
Grasa trans (g/d) 1.8+1.3 1.8+ 1.4 1.6 + 1.0 1.7+1.2 0.862
Acido linoleico (g/d) 9.2+ 4.5 9.3+4.1 9.9 +8.1 8.4+ 3.8 0.593
Acido linolénico (mg/d) 1.1+ 0.4 1.0+ 0.5 1.1£05 1.1+£05 0.713
Acido eicosapentaeoico (EPA) (mg/d) 150 + 170 175 + 230 192 + 275 188 + 258 0.669
Acido docosapentaenoico (DPA) (mg/d) 49 + 49 55 + 56 55 + 66 51 + 64 0.947
Acido docosahexaenoico (DHA) (mg/d) 255 + 269 331+ 375 330 + 438 315 + 405 0.576
Acidos grasos Omega 3 (g/d) 1.6 + 1.0 1.6 + 0.8 1.9+ 1.6 1.6 £ 0.8 0.697
Acidos grasos Omega 6 (g/d) 9.5+ 4.5 9.4 + 4.2 8.6 +2.9 8.6 +3.8 0.515
Colesterol (mg/d) 334 £ 131 340 + 161 346 + 111 319 + 125 0.737
Calcio (mg/d) 740 + 276 730 + 317 815 + 333 748 + 303 0.438
Fosforo (mg/d) 1340 + 320 1464 + 538 1416 + 348 1291 + 340 0.138
Magnesio (mg/d) 300 + 82 3321 60 314 + 91 306 + 88 0.205
Manganeso (mg/d) 2.5+1.0 2.7+1.0 2.8+1.2 2.6 1.1 0.468
Potasio (mg/d) 2866 + 653 2996 + 729 3004 + 1338 2788 + 880 0.562
Selenio (ug/d) 131+ 36 138 + 35 133+ 31 118 + 45 0.275
Sodio (mg/d) 2368 + 915 2196 + 896 2466 + 858 2236 + 901 0.539
Zinc (mg/d) 12+ 4 12+4 1243 11+ 4 0.336

Continda en pdgina siguiente
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Tabla 7 (Cont.): Energia diaria e ingesta dietética en los 33 sujetos estudiados antes

v después de las intervenciones*.

Media + SD*

Cerveza Cerveza
Basal con alcohol sin alcohol Ginebra P
Vitamina B1 (mg/d) 2.0+ 0.5 2.0+ 1.1 1.9+ 0.5 1.8+ 0.5 0.428
Vitamina B2 (mg/d) 2.0+ 0.5 2.1+0.7 2.0+ 0.5 1.9+ 0.6 0.433
Niacina (mg/d) 27 +7 28+8 257 24+8 0.272
Acido pantoténico (mg/d) 5112 52+1.3 51+ 1.4 4.8+1.2 0.148
Vitamina B6 (mg/d) 2.1+1.1 23+1.2 23+ 1.4 2.1+0.9 0.166
Vitamina B12 (pg/d) 7.5+ 4.4 8.8+ 6.3 8.8+6.0 7.1+ 4.1 0.192
Vitamina C (mg/d) 113 + 46 106 + 67 123+ 77 125 + 77 0.51
Vitamina A (ugRE/d) 619 + 492 741 + 582 596 + 366 695 + 463 0.472
Vitamina D (pg/d) 5.6 + 2.6 5.0 + 2.9 5.7 +3.8 5.1+3.0 0.714
Vitamina E (mg/d) 9.5+ 3.5 9.8+5.2 10.1 £ 4.2 9.3+3.9 0.705
Acido folico (ug/d) 441 x 227 471 £ 216 477 £ 273 409 + 192 0.295
Polifenoles totales (mg/d) 272 + 124 269 + 119 252 + 103 268 + 87 0.681

*Excluyendo las contribuciones en energia, nutrientes y polifenoles derivadas de las intervenciones. Los resultados estdn expresados como media + SD

(n=33). Los cambios en los resultados de las variables en respuesta a las intervenciones fueron determinados a través de la ANOVA de un factor para medi-

das repetidas con un andlisis.

Tras analizar las historias clinicas después de cada intervencion, no se observaron
efectos secundarios derivados de ninguna de las mismas. Asimismo, los otros para-
metros bioquimicos de sequridad analizados en el plasma de los voluntarios, no se

modificaron tras el consumo diario de 30 gramos de alcohol (Tabla 8).

Tabla 8: Pardmetros bioquimicos de seguridad en los 33 sujetos del estudio antes y

después de las intervenciones.

Media + SD*
Cerveza Cerveza
Basal con alcohol sin alcohol Ginebra P
Albdmina (mg/mL) 43+2 42 +2 43 +2 42 2 0.330
Creatinina (mg/dL) 0.96 +0.14 0.96 +0.15 0.95 +0.14 0.91 +0.20 0.584
Acido drico (mg/dL) 6.2 +1.3 6.3 +1.4 6.2 +1.3 6.2 +1.1 0.677
ASAT (UI/L) 25+ 12 24 +10 24 x£10 22 6 0.183
ALAT (UI/L) 29 + 16 28 +16 29 +19 26 +15 0.270
GGT (UI/L) 29 + 14 32 +20 29 21 30 21 0.129

Los resultados estdn expresados como media + SD (n=33). Los cambios en los resultados de las variables en respuesta a las intervenciones fueron determi-

nados a través de la ANOVA de un factor para medidas repetidas con un andlisis.
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7.13.2. CAMBIOS EN LA PRESION ARTERIAL, PARAMETROS ANTROPOMETRICOS,
CONTROL GLUCEMICO, PERFIL LIPIDICO Y OTROS FACTORES DE RIESGO
CARDIOVASCULAR

En situacion basal y tras las tres intervenciones del estudio, se analizaron las con-
centraciones de los siguientes parametros relacionados con la enfermedad cardio-
vascular: presion sistélica y diastélica, frecuencia cardiaca, indice de masa corpo-
ral (IMC), perimetro abdominal, relacion cintura/cadera, triglicéridos, colesterol,
HDL colesterol, LDL colesterol, Apolipoproteina A-I (ApoA-I), ApoA-II, ApoB, ApoC-
I, ApoC-I1I, lipoproteina(a), hormona del crecimiento (GH), insulina y adiponecti-
na. También se calculd el modelo de valoracién de la homeostasis de la resistencia
a la insulina (HOMA-IR) multiplicando la insulina en ayunas por la glucosa en ayu-
nas dividiendo por 22.5.

Como se puede observar en la Figura 9, la presion arterial disminuy6 significa-

tivamente solo después de la intervencién con cerveza sin alcohol.

Figura 9. Cambios en la presion arterial después de las tres intervenciones en los 33

sujetos del estudio.

Systolic blood Pressure Diastolic blood Pressure

after the intervention (mm Hg)
after the intervention (mm Hg)
o
1

Differences between before and
1
Differences between before and

Beer Non-alcoholic Gin Beer Non-alcoholic Gin
beer beer

*P=0.007 (prueba t test entre antes y después de la intervencion).



Tal como se aprecia en la Tabla 9, ni el peso corporal, ni el indice de masa corpo-
ral (IMC) ni la relacion cintura/cadera se modificaron tras el consumo de ninguna
de las tres bebidas. Por lo tanto, el consumo moderado de cerveza no tiene ningin
efecto sobre el peso.

Tras las intervenciones con cerveza y ginebra, el colesterol HDL, la ApoA-I, la
ApoA-II y la adiponectina aumentaron. La concentracion de homocisteina dismi-
nuy6 y el acido félico sérico aument6 significativamente solamente tras la inter-

vencion con cerveza sin alcohol.

Tabla 9. Cambios en los pardmetros antropométricos, control glucémico, el perfil lipi-
dico y otros factores de riesgo cardiovascular después de las tres intervenciones en

los 33 sujetos del estudio.

Cerveza Cerveza sin alcohol Ginebra
Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) P
Parametros antropométricos
Peso corporal (Kg) 0.62 (-0.19, 1.44) -0.17 (-0.88, 0.53) -0.1 (-0.79, 0.58) 0.39
IMC (kg/m?2) 2.06 (-0.01, 4.14) 0.81 (-2.58, 4.2) -1.16 (-4.10, 1.78) 0.28
Ratio cintura/cadera 0 (-0.007, 0.006) 0 (-0.008, 0.001) 0 (-0.005, 0.009) 0.50
Metabolismo de la glucosa
Glucosa (mgy/dL) 2.13 (-4.16, 8.41) -3.47 (-9.33, 2.4) -2.84 (-8.69, 3) 0.44
Insulina (uIU/mL) 0.44 (-0.26, 1.15) -0.07 (-1.27, 1.13) -0.22 (-1.05, 0.62) 0.63
HOMA-Insulin resistance 0.21 (-0.09, 0.5) -0.18 (-0.76, 0.41) -0.07 (-0.45, 0.32) 0.52
Lipidos, lipoproteinas
y apolipoproteinas
Colesterol total (mg/dL) -2.19 (-8.62, 4.24) 2.66 (-3.15, 8.47) 3.66 (-2.49, 9.80) 0.43
Triglicéridos (mg/dL) 10.41 (-1.83, 22.65) -4.97 (-18.48, 8.55) 4.25 (-5.88, 14.38) 0.29
LDL-colesterol (mg/dL) -3.97 (-0.46, 8.39) 3.81 (-1.65, 9.28) 3.63 (-3.08, 10.33) 0.227
HDL-colesterol (mg/dL) 1.44 (0.24, 3.11)*,1 -1.13 (-2.22, 0.03)2 2.22 (0.64, 3.79)*,2 0.009
Lipoprotein(a) (mg/dL) -18.25 (-62.05, 25.56)  19.33 (-19.04, 57.71) -46.17 (-95.39, 3.05) 0.13
Apolipoproteina A-I (mg/dL) 0.22 (0.02, 0.42)*,1 -0.09 (-0.16, -0.01)*,2 0.1 (0.02, 0.17)*,1 0.029
Apolipoproteina A-IT (ng/mL) 14.68 (1.13, 28.23)*,1 -17.43 (-29.06, -5.80)*,2  18.71 (5.22, 32.34)*,1 0.004
Apolipoproteina B (mg/dL) -1.06 (-5.43, 3.31) 0.91 (-4.13, 5.94) 1.53 (-2.65, 5.71) 0.76

Continda en pdgina siguiente



Tabla 9 (Cont.). Cambios en los pardmetros antropométricos, control glucémico, el
perfil lipidico y otros factores de riesgo cardiovascular después de las tres interven-

ciones en los 33 sujetos del estudio.

Cerveza Cerveza sin alcohol Ginebra
Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) P

Otros factores de riesgo
cardiovascular

Homocisteina (umol/L) 0.3 (-0.11, 0.72) -0.66 (-1.28, -0.05)* 0.11 (-0.66, 0.88) 0.11

Vitamina B12 (pg/mL) -6.28 (-41.36, 28.81)  -8.17 (-49.86, 33.52) -24.41 (-62.44, 13.61) 0.82

Acido félico, suero (ng/mL) -0.02 (-0.97, 0.94) 0.77 (0.11, 1.56)* -0.04 (-0.86, 0.78) 0.23
Adipocinas

Leptina (ng/mL) 0.86 (-0.11, 1.82) 0.25 (-0.72, 1.22) 0.11 (-0.73, 0.95) 0.47

Adiponectina (pg/mL) 0.21 (0.04, 0.38)*,1 -0.08 (-0.25, 0.11)2 0.22 (0.06, 0.38)*,1 0.017

Los resultados estdn expresados como diferencias medias (95% CI). *Diferencias significativas (P<0.05) entre antes y después de la intervencion (prueba t
de Student). Los valores con distintos nimeros superindexados son significativamente distintos (P<0.05, ANOVA de un factor para medidas repetidas con un

andlisis post hoc de Bonferroni). IMC: Indice de Masa Corporal; HOMA-Insulin resistance: Homeostatic Model Assesment of Insulin resistance.

7.13.3. CAMBIOS EN MARCADORES CIRCULANTES INFLAMATORIOS
Y DE ESTABILIDAD DE LA PLACA DE ATEROMA

Antes de empezar el estudio (situacion basal tras 14 dias de lavado) y después de
cada intervencion, se cuantificaron las concentraciones plasmaticas de distintos
biomarcadores de inflamacion y estabilidad de la placa de ateroma. En la Tabla 10
se puede observar que la concentracién sérica del IL-1ra aumenté y la de IL-15 dis-
minuy6 tras las intervenciones con cerveza y ginebra, mientras que la E-Selectina,
IL-6r, IL-15, RANTES y TNF-B, solo disminuyeron tras el consumo de cerveza sin

alcohol.



Tabla 10: Concentracion de los biomarcadores de inflamacién y estabilidad de la

placa de ateroma de los 33 sujetos antes y después de las intervenciones.

Cerveza Cerveza sin alcohol Ginebra
Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) P
CD40a (ng/mL) 0.04 (-0.01, 0.1) 0.01 (-0.05, 0.07) 0.03 (-0.02, 0.08) 0.738
CD40L (ng/mL) 0.26 (-0.16, 0.68) 0.11 (-0.20, 0.42) 0.27 (-0.05, 0.6) 0.780
CRP (ug/mL) -0.65 (-1.76, 0.46) -0.01 (-0.77, 0.75) 0.17 (-0.61, 0.94) 0.496
E-Selectin (ng/mL) 0.24 (-0.05, 0.54)1,2 -0.33 (-0.71, 0.04)2 0.36 (0.01, 0.71)*/1 0.005
ICAM-1 (ng/mL) 7.11 (-2.37, 16.59) -0.55 (-10.43, 9.32) -1.68 (-8.23, 4.88) 0.399
IL-1ra (pg/mL) 17.97 (1.53, 34.4)*/1 5.89 (-18.31, 30.09)1:2 -10.61 (-26.31, 5.09)2 0.050
IL-3 (ng/mL) -0.01 (-0.02, 0.01) 0.01 (-0.01, 0.02) -0.01 (-0.02, 0) 0.338
IL-5 (pg/mL) -4.02 (-7.56, -0.46)*:1 2.06 (-1.22, 5.34)2 -2.94 (0.73, 6.61)*/1 0.043
IL-6r (ng/mL) 0.12 (-1.15, 1.38) -0.9 (-1.86, -0.06)* 0.18 (-0.80, 1.15) 0.387
IL-10 (pg/mL) 0.21 (-0.51, 0.93) -0.38 (-1.12, 0.36) 0.38 (-0.30, 1.06) 0.521
IL-13 (pg/mL) -1.89 (-5.85, 2.08) 1.56 (-1.75, 4.88) -0.3 (-3.69, 3.09) 0.477
IL-15 (ng/mL) -0.03 (-0.08, 0.03)12 -0.05 (-0.09, -0.01)*:1 0.07 (0.01, 0.13)*:2 0.043
MCP-1 (pg/mL) 7.97 (-27.42, 43.35) 12.34 (-21.95, 46.64) -2.09 (-48.33, 44.15) 0.894
MDC (pg/mL) -9.41 (-43.73, 24.92) 7.66 (-25.08, 40.39) -7.88 (-38.56, 22.81) 0.774
MIG (pg/mL) 183.5 (-173.0, 540.0) 196.6 (-60.6, 453.7) 30.5 (-146.0, 207.0) 0.518
RANTES (ng/mL) -0.38 (-2.01, 1.24) -3.20 (-5.66, -0.74)* -0.51 (-3.13, 2.12) 0.212
TNF-o (pg/mL) 1.56 (-1.44, 4.57) 0.21 (-3.04, 3.47) -0.2 (-3.49, 3.09) 0.764
TNF-B (pg/mL) -3.2 (-7.31, 0.92)1 -1.61 (-5.11, 1.89)1 3.63 (0.61, 6.65)*:2 0.032
VCAM-1 (ng/mL) 2.38 (-10.63, 15.38) 0.93 (-13.04, 14.91) -10.5 (-28.79, 7.79) 0.349

Los resultados estdn expresados como diferencias medias (95% CI). *Diferencias significativas (P<0.05) entre antes y después de la intervencion (prueba t
de Student). Los valores con distintos nimeros en superindice son significativamente distintos (P<0.05, ANOVA de un factor para medidas repetidas con un
andlisis post hoc de Bonferroni).

7.13.4. CAMBIOS EN MARCADORES DE ADHESION CELULAR

Antes de empezar el estudio (después de 14 dias de lavado de alcohol, en situa-
ci6n basal) y después de cada intervencion, se analiz6 la expresion en la superfi-
cie de linfocitos y monocitos de las siguientes moléculas de adhesion: LFA-1, Mac-
1, VLA-4, SLeX, CD40, (D36 y CCR2. Como se puede observar en la Tabla 11, res-
pecto al basal, la expresion linfocitaria de LFA-1 y SLeX disminuyd después de las
intervenciones con cerveza con y sin alcohol, igual que la expresién monocitaria
de SLex y CCR2. No obstante, no hubo diferencias significativas respecto a los cam-

bios tras el consumo de ginebra.
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Tabla 11: Expresion de moléculas de adhesion leucocitarias de los 33 sujetos antes

v después de las intervenciones.

Cerveza Cerveza sin alcohol Ginebra
Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) Cambios (95% CI) P

Linfocitos T

LFA-1 (MFI) -17.29 (-30.11, -4.47)*1 -16.17 (-25.43, -6.91)*1 -1.42 (-8.40, 5.56)2 0.031

Mac-1 (MFI) -3.81 (-22.4, 14.78) -11.54 (-26.74, 3.66) -0.13 (-13.7, 13.44) 0.637

VLA-4 (MFT) 0.03 (-3.96, 4.01) -1.28 (-3.94, 1.37) 0.13 (-2.27, 2.52) 0.807

SLex (MFI) -28.68 (-54.972, -2.4)* -23.59 (-52.367, -5.19)* -17.59 (-39.623, 4.44) 0.865

CD40 (MFI) -6.92 (-32.77, 18.93) -2.82 (-28.33, 22.7) -6.5 (-29.84, 16.85) 0.975
Monocitos

LFA-1 (MFI) 0.7 (-8.52, 9.91) -5.81 (-17.03, 5.41) -4.98 (-12.47, 2.51) 0.638

Mac-1 (MFI) -1.04 (-4.58, 2.49) 1.7 (-1.99, 5.39) 0.3 (-3.37, 3.97) 0.646

VLA-4 (MFT) -0.19 (-2.79, 2.41) 0.2 (-2.15, 2.54) -2.12 (-4.89, 0.65) 0.493

SLex (MFI) -4.15 (-9.495, -0.58)* -3.53 (-8.063, -0.81)* -3.79 (-9.085, 1.5) 0.989

CD40 (MFI) -3.56 (-8.39, 1.27) -2.90 (-9.38, 3.59) 0.49 (-3.58, 4.56) 0.583

(D36 (MFI) -54.73 (-238.35, 128.88) -130.77 (-272.10, 10.55) -109.74 (-260.99, 41.51) 0.733

CCR2 MFI) -26.59(-54.62, -1.43)*1 -39.79 (-60.30, -19.28)*:1 11.57 (-6.42, 29.56)2 0.011

MFI: Mean Fluorescence Intensity. Los resultados estdn expresados como diferencias medias (95% CI). *Diferencias significativas (P<0.05) entre antes y des-
pués de la intervencion (prueba t de Student). Los valores con distintos nimeros en superindice son significativamente distintos (P<0.05, ANOVA de un fac-

tor para medidas repetidas con un andlisis post hoc de Bonferroni).

7.13.5. CAMBIOS EN EL NUMERO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Justo antes de empezar el estudio (en situacion basal) y después de cada inter-
vencion, se cuantificaron las células progenitoras endoteliales (EPC) en 5x10°
eventos de sangre periférica. Las EPC son células derivadas de la médula 6sea capa-
ces de diferenciarse en células endoteliales maduras, y asi, son capaces de reparar
el endotelio en caso de que haya una lesion (Asahara, 1997). Para analizarlas, se
descartaron los eventos 7 AAD positivos y se seleccionaron las células
CD34+/CD133+/CD309+. En la Figura 10 se pueden observar diferencias significati-
vas entre los niveles circulantes de EPC tras el consumo de ginebra comparado con
los valores observados tras el consumo de las dos cervezas, diferencias que sugie-

ren un posible efecto modulador de los polifenoles contenidos en la cerveza sobre

7]



el ndmero de EPC circulantes. A mayor concentracién de EPC, mayor capacidad de

regeneracion del endotelio vascular.

Figura 10: Cambios en el nimero de células progenitoras endoteliales (EPC) en
5x10° eventos de sangre periférica de los 33 sujetos antes y después de las inter-

venciones.
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P de las diferencias entre intervenciones (ANOVA de un factor para medidas repetidas con un andlisis post hoc de
Bonferroni). *Diferencias significativas entre antes y después
de la intervencion (prueba t).



BIOMARCADORES DEL CONSUMO DE CERVEZA

En el campo de la epidemiologia nutricional, la evaluacién precisa de la exposi-
cion dietética es crucial para estudiar los efectos de la dieta en la salud. En el
momento actual, la forma mas comin de evaluar la dieta de los participantes en
los estudios clinicos es utilizando cuestionarios de frecuencia de consumo que los
mismos participantes contestan. Aunque este método es facil de aplicar y puede
aportar mucha informacion, es susceptible a sesgos sistematicos debido a facto-
res como la edad, género, conveniencia social y aprobacién de los participantes
(Hebert, 1995, 1997). Por el contrario, los biomarcadores de exposicion nutricio-
nal presentan muchas ventajas ya que son mas precisos y proporcionan medicio-
nes mas objetivas (Zamora-Ros, 2009). En este sentido, la concentracion de poli-
fenoles en orina y sus metabolitos han sido usados como biomarcadores de con-
sumo de ciertos alimentos. Por ejemplo, el resveratrol urinario y sus metabolitos
se han propuesto como biomarcador de consumo de vino (Zamora-Ros, 2009), y el
acido 4-0-metilgalico y el acido ferdlico en orina se han descrito como posibles
biomarcadores de consumo de té y café, respectivamente. Por otra parte, los datos
de consumo de alimentos medidos en base a la concentracion plasmatica o urina-
ria de determinados biomarcadores (como los polifenoles) se correlacionan mejor
con resultados clinicos (como presion arterial) que con los datos obtenidos por los
cuestionarios de frecuencia de consumo (Medina-Remén, 2011). En este contexto,
como hasta el momento no se habia descrito ningin biomarcador de consumo de
cerveza, propusimos valorar la determinacién de isoxanthohumol urinario como
tal.

Para la validacion de todos los biomarcadores debe evaluarse su exactitud,
especificidad y robustez, validacion que se lleva a cabo en dos pasos: (i) en estu-
dios clinicos de dosis-respuesta para identificar los limites de ingesta en el cual
el biomarcador es fiable y (ii) en poblaciones sin pautas de consumo establecidas,
para evaluar idoneidad del biomarcador en una dieta habitual (Kuhnle, 2012). Un
biomarcador efectivo de exposicion debe ser especifico del componente dietético

de interés, reflejar cambios de consumo en la concentracion en el fluido biol6gi-
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co en el que se determina tener una adecuada vida media en este fluido, propor-
cionar buena correlacion entre la excrecion y la exposicion y poseer un método
de cuantificacion robusto (Spencer, 2008; Marshal, 2003).

La cerveza es fuente exclusiva de preniflavanoides en la dieta ya que las flo-
res femeninas de ldpulo adicionadas durante la elaboracion de la cerveza son ricas
en estos polifenoles prenilados, particularmente en xanthohumol. EL xanthohu-
mol, durante el proceso de elaboracion de la cerveza, se isomeriza a isoxant-
hohumol, motivo por el cual en la cerveza se encuentra mayor concentracion de
isoxanthohumol que de xanthohumol. 48 horas después de la ingesta de isoxant-
hohumol, éste se convierte a 8-prenilnaringenina en el colon distal por una 0-
desmetilacion catalizada por la microbiota intestinal (Possemiers, 2005; Hanske,
2010), que pasa a la circulacion sistémica y se elimina por el rifion.

En un estudio previo, desarrollamos un método especifico para analizar xant-
hohumol, isoxanthohumol y 8-prenilnaringenina en muestras de orina mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (Quifer-Rada, 2013).
Este método fue utilizado para analizar las muestras de orina de un estudio pilo-
to agudo con 10 voluntarios los cuales consumieron 330 mL de cervezay se obser-
vo que el isoxanthohumol era el Gnico prenilflavanoide capaz de discriminar entre
consumo y no consumo de cerveza. Tras estos resultados, se disefid un estudio
para valorar la potencialidad del isoxanthohumol como biomarcador de consumo
de cerveza, el cual englobaba a 3 estudios clinicos independientes: un estudio
dosis-respuesta (estudio 1), un estudio clinico de intervencion cronico (estudio
2) y un estudio de cohorte de una poblacidn libre (estudio 3). En los tres estu-
dios, se midieron las concentraciones de preniflavanoides en orina de los volun-

tarios por el método desarrollado previamente (Quifer-Rada, 2013).



‘k&l. Estupio 1: ESTuDIO CLINICO DOSIS-RESPUESTA)

Se realiz6 un estudio dosis-respuesta, aleatorizado y cruzado en 41 voluntarios
j6venes (20 hombres y 21 mujeres) de edades comprendidas entre 25 y 31 afios y
normopesos (indice de masa corporal 22.3+2.6 kg/m2). Todos los participantes
bebieron tres dosis de una cerveza previamente seleccionada (cerveza 1) por la
noche (21:00h) y se recolect6 la orina de primera hora de la mafiana (08:00h). Las
dosis administradas fueron: 1 cerveza (330 mL), 2 cervezas (660 mL) y 3 cervezas
(990 mL) para los hombres; y 1 cerveza (330 mL), 1.5 cervezas (495 mL) y 2 cer-
vezas (660 mL) para las mujeres (Tabla 12). Siete dias antes de la primera inter-
vencion (periodo de lavado), se les pidi6 a los voluntarios de abstenerse de con-
sumir cerveza, cerveza sin alcohol o cualquier producto derivado de lipulo. Ademas,
se establecié un periodo de lavado de cuatro dias entre intervenciones y después
de cada periodo de lavado se recolecté una muestra de orina. En este estudio se
incluyeron voluntarios jévenes (21-39 afios), con normo peso y no fumadores. Se
excluyeron los participantes con una histérica clinica de enfermedad grave, alco-
holismo, adicci6n a algln tipo de drogas o que recibian algln tipo de medicacion.
Las diferentes intervenciones se cruzaron y se distribuyeron aleatoriamente una vez
por semana durante 3 semanas. Se hallaron concentraciones elevadas de isoxant-
hohumol en la orina de todos los participantes tras el consumo de cerveza, pero no
después de los periodos de lavado. Ademas, la excrecién urinaria del isoxanthohu-
mol varié segin la dosis recibida (Figura 11), mostrando pues, un efecto dosis-res-
puesta significativo. En las muestras de orina de los hombres se observé una aso-
ciacion lineal con un coeficiente de regresion (r) de 0.85, p<0.001. En cambio, en
las mujeres, aunque también se observo una asociacion lineal, la curva se satura-
ba después de la ingesta de una cerveza (330 mL) debido a una gran dispersion de
los datos que se atribuy6 a la existencia de dos tipos de mujeres segtin la excre-
cién urinaria de isoxanthohumol. De hecho, podia dividirse a la poblacién femeni-

na en dos grupos segin la excrecién de isoxanthohumol. Un grupo, las excretoras
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de isoxanthohumol, mostré6 un comportamiento dosis-respuesta similar al de los
hombres, mientras que en el otro grupo, la curva de dosis-respuesta se saturaba a
la dosis de una cerveza. El anélisis de regresion incluyendo ambos sexos y las dosis
comunes (0, 330 mL y 660 mL), mostré6 una asociacion lineal con una r=0.83,
p<0.001. Los niveles de 8-prenilnaringenina y el xanthohumol en las diferentes

intervenciones se encontraban bajo el limite de cuantificacion.

Figura 11. Excrecion de isoxanthohumol urinario segin la dosis de cerveza ingerida
en hombres (A), en mujeres del percentil 50 inferior (B I) y en mujeres del percen-
til 50 superior (B II).
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*Diferencias significativas entre el periodo de lavado (0 mL) y las intervenciones (p<0.05). # Diferencias significativas entre la primera y la sequnda dosis
de cerveza (p<0.05), + diferencias significativas entre la sequnda y la tercera dosis de cerveza (p<0.05).

(8.2. ESTuDIO 2: ESTUDIO DE INTERVENCION CRONICO]

Se realizé un estudio abierto, cruzado, controlado de intervencién en el que se
incluyeron 33 varones con alto riesgo cardiovascular (edad 61+7 afios, IMC= 29+4
kg/m2) a los que se administraron 30 g de etanol diario en forma de ginebra (92
mL), cerveza (660 mL de cerveza) o la cantidad equivalente de polifenoles en cer-
veza sin alcohol (990 mL) durante cuatro semanas (Tabla 12). Los detalles del estu-

dio se detallan en el apartado 8.
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Tras el consumo diario durante cuatro semanas de cerveza con y sin alcohol, se
hallé isoxanthohumol en las orinas de los participantes, pero no tras el periodo de
lavado o la intervencion con ginebra. Con el periodo de lavado, la excrecién de iso-
xanthohumol aument6 4.0+1.6 pg/g creatinina después de la intervencién con cer-
veza con alcohol (P<0.001) y 4.2+1.3 pg/g creatinina tras la intervencion de cer-
veza sin alcohol (P<0.001).

Tabla 12: Contenido de preniflavanoides en las cervezas usadas en el estudio 1y 2

v dosis de prenilflavanoides consumidas en los dos estudios.

Cerveza IX (pg/L)? 8PN (pg/L)1 XN (pg/L)t Alcohol (%)
1 460.7+26.2 55.4+0.01 n.d2 5.5
2 609.1+103 32.5+5.39 n.d2 5.4
Cerveza sin alcohol 145.6+18.57 18.742.35 n.d2 0.0
Estudio 1 IX (pg) 8PN (pg) XN (pg) Alcohol (g)
Hombres 330 mL 152 18 0.0 14.5
660 mL 304 36 0.0 29.0
990 mL 456 55 0.0 43.5
Mujeres 330 mL 152 18 0.0 14.5
495 mL 228 28 0.0 21.7
660 mL 304 36 0.0 29.0
Estudio 2(pg/dia) IX (pg/dia) 8PN (pg/ dia) XN (pg/ dia) Alcohol (g/ dia)
Ginebra 0.0 0.0 0.0 29.4
Cerveza 402 21 0.0 28.5
Cerveza sin alcohol 144 19 0.0 0.0

1 Promedioxdesviacion estdndar (n=3); 2 n.d: no detectado. IX: isoxanthohumol, 8PN: 8-prenilnaringenina, XN: xanthohumol.

'8.3. ESTUDIO 3: COHORTE PREDIMED)

Como dltimo paso, para demostrar la idoneidad del isoxanthohumol como biomar-
cador de consumo de cerveza en una poblacién no controlada, se analizaron orinas
procedentes de participantes del estudio PREDIMED (PREvencion con Dleta
MEDiterranea). El estudio PREDIMED es un ensayo clinico de gran envergadura,
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paralelo, multicéntrico, controlado y aleatorizado, cuyo objetivo era estudiar los
efectos de una intervencion con dieta mediterranea en la prevencion primaria de
enfermedades cardiovasculares (www.predimed.es). Se selecciond de forma aleato-
ria una submuestra de 46 voluntarios de esta cohorte para analizar la excrecion de
preniflavanoides (32 hombres y 14 mujeres, edad media 6345 afios, IMC de 29+3
kg/m2). Alinicio del estudio, los participantes completaron un cuestionario de fre-
cuencia de consumo de 137 items validado y el cuestionario validado de actividad
fisica Minnesota Leisure Time Physical (Elosua, 1994). Cinco voluntarios refirieron
no consumir de cerveza y 41 refirieron un consumo intermitente o consumo diario
entre 22 mL/dia a 825 mL/dia. Los detalles del reclutamiento de voluntarios y los
criterios de inclusién y exclusién se detallan en los trabajos de Estruch et al.
(2006, 2013). Cabe destacar que sdlo se detecto isoxanthohumol en las orinas pro-
cedentes de participantes que refirieron un consumo diario o intermitente de cer-
veza con una excrecion media de 3.0 pg IX/g creatinina (95% intervalo de con-

fianza, 1.81-4.28ug IX/g creatinina), pero no en el abstemios.

(8.4. CURVAS DE RENDIMIENTO DEL DIAGNOSTICO)

Las curvas de rendimiento del diagnéstico (ROC) se utilizan en medicina para valo-
rar la sensibilidad y precisiéon de un marcador de enfermedad o prueba clinica, aun-
que también se usan para valorar la capacidad discriminatoria de los biomarcadores
de exposicion. Por ello, utilizando los datos de los tres estudios realizados, se cons-
truyeron curvas ROC para evaluar la efectividad del nuevo biomarcador (Figura 12).

El punto de corte, es decir, la concentracién minima capaz de discriminar entre
consumidores y no consumidores de cerveza, se calculé utilizando los datos de los
estudios clinicos 1y 2. El punto de corte obtenido fue de 0.48 pg isoxanthohu-

mol/ g creatinina con una sensibilidad del 98%, especificidad del 96%, un cocien-
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te de probabilidad del 26.9, un valor predictivo positivo (PPV) del 99% y un valor
predictivo negativo (NPV) del 96%. El area bajo la curva (AUC) de la curva ROC
incluyendo los datos del estudio 1y 2 fue del 0.990.

En la poblacion del estudio PREDIMED y utilizando un punto de corte de 0.48
pg isoxanthohumol/ g creatinina, se obtuvo una sensibilidad del 67% y una espe-
cificidad del 100%, con un AUC de 0.904. En este estudio, al tratarse de una pobla-
cion libre, los niveles de sensibilidad disminuyeron debido a que la dosis de cerve-
za no estaba pautada y su consumo varié desde 22 a 825 mL/dia. Las curvas ROC
demostraron que el isoxanthohumol es un buen biomarcador del consumo de cer-
veza ya que los valores de PPV y NPV se mantenian altos, un 70% y 100%, respec-
tivamente. De hecho, seg(in las guias para interpretar las curvas ROC, la exactitud
del isoxanthohumol como biomarcador de consumo de cerveza resulta ser excelen-
te (AUC>0.9).

Figura 12. Curvas ROC de la excrecion del isoxanthohumol urinario segin los datos
de los estudios clinicos 1y 2 (A) y de la cohorte PREDIMED (B).
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En resumen, la determinacion de isoxanthohumol urinario es un buen biomarcador
del consumo de cerveza. Las mediciones de concentracién de isoxanthohumol
demostraron que el nuevo biomarcador es especifico y preciso del consumo de cer-
veza, ya que es un componente exclusivo de esta bebida en una dieta habitual.
Este nuevo biomarcador puede ser utilizado para discriminar entre consumidores y
no consumidores de cerveza en estudios epidemioldgicos y puede ser una buena

herramienta para monitorizar la cumplimentacién en estudios de intervencion.



CONCLUSIONES

El consumo moderado y regular de cerveza en las comidas principales ejerce un
efecto protector en la aparicién y progresion de la aterosclerosis, asi como sobre
distintos factores clasicos de riesgo cardiovascular, especialmente en la poblacién
con riesgo cardiovascular moderado-alto. Ademas, el consumo moderado y regular
de cerveza en las comidas principales ejerce un mayor efecto protector a nivel car-
diovascular que otras bebidas alcohdlicas gracias a su contenido en otros produc-
tos no alcohélicos, principalmente polifenoles, aunque estos dos componentes
(alcohol y polifenoles) no actdan sinérgicamente en el organismo humano. Asi
pues, estos efectos protectores atribuidos al componente no alcohélico de la cer-
veza explicarian por qué en algunos estudios epidemioldgicos y en niimeros ensa-
yos clinicos el efecto protector de la cerveza ha resultado superior al de los licores
y destilados.

La cerveza es una bebida fermentada que contiene vitaminas y minerales, ade-
mas de ser fuente de compuestos bioactivos muy interesantes como los polifeno-
les. En la cerveza se han identificado numerosos polifenoles como fenoles alqui-
metoxi, acidos amargos, flavanoles, acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinami-
cos, acidos hidroxifenilacéticos y prenilflavanoles, como el isoxanthohumol, que ha
resultado ser un excelente biomarcador del consumo de cerveza (con y sin alcohol)
en estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos.

El consumo moderado de cerveza reduce la presion arterial sistolica y aumenta
el HDL colesterol, Apo-Al, Apo-AIl y adiponectina, ademas de reducir los marca-
dores de inflamacion, adhesion molecular y estabilidad de placa. También merece
destacarse que el consumo de cerveza aumenta la concentracion de células proge-
nitoras endoteliales, lo que incrementa la capacidad de regeneracion del endotelio.
Todos los efectos beneficiosos del consumo moderado de cerveza no se acompafan
de efectos perjudiciales sobre el funcionalismo hepatico, ni sobre el peso ni el peri-
metro abdominal.

Segln la postura de la oficina regional europea de la OMS (Anderson et al.,

2012) es importante recordar que el alcohol es una substancia neurotdxica, pro-
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carcinogénica, teratdgena, immunosupresora que provoca dependencia y cuyo con-
sumo excesivo es indudablemente perjudicial y conlleva una serie de problemas
sociales, familiares y laborales. Ahora bien, cabe destacar que, cuando el consumo
se realiza de forma moderada, siempre y cuando no existan contraindicaciones de
ningln tipo y se enmarque dentro de unos habitos de vida saludables y especial-
mente en el caso de las bebidas fermentadas como la cerveza o el vino, dicho con-
sumo podria tener beneficios a nivel cardiovascular. En este sentido, aquellas per-
sonas que consumen cerveza con moderacion y en el marco de una dieta equili-

brada, podrian seguir haciéndolo siempre que no superen las dosis recomendadas.
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