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Retana Ugalde R. Resumen

I Resumen

ANTECEDENTES. El consumo crónico de alcohol causa alteraciones
bioquímicas en el metabolismo de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos así como un
deterioro celular generalizado, el cambio en los mecanismos celulares durante el
consumo del etanol es explicado por medio de la generación de radicales libres al
oxidarse el etanol, cuyas alteraciones bioquímicas y celulares son muy similares al
envejecimiento normal, de ahí que se establezca que el alcoholismo crónico es causa de
envejecimiento prematuro o acelerado

El tiempo de exposición, la cantidad de alcohol ingerida y la respuesta individual
son factores importantes en el desarrollo de los cambios fisiológicos y psicosociales
producidos por el alcohol

OBJETIVO,, Detectar y analizar la similitud de daño al ADN entre alcohólicos
jóvenes y adultos mayores clínicamente sanos de la ciudad de México, así como la
asociación de este daño con los factores de riesgo asociados a los individuos

MÉTODO., Se llevó a cabo un estudio analítico de tipo prolectivo, transversal y
comparativo en una muestra de 53 alcohólicos jóvenes, 26 adultos mayores (£60 años)
sanos desde el punto de vista gerontológico y 20 adultos jóvenes sin adicción al
alcoholismo aparentemente sanos, residentes de la ciudad de México

Las variables independientes fueron la edad la graduación de la bebida la
cantidad de alcohol ingerida, tabaquismo, ingesta de café y ocupación pro-oxidante; la
variable dependiente fue daño al ADN evaluado por la técnica de electroforesís unicelular
alcalina Los datos fueron analizados a través de las pruebas x2 al 95% x2 de tendencias,
t de student al 95% Razón de Momios con intervalo de confianza de 95% y regresión
logística Para tal efecto se utilizaron los paquetes estadísticos Epi-info 6 0 y SPSS 10 0

RESULTADOS,. La frecuencia de daño al ADN observada en el presente estudio en
alcohólicos jóvenes y adultos mayores no mostró diferencias estadísticamente
significativas (adultos mayores 62% vs alcohólicos jóvenes 55%; p> 0.05)

Las bebidas que ingieren los alcohólicos crónicos de alta graduación con respecto
al daño al ADN obtuvo una razón de momios de 2 89 (IC9S% 0 75-11 45) con una •£ de
tendencia estadísticamente significativa, por lo que entre mayor sea la graduación de
alcohol de las bebidas que ingieren se presenta mayor daño

En el análisis multivariado de regresión logística se observó un riesgo de daño al
ADN relacionado con la ingesta de alcohol de RM = 2 28 (IC95% 1 1-4 73), por lo que el
consumo de etanol constituye un factor de riesgo independiente para producir daño al
ADN

CONCLUSIONES. La prevalencia de daño al ADN no mostró diferencia
estadísticamente significativa entre los adultos mayores y los alcohólicos crónicos
jóvenes, por lo que se concluye que el alcoholismo crónico produce daño al ADN de
manera similar al que ocurre durante el envejecimiento

Los resultados obtenidos mostraron que entre mayor sea la graduación de la
bebida ingerida se presenta mayor daño al ADN encontrando diferencias estadísticamente
significativas
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!l Introducción

El abuso del alcohol desde el punto de vista bioquímico puede originar

numerosas modificaciones funcionales de los constituyentes celulares tales como

iipoperoxidación de membranas degradación de proteínas y oxidación de! ADN, lo

cual causa una acumulación de daño oxidativo irreversible en las células (estrés

oxidativo) provocando características muy similares a las que ocurren en el

envejecimiento celular normal

Al respecto, una de las teorías más aceptadas para explicar este proceso

es la de radicales libres que propone la acumulación de daño oxidativo en órganos

y sistemas a causa de procesos bioquímicos donde interviene el oxígeno, lo que

da como resultado biomoléculas oxidadas que se acumulan y que puede dar

origen a la vejez

Por otro lado es en la molécula de ADN donde se encuentran los genes

involucrados en la regulación del proceso de envejecimiento, no obstante las

influencias ambientales, así como las mismas reacciones endógenas generadoras

de radicales libres que pueden modificar en cierta medida a la molécula de ADN

causando un daño oxidativo que puede ser permanente debido a deficiencias en

ios mecanismos de reparación de la misma molécula, lo cual puede comportarse

de manera similar en los alcohólicos En este sentido, esta molécula constituye un

marcador biológico aceptable de posible afectación homeostática

Por tal motivo, con el presente estudio se pretende evaluar el daño al ADN

en alcohólicos jóvenes y adultos mayores así como los posibles factores de riesgo

asociados al consumo de alcohol que propician dicho daño, ya que no todos los

alcohólicos ni todos los adultos mayores presentan este marcador de estrés

oxidativo, por lo que una detección oportuna de este desequilibrio homeostático

podría indicar esquemas terapéuticos antioxidantes que permitan potencialmente

mejorar el estado de salud de ambos grupos,
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///. MARCO TEÓRICO

La Organización Mundial de la Salud1 señala que eí proceso de

envejecimiento es secuencia!, acumulativo e irreversible, que deteriora al

organismo progresivamente hasta hacerlo incapaz de enfrentar las circunstancias

y condiciones de su entorno, no obstante existen factores genéticos y ambientales

que determinan la longevidad y las manifestaciones clínicas que caracterizan a los

adultos mayores2: por lo que se puede aseverar que, aunque dicho proceso ocurre

en todos los humanos existe la posibilidad de identificar factores que limiten el

deterioro biológico, psicológico y social, o por el contrario lo aceleren como en el

caso del alcoholismo el cual es un padecimiento destructivo que afecta de manera

directa o indirecta células órganos y sistemas Los órganos que se ven afectados

por el alcohol son el hígado, páncreas, ríñones, corazón, vasos sanguíneos,

huesos, pulmones etc y a nivel metabólico altera a las proteínas, ácidos

nucleicos lípidos, carbohidratos electrolitos, enzimas hepáticas, entre otros

Asimismo el consumo de alcohol incrementa la producción de radicales

libres en el organismo los cuales son responsables del envejecimiento de las

células, al respecto se han encontrado jóvenes alcohólicos con alteraciones

neurológicas semejantes a las que se presentan en el envejecimiento normal, de

ahí que algunos investigadores aseguren que el alcoholismo provoca

envejecimiento prematuro, sin embargo no todos los alcohólicos presentan el

mismo grado de deterioro

Por lo anterior, resulta de gran interés conocer los factores que se asocian

con el alcoholismo y que pueden ocasionar en algunos sujetos envejecimiento

prematuro así como analizar si existe alguna similitud en el daño al ADN entre

estos dos grupos De tal manera que se puedan indicar esquemas terapéuticos en

los alcohólicos que permitan potenciaImente mejorar su estado de salud
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A continuación se presentará la fundamentación teórica sobre la relación

del consumo de alcohol su metabolismo y el proceso normal de envejecimiento

con el fin de precisar el problema y la hipótesis de nuestra investigación

III,1 Alcoholismo

El alcoholismo es considerado como una enfermedad por la Organización

Mundial de la Salud desde 1952 y define a los alcohólicos como bebedores en

exceso cuya dependencia al alcohol ha llegado a tal extremo que existe un

trastorno en sus relaciones sociales y laborales 3

El alcoholismo ocupa actualmente el tercer lugar de las drogas de elección

y se presume que hay 28 millones de bebedores aproximadamente de los cuales

un 16,2% lo consume de una a cuatro veces por semana como mínimo en México

es un problema de salud publica, ya que su magnitud asciende al 7.3% en la

población de 12 a 65 años es decir una de cada 14 personas de este grupo tiene

problemas relacionados con el abuso del alcohol4"7

En cuanto a fa dosis diaria de alcohol algunos autores admiten como

peligroso un consumo superior a 80g, otros consideran que el riesgo de que

aparezcan lesiones orgánicas aumenta con un consumo mantenido de 40 a

60g/día en los hombres y de 20g/dia en las mujeres 38

Sin embargo, en el sistema de atención médica los pacientes con

problemas relacionados con el consumo excesivo de alcohol no son

diagnosticados oportunamente sino hasta que presentan complicaciones graves y

tienen que ser hospitalizados, sólo uno de cada 10 pacientes alcohólicos son

detectados a tiempo, mientras que cerca del 25% de todas las hospitalizaciones

son debidas, de manera directa o indirecta, al consumo de alcohol por ello con el

fin de mejorar el diagnóstico del alcoholismo se han introducido una serie de

marcadores bioquímicos y numerosos cuestionarios diagnósticos9



Retana Ugalde R. Marco Teórico

En este sentido, en México De fa Fuente en 1991 validó un instrumento de

fácil aplicación para detectar el alcoholismo, que se denomina AUDíT (Alcohol Use

Disorders Identification Test) es una prueba útil con validez transcultural para

identificar el consumo excesivo de alcohol Este instrumento está compuesto de

10 preguntas, las tres primeras se refieren a la frecuencia y a ia cantidad del

consumo de alcohol, la cuatro cinco y seis exploran la posibilidad de que haya

dependencia al alcohol y de la siete a la diez se refieren a un consumo dañino de

alcohol9

En este instrumento una calificación igual o mayor a ocho es suficiente

para considerar a los sujetos como "positivos' Tiene una sensibilidad del 80%,

una especificidad del 89%, y ha sido validado y aceptado como útil para el

diagnóstico del alcoholismo por investigadores de la Universidad de Wisconsin

USA1,1011

El alcoholismo se puede definir como una enfermedad crónica progresiva y

potencia I mente fatal, que se caracteriza por la tolerancia y la dependencia física o

alteraciones orgánicas, patológicas o ambas, como consecuencia directa o

indirecta del alcohol ingerido sin embargo se desconoce con precisión las

repercusiones biológicas y psicosociales de dicha adicción ya que la mayoría de

estudios sólo evalúan los factores de riesgo y las secuelas físicas muy aparentes

como son la cirrosis hepática, la pancreatitis y la demencia alcohólica entre otras;

esto en cierto sentido es erróneo ya que eí alcohol llega a todas las células del

organismo alterando el metabolismo de lípidos, proteínas y ácido nucleicos e

impide el uso adecuado del oxigeno, afectando órganos como el hígado

páncreas, pulmones, huesos, aparato gastrointestinal, ríñones etc612

Asimismo algunos autores aseguran que produce deterioro celular

generalizado propiciando un envejecimiento celular prematuro y acelerado,

puesto que los cambios bioquímicos que provoca el alcohol en la célula son muy

similares a los que ocurren en el envejecimiento celular normal12"14
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íít.2 Metabolismo del etanol

Para entender la relación entre el envejecimiento celular prematuro y el

alcoholismo es necesario conocer el metabolismo del etanol

El etanol se absorbe rápidamente en el estómago, intestino delgado y

colon éste debido a sus características fisicoquímicas (molécula relativamente

pequeña, sin carga, completamente soluble en agua pero sólo parcialmente en

grasas), se distribuye con bastante uniformidad en todas las células y líquidos del

cuerpo Aproximadamente del 90 al 98% del alcohol que entra en el organismo es

oxidado completamente en el hígado, el restante 2 a 10% es eliminado por pulmón

o riñon15'19

El hepatocito posee tres sistemas enzimáticos importantes para metabolizar

al alcohol etílico y todos catalizan la conversión de éste a acetaldehído:20

1) El sistema de la deshidrogenasa alcohólica, localizada en eí citosol

2) El sistema microsomal oxidante del etanol, situado en el retículo
endoplásmico liso

3) El sistema de la catalasa, ubicado en los peroxisomas

El sistema de la deshidrogenasa alcohólica es el que se encarga de

metabolizar prácticamente la totalidad del etanol cuando las concentraciones en

sangre son moderadas y más de 70% cuando son altas; esta enzima pertenece al

grupo de las deshidrogenasas piridínicas, que catalizan reacciones de oxido-

reducción o intercambio de electrones entre diversos sustratos además utiliza

como coenzima al dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) generándose

acetaldehído y dinucleótido de nicotinamida y adenina reducido (NADH)1921"24

Etanol Alcohol deshidrogenasa Acetaldehído
CH3-CH2-OH • CH3-9=O

NAD+ »--NADH H
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El sistema microsomal oxidante del etanol (MEOS) esta relacionado

funcionalmente con el citocromo P450, específicamente con el CYPZE1 y es

relativamente pobre cuando los niveles séricos de etanol son bajos pero su

actividad puede contribuir hasta en un 50% cuando es alta Este sistema tiene la

ventaja metabólica de que no genera equivalentes reductores, sino que los utiliza

en forma de NADPH produciendo la coenzima oxidada y agua1922

Etanol Sistema microsomal oxidante Acetaldehído
CH3-CH2-OH > CH3-9=O

NADPH + Q2 > NADP + H2O H

La catalasa también es capaz de oxidar al etanol, esta enzima cataliza una

reacción química que requiere de H2O2 y en la cual no participan coenzimas

piridínicas1922

Etanol Catalasa Acetaldehído
CH3-CH2-OH > CH3-O0

H2O2 > 2H2O H

El acetaldehído generado por cualquiera de estas tres formas de oxidación

viaja a la mitocondria donde la enzima acetaldehido deshidrogenasa lo convierte

en acetato con generación de NADH, el cual es utilizado en la mitocondria para la

generación de energía o la reducción de metabolitos, Ef acetato activo, en

presencia de la enzima acetil-CoA sintetasa, aporta el grupo acilo necesario para

la esterificación de la coenzima A, de manera que se obtiene acetil coenzima A

La acetil coenzima A es la encargada de introducir el acetato al ciclo de los

ácidos tricarboxílicos en donde se transforma en dióxido de carbono e hidrógeno,

a su vez éste reacciona con oxígeno para dar lugar a la formación de agua
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El agua obtenida en la última reacción se incorpora a la reserva orgánica de

agua y el bióxido de carbono es transportado por la sangre en forma de

bicarbonato hasta que se elimina como bióxido de carbono en el aire espirado23'25

(Figura 1)

Figura 1 Oxidación del etanol en el hepatocito

PROTEÍNAS
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Tomado de Lieber C En Clínicas Médicas de Norteamérica 1984

111.3 Efectos bioquímicos y fisiológicos del alcohol

El consumo de etanol lleva al organismo a un estado de oxido-reducción

alterado responsable de anormalidades metabólicas como hiperlactacidemia, ya

que el piruvato formado tiende a convertirse en lactato lo que contribuye a la

acidosis y reduce la capacidad del hígado para excretar ácido úrico además el

alcohol produce cetosis cuando la Acetil-CoA es canalizada a la formación de

cuerpos cetónicos aumentando el rompimiento de purinas y por lo que la

hiperuricemia es inevitable2225
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Asimismo durante el metabolismo de! mismo en el tejido hepático el NAD+

es un importante acarreador de electrones y es vital para mantener et equilibrio

ácido-base intracelular normal La disminución def NAD* hacia NADH da como

resultado una disminución en la disponibilidad de ATP así como interferencia en la

respiración celular con repercusiones en múltiples conversiones metabólicas y

funciones de síntesis18

El consumo inmoderado de alcohol provoca daño en los tejidos intestinales

por irritación directa interfiere en el peristaltismo normal, llega a provocar

anomalías esofágicas y duodenales, y provoca pancreatitis aguda y crónica Al

mismo tiempo se ha observado una deficiencia en la absorción de calcio,

magnesio, sodio, potasio y vitaminas26"27

El etanol atraviesa la barrera placentaria y hematoencefálica por lo que se

pueden producir anormalidades y disfunciones durante el desarrollo y maduración

del sistema nervioso central en los embriones de madres alcohólicas Además en

el sistema nervioso central el alcohol altera los mecanismos de neurotransmisión y

de neuromodulación provocando daños a nivel cerebral28"29

Por otro lado el hepatocito es capaz de autorregular su volumen acuoso

cuando se presenta un estrés osmótico provocado por el consumo de etanol que

interfiere con el proceso de comunicación intracelular del hígado, provocando

cambios en la conductancia del K* afectando la membrana; asimismo se vuelve

más sensible al responder a diversas citocinas como la interleucina 1 (IL-1), factor

de necrosis tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), lo que provoca inflamación

hepática y hepatomegalia30 31

111,4 Alcohol y Radicales libres

Durante el metabolismo de los iípidos el alcohol se convierte en un

problema ya que incrementa la síntesis de triglicéridos a partir de ácidos grasos
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libres y acetato provocando un incremento en ia movilización de ácidos grasos de

la periferia; así como un transporte intracelular defectuoso al ensamblar

trigficéridos en el retículo endoplásmico rugoso y en especia! una gran

interferencia en la producción de las membranas vesiculares en el Aparato de

Golgi donde se empaquetan los triglicéridos y péptidos para que salgan por

exocitosis (Figura 2) Los hepatocitos por lo tanto acumulan largos glóbulos de

grasa, los cuales coalecen y comprimen severamente los alrededores del

citoplasma18,

FIGURA 2 Síntesis de triglicéridos..

Ackfos grasos
ftresy avk

la«aiigre

Enpaquetaneiito en
vesículas por el
Aparato de Gota!

La figura indica la síntesis en un hepatocito sano donde se importan los ácidos grasos libres (verde) de la sangre, el
proceso de síntesis comienza en el retículo endoplásmico rugoso (azul) y continúa en el aparato de Golgi (lila) donde
se producen las membranas vesiculares y se exportan con los triglicéridos empaquetados

10
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En la figura muestra lo que sucede en un hepatocito con abuso de etanoi donde
hay exceso de ácidos grasos libres y defecto al empaquetar las vesículas con los
triglicéridos,

Tomado de Achord J.(1995>.

La acumulación de esos trigücéridos en los hepatocitos se convierten en

citotóxicos, la grasa en la célula escapa hacia el citoplasma y sirve como sustrato

para su peroxidación, formando por lo tanto radicales libres18

Cuando la vía metabólica del etariol es el sistema microsomal oxidante

incluye la utilización del citocromo P450(isoforma 2E1) el cual tiene la capacidad

de convertir muchos xenobióticos en metabolitos altamente tóxicos, de activar
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numerosos agentes hepatotóxicos y de inhibir el metabolismo de diversos

medicamentos por lo que existe una destoxificación parcial cuando se consume

alcohol y medicamentos; además la relación etanol-citocromo P450 actúa como

catalizador en la formación de radicales libres cuando en el retículo endopíásmico

provoca una producción endógena de radical hidroxietil (CH3-CHOH) así como de

radicales derivados del oxígeno22'24

El acetaldehído producto del metabolismo del etanol, es un compuesto muy

reactivo capaz de formar enlaces con los grupos amino y suifhidrilo libres de la

hemoglobina y de proteínas microsomales provocando efectos tóxicos, asimismo

es capaz de inducir entrecruzamientos en el ADN, formar aducios con las

proteínas, es decir, uniones irreversibles con residuos de usina en especial con

tubulina que es una proteína que al polimerizarse participa en la formación de los

microtúbulos del citoesqueleto16"1732"33

Los aductos formados entre el acetaldehído y las proteínas (llamados bases

de Schiff) tienen la capacidad de generar una respuesta inmune generando

anticuerpos contra este complejo además de que activa al sistema del

complemento causando daño celular33 35

Por otro lado es posible que en la intoxicación alcohólica el exceso de

acetaldehído sea oxidado por vías alternativas tal como la xantina oxidasa y la

aldehido oxidasa con producción del radical superóxido el cual aumenta la

cantidad de radicales libres en el hepatocito provocando daño en el mismo22

Asimismo, el acetaldehído se conjuga con el glutatión hepático (enzima que

permite la eliminación de radicales libres tóxicos) estableciendo uniones de tipo

hemiacetal con el aminoácido L-cisteína el cual forma parte de la molécula de

glutatión y cuya forma de citotoxicidad es muy semejante a la teoría de los

radicales libres propuesta para explicar el envejecimiento celular12202536 (Figura

3) modificando los microtúbulos disminuyendo fa secreción de proteínas y

12
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provocando la degeneración globosa del hepatocito, al mismo tiempo esta

sustancia es tóxica respecto a otras funciones celulares clave particularmente en

la mitocondria, y puede fomentar la peroxidación de las membranas celulares2025

Además el consumo excesivo de alcohol produce una disminución de

antioxidantes como son la vitamina C E y p-caroteno (por mala absorción) lo cual

acelera el daño que causan los radicales libres produciendo el envejecimiento de

la célula36"39

FIGURA 3..

Peroxidación

Radical Libre

Acetaldehído

Metabolitos "No tóxicos"

GSH (Glutatión reducido)

Cys (Cisteína)

El acetaIdeh¡do establece uniones hemiacetal con la cisteina y el glutatión por lo cual disminuye la
cantidad de glutatión disponible para la destoxificación de radicales libres

Tomado de Velasco R (,1988)

Tomando en cuenta lo anterior es evidente que la toxicidad por ingesta de

etanol, y su consecuente metabolismo da como resultado el incremento de

radicales libres así como la disminución de las defensas antioxidantes,

provocando un desbalance entre estos dos sistemas que da tugar a lo que se

conoce como estrés oxidativo provocando como resultado biomoléculas oxidadas

que se acumulan y que pueden dar origen al envejecimiento (Figura 4)

13
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FIGURA 4 Posible mecanismo de producción de radicales libres en el
metabolismo del etanoi

Etanot

Aceta Ideh ido

Xantin oxidasa

Aldehido oxidasa

CitocromoP450(2E1)

Radicales Libres Radical hidroxietil
(O2" H2O2 OH ) (CH3-CHOH)

Disminución de
Glutatión

Lipoperoxidación

Unión covalente
con proteínas

Tomado de Poli G (1993)

IIL.5 Envejecimiento y Radicales libres

El envejecimiento es un proceso de la vida del ser humano durante él cual

ocurren modificaciones biológicas psicológicas y sociales Este proceso implica

cambios celulares, tisulares, orgánicos y funcionales y se manifiesta de diferente

manera en cada persona

Para poder explicar este complejo proceso se han planteado diversas

teorías que están centradas alrededor de la relación edad-deterioro tanto en la

modificación funcional de sus constituyentes celulares, como en su estructura; de

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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entre ellas la de radicales libres explica que la producción de estos radicales es la

causa de un daño oxidativo crónico y acumulativo a las biomoléculas que puede

dar a la célula características de haber envejecido prematuramente o que incluso

la puede llevar directamente a la muerte

Afortunadamente los organismos poseen un sistema antioxidante que por

diversos mecanismos de defensa limitan los niveles de moléculas reactivas

oxidantes permitiendo la homeostasis de los mismos sin embargo cuando existe

un desequilibrio en favor de los factores pro-oxidantes sobre el sistema

antioxidante se produce lo que llamamos estrés oxidativo

Por lo anterior es la teoría de los radicales libres la que explica la

producción de moléculas oxidantes como causa de ese desequilibrio homeostático

en los organismos, dicha teoría fue propuesta a mediados de los 50's con los

trabajos de Denhan Harman quien observó que muchas reacciones biológicas
40-42

generan dichas partículas químicas hiperreactivas (Figura 5),,

El término "radical libre" se refiere a un átomo o molécula que tiene un

electrón desapareado en su órbita externa, lo cual le confiere cierta inestabilidad y

con esto la posibilidad de oxidar y dañar al ADN, proteínas típidos y otras

moléculas del cuerpo; de tal manera que la acumulación de este daño oxidativo
40-41 43-44

irreversible en las células y tejidos se traduce como vejez

La presencia de uno o más electrones desapareados causa en las especies

una reactividad muy alta, asimismo existen factores tanto exógenos como

endógenos que pueden participar en la formación de radicales libres, sin embargo

se ha observado que in vivo la fuente más importante de radicales libres son las

reacciones bioquímicas de oxido reducción que envuelven al oxígeno, y que

pueden ser formados de la siguiente manera45

15
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FIGURA 5 Radicales Libres.

La teoría más aceptada para explicar el proceso de envejecimiento, mantiene que el cuerpo humano es
deteriorado porque continuamente se generan potenciales destructivos por agentes oxidantes llamados
radicales libres; el ataque oxidativo se da en todos los niveles sobre lípidos proteínas carbohidratos y
ADN alterando las funciones bioquímicas de la célula

Tomado de Weiss R (1997)
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Reducción del oxígeno por la transferencia de un electrón produciendo el

anión superóxido

O2 + e > O2"

Una reducción de dos electrones de oxígeno produciendo peróxido de

hidrógeno,

O2 + 2e" +2H+ > H2O2

La generación de peróxido de hidrógeno en los sistemas biológicos vía

producción de superóxido, en donde dos moléculas de superóxido pueden

reaccionar juntas para formar peróxido de hidrógeno y oxígeno

2O2"* +2H* • H2O2 + O2

El peróxido de hidrógeno no es un radical libre, pero cae en la categoría de

especies reactivas de oxígeno (ROS), además es un compuesto importante en la

bioquímica de los radicales libres porque puede descomponerse fácilmente,

particularmente en presencia de metales de transición, para producir el más

reactivo y dañino radical libre de oxígeno, el radical hidroxilo (OH')4345

H2O2 + Fe2
+ > OH" + OH" + Fe3

+

Como puede observarse, el oxígeno es potencialmente tóxico y es

ner:

1)

46-48

generado in vivo como producto normal de los procesos metabólicos (Cuadro

17
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Cuadz'o 1. Algunas

FUENTE

fuentes

Marco Teórico

fisiológicas del ion supeióxido

COMENTARIO

Cadena de transporte electrónico Pérdida de electrones en sitios especiales: NADH-

mitocondrial Coenzima Q reductasa y forma reducida de la

coenzima Q: O2 + e > Cy"

Auto-oxidación de oxihemoglobina Hem-Fe2+
> Hem-Fe3+ + O2"

Retículo endoplásmico O2™ se forma durante la oxidación de una gran

variedad de sustratos endógenos y exógenos

Auto-oxidación de moléculas Muchas moléculas pequeñas como adrenalina tioles

pequeñas flavin mononucleótido y flavin adenin dinucleótído

Acción enzimática (xantina Es particularmente importante durante la reperfusión

oxidasa) del tejido después de la isquemia

Xantina + O2 > Ácido úrico + O2"

Estallamiento respiratorio por

fagocitosis
N A D R H N A D p +

Tomado de Bunker VW (1992)

De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas por radicales libres los

lípidos son probablemente los más susceptibles Las membranas celulares son

ricas en ácidos grasos poltinsaturados que son fácilmente oxidables La

destrucción oxidativa de éstos ácidos grasos se conoce como peroxidación

lipídica Este proceso daña directamente la estructura de la membrana celular e

indirectamente a otros componentes celulares por la producción de aldehidos

reactivos45,
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La oxidación de los lípidos de la membrana se inicia por la generación de

las especies reactivas del oxigeno, como el radical hidroxilo (OH") este radical es

capaz de abstraer un átomo de hidrógeno (H") de la cadena del ácido graso

poliinsaturados como el ácido araquidónico que conforma a las membranas

celulares; formando un radical de ácido graso (L*) Este ultimo puede sufrir un

rearreglo molecular y presentarse en la forma de dieno conjugado que puede

reaccionar con el oxígeno para formar el radical ácido graso peroxil (LOO"), el cual

es capaz de sustraer otro hidrógeno de los ácidos grasos provocando una

reacción en cadena que produce una mayor cantidad de radicales libres dañando
• i u i i 26 43 46 49-51, _ .

asi a las membranas celulares (Figura 6)

Figura 6. Cadena de oxidación de ácidos grasos poliinsaturados
(lipopeí oxidación)

Ácido graso
polünsaturado

Rearreglo molecular

Oieno conjugado

Radical peroxilo

"Peróxido cíclico

'Endoperóxido cíclico

ComplejoímeLáNj

Producios do doacomposiciíui incluyendo radicales tipi alces

Tomado de Bunker VW (1992)
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Por otro fado, aunque al parecer las proteínas son menos susceptibles al

ataque de los radicales libres, cuando son oxidadas dan como resultado la

fragmentación y entrecruza miento, con la subsecuente pérdida de funcionalidad;

en condiciones fisiológicas las proteínas de un organismo están continuamente

expuestas a factores oxidantes endógenos y exógenos la oxidación e inactivación

de estas proteínas también pueden ser provocadas por radicales libres, generados

en proceso intracelulares y pueden ser catalizados por sistemas de oxidación que
52

envuelven diferentes reductasas y oxidasas {Cuadro 2).

Las alteraciones estructurales introducidas en las proteínas por oxidación

pueden dar como resultado agregación, fragmentación desnaturalización y

distorsión de ¡a estructura secundaria y terciaria incrementando así la
52

susceptibilidad proteolítica de las proteínas oxidadas

Cuadro 2 Lista de enzimas que son inactivadas o desnaturalizadas
después de su oxidación

Gliceraldehído-3-fosfatodeshidrogenasa

6-fosfogluconato deshidrogenasa

Glutamina sintetasa

Gtucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Fructuosa-1,6-difosfatasa

Lactato deshidrogenasa

Ornitin descarboxilasa

Enzima hepática málica

Superóxido dismutasa

Tomado de Rattan S (1992)

Tal vez una de las reacciones que se da con más frecuencia es entre las

proteínas y la glucosa causando entrecruzamientos que provocan perdida de

funcionalidad de tas proteínas, esta reacción se lleva a cabo entre un grupo
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aldehido (CHO) de la glucosa y un grupo amino (NH2) de una proteína Las

moléculas se combinan y forman lo que se conoce como base de Schiff producto

inestable que rápidamente y de modo espontáneo pasa a formar un compuesto

reversible conocido como producto de Amadori
40 53

Si la proteína permanece en el organismo durante meses o años, algunos

de esos productos de Amadori se van deshidratando poco a poco lo que da lugar

a formas irreversibles que se han denominado productos finales de glucosilación

avanzada (AGEs) (Figura 7).

Figura 7, Unión de la glucosa con las proteínas para formar los

productos de glucosilación avanzada (AGEs)
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Tomado de Cerami A (1998)

Por otro lado bajo circunstancias normales la mayor fuente de radicales

libres en las células es el "derrame de electrones" de las cadenas de transporte de

los mismos, que se lleva a cabo en el retículo endoplásmico, pero principalmente

en la mitocondria45 51 Particularmente la respiración mitocondrial producé

moléculas del ion superoxido y de peróxido de hidrógeno que generados en
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grandes cantidades producen estrés oxidativo51 que causa un extenso daño a las

macromoléculas biológicas como:4551 w

• Peroxidación de las cadenas de ácidos grasos poliinsaturados de las
membranas

• Carboxilación y pérdida de sulfhidrilos en proteínas que ocurre en ciertos

residuos de aminoácidos cercanos a los sitios de unión con metales de

transición, causando una inactivación enzimática y aumentando la

probabilidad de proteólisis,,

• La oxidación de hidratos de carbono puede producir fragmentación y pérdida

de la función

• Modificación del ADN incluyendo alteraciones en las bases rompimiento de

las hebras de ios constituyentes, intercambio de cromátidas hermanas y

entrecruzamiento de proteínas-ADN

Asimismo, se ha estimado que del 2 al 3% del oxígeno consumido por las

células aeróbicas genera ion superóxido y peróxido de hidrógeno y que una célula

típica puede recibir 10,000 "golpes o ataques oxidativos al ADN por día y

aproximadamente el 10% de las proteínas pueden exhibir modificaciones a los

carboxilos34 Se ha descrito que la velocidad de generación de ion superóxido y de

peróxido de hidrógeno por la mitocondria se incrementa con la edad en diferentes

órganos de animales e insectos, observándose que un mecanismo que contribuye

al incremento de especies reactivas de oxígeno (ROS) es el daño a la membrana

interna mitocondrial, lo cual induce una retroal i mentación positiva incrementando

la generación de ROS ya que los radicales libres interfieren eventualmente con ia

eficiencia en la producción de ATP e incrementa la producción de más radicales

libres54"56 (Figura 8),
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Figura 8, Obtención de ATP en la cadena respiratoria de la
membrana interna de la mitocondria con la consecuente producción

de radicales libres,,

fíA
USKES

COf/l LEJO i

MATRIZ -

COMPLEJO IV

COMPLEJO III \

Tomado de Weindiuch R, (1998)

Así, como el genoma mttocondrial es especialmente vulnerable al daño

oxidativo y sufre deleciones durante el envejecimiento, también ha sido posible

observar que el estrés oxidativo tiene un profundo efecto en el metabolismo de los

tetómeros y el envejecimiento celular, por lo que el incremento en la respuesta al

estrés en función de !a edad puede reflejar una desregulación en los genes37 Así

mismo se señala que el envejecimiento se acompaña de mayor producción de

radicales libres y consecuentemente mayor daño a! ADN46 5S

Considerando que el envejecimiento puede ser descrito como un fenómeno

que resulta de efectos dañinos acumulados al azar, es evidente que también

disminuye ia habilidad del organismo para mantener la homeostasis; Esto nos

puede ilustrar la dificultad para diferenciar si un exceso de radicales libres

amenaza la homeostasis celular o si la existencia de radicales libres

incrementados ocurre como consecuencia de una alteración51

Lo que sí está claro es que individuos con la misma edad cronológica

pueden tener diferente edad "biológica" (fisiológica), Esto ha sido demostrado en

experimentos con Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) cuyo tiempo de

vida es corto y ha las cuates se les ha modificado su tiempo de vida máximo al

FALLA DE ORIGEN
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disminuir la generación de ion superóxido y peróxido de hidrógeno mitocondrial y,

por lo tanto, el daño oxidativo54

Las reacciones de radicales libres pueden producir cambios adversos

progresivos que con la edad se acumulan continuamente en el organismo lo que

permite explicar el llamado envejecimiento prematuro" en el cual pueden

observarse cambios fisiológicos compatibles con senectos, cuando el sujeto es

cronológicamente más joven Esto es explicable por los factores ambientales y los

patrones genéticos que modulan el daño por radicales libres59

La teoría de radicales libres predice que el tiempo de vida máximo con

apreciable salud puede ser incrementado por la disminución deletérea de las

reacciones por radicales libres mientras no interfieran significativamente con la

economía de las células y tejidos42

Por lo cual como ya se había descrito, el estrés oxidativo es consecuencia

de un desbalance entre los pro-oxidantes y los antioxidantes, es decir, que existen

reacciones que dañan a las moléculas del cuerpo y diferentes mecanismos de

defensa antioxidante y de reparación molecular que permiten la homeostasis de

los organismos54

Un antioxidante es una molécula química que a bajas concentraciones

retarda o previene la oxidación de un substrato incluyendo lípidos, proteínas

carbohidratos y ADN43

El sistema antioxidante constituye uno de los moduladores homeostáticos

fundamentales del organismo, y se ha clasificado de la siguiente manera:

> Antioxidantes primarios - Neutralizan radicales libres o limitan la actividad de

los mismos originando moléculas menos perjudiciales41

• Superóxido dismutasa (SOD)
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• Glutatión Peroxidasa y Glutatión reductasa (GSH-Px)

• Catalasa

• Proteínas de unión a metales: Transferrina y Ceruloplasmina

> Antioxidantes secundarios- Capturan radicales libres evitando las reacciones

en cadena

• p Carotenos (Vitamina A )

• a- tocoferol (Vitamina E)

• Ácido ascórbico (Vitamina C)

• Albúmina

• Ácido úrico

• Melatonina

> Antioxidantes terciarios- Degradan, reparan o remplazan las biomoléculas

dañadas

• Enzimas reparadoras de lípidos

• Enzimas reparadoras de proteínas

• Enzimas reparadoras de ADN

Por lo expuesto anteriormente es claro que la producción de radicales

libres es la causa del daño celular que puede dar a la célula características de

haber envejecido, asimismo es de vital importancia que los mecanismos de

defensa antioxidante y de reparación sean eficaces para mantener la homeostasis

de la misma, al respecto si el consumo de etanol provoca estrés oxidativo y por lo

tanto generación de gran cantidad de radicales libres y disminución de

antioxidantes, la teoría de radicales libres podría explicar el envejecimiento

prematuro de algunos alcohólicos
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III..6 Alcohol, envejecimiento y daño al ADN

Cambios en el nivel de oxido-reducción de la célula, es decir con estrés

oxidativo provoca alteraciones en el balance iónico intracelular y en las

propiedades estéricas de la cromatina por formación de puentes disulfuro y

enlaces iónicos entre las proteínas Asimismo la expresión génica está ligada con

el grado de condensación de la cromatina, por lo que el aumento de estrés

oxidativo en la célula ejerce cierta influencia en la expresión de los genes al

cambiar su configuración espacial

Por otro lado el envejecimiento se caracteriza por un desgaste gradual del

genoma al disminuir el número de receptores celulares, aparición de proteínas

anormales, alteración en la regulación de los oncogenes disminución de la
60-61

trascripción traducción y procesamiento del ARN

Al respecto las evidencias del acumulo de daño oxidativo con la edad en el

ADN van desde el número de enlaces iónicos entre proteínas no histonas y grupos

fosfatos del ADN. aumento en la concentración de aductos desoxiguanosina-

malond¡aldehidos, aumento de 8 hidroxiguanosina (8-OhdG) tanto en el ADN
60 62 63

nuclear como en el mitocondrial A nivel citogenético se han reportado un
incremento de alteraciones cromosómicas de linfocitos humanos como

64-66

isocromosomas, deleciones cromosomas en anillo, el intercambio asimétrico

Estos efectos son posibles de medir utilizando diversos parámetros como la

frecuencia de aberraciones cromosómicas la inducción de cromátidas hermanas,

el índice mitótico la cinética de ciclo celular y la electroforesis unicelular

alcalina64-67

En los últimos años se ha propuesto una técnica que cuantifica el nivel de

daño en el ADN de células individuales, a la cual se conoce como "Ensayo

Cometa" o "Electroforesis Unicelular Alcalina" (SCGE) esta técnica cuantifica
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directamente en células individuales la frecuencia de rompimientos de ADN en
68

cadena sencilla y/o los sitios álcali lábiles dando con esto una alta sensibilidad ;

además esta técnica tiene varias ventajas entre otras que requiere de un volumen

de muestra muy pequeño se utilizan de 5 a 1Oj.Lt de sangre se realiza en poco

tiempo y en general su costo es bajo; permite analizar e identificar subpoblaciones

celulares con ADN afectado en el envejecimiento y, cuando las células están

expuestas a diferentes químicos como el alcohol el acetaldehído diversas drogas

y radiaciones (Figura 9)

Figura 9, Clasificación de D Andeison (1994), paia el daño al ADN
a fravés de la técnica de ensayo cometa

Tomado de Anderson D (1994)
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1117 Alcohol y factores de riesgo asociados

Dentro de los factores que se han estudiado en combinación con el

alcoholismo se encuentran: el estado de nutrición, tabaquismo e ingesta de

medicamentos que son considerados como factores de riesgo pro-oxidantes lo

cual da como resultado un aumento en la cantidad de radicales libres generados y

por lo tanto mayor daño oxidativo a la biomoléculas

Al respecto el humo del cigarro contiene más de 3800 compuestos,

incluyendo potentes carcinógenos y substancias formadoras de radicales libres

como a hidroquinona74, el daño oxidativo es debido a la acción de los radicales

OH Formados durante la disociación de H2O2
75, por lo que diversos autores

coinciden en que el humo del cigarro induce daño oxidativo al ADN en

relativamente poco tiempo7476'77 de ahí que exista una relación entre la ingesta de

alcohol y tabaquismo

Se sabe que el metabolismo de muchas drogas así como de otros

xenobióticos produce O" y H2O2, además ta toxicidad de la gran mayoría de estos

compuestos és mediada por especies reactivas de oxígeno en interacciones

celulares en particular con el citocromo P-450 generando electrones

desapareados por reacciones de oxidación o de reducción78

En relación al estado de nutrición se ha encontrado que los obesos tienen

más riesgo de tener daño oxidativo que los no obesos, esto debido muy

probablemente al tipo de dieta rica en grasas y xenobióticos y pobre en alimentos

antioxidantes7980

Por otro lado, estudios epidemiológicos y clínicos muestran que la

ocupación puede ser un factor de riesgo para presentar genotoxicidad de ahí que

existan diversas clasificaciones para catalogar a los grupos ocupacionales con

mayor exposición a sustancias peligrosas, sin embargo para que la asociación de
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estos factores muestren una fuerte evidencia de toxicidad como causa de la

exposición tiene diversas fallas y algunas limitantes ya que es necesario identificar

la exposición y el efecto, así como el control del grupo expuesto por largos

períodos de tiempo81

De lo anterior podemos señalar que el envejecimiento prematuro y el daño

al ADN no es una característica constante de todos los alcohólicos de ahí la

importancia de su evaluación y/o detección oportuna independientemente de que

se encuentren en algún grupo para control de esta enfermedad, ya que se puede

detectar cierta fragilidad fisiológica similar a la que se presenta en los adultos

mayores, por lo que se pueden indicar esquemas terapéuticos antioxidantes que

permitan potencialmente mejorar su estado de salud
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IV Problema

El consumo crónico de alcohol causa alteraciones bioquímicas y de

integridad estructural en todas las células, estos cambios se asocian a un

incremento en la incidencia de una variedad de enfermedades, El tiempo de

exposición, la cantidad de alcohol ingerida y la respuesta individual son factores

importantes en el desarrollo de los cambios fisiológicos y psicosociales producidos

por el alcohol

Asimismo el cambio en los mecanismos celulares durante el consumo del

etanol es explicado por medio de la generación de radicales libres al oxidarse el

etanol, cuyas alteraciones bioquímicas y celulares son muy similares al

envejecimiento normal, de ahí que se ha considerado que el alcoholismo crónico

es causa de envejecimiento prematuro o acelerado Sin embargo los estudios al

respecto muestran inconsistencia, ya que no todos los alcohólicos presentan los

mismos efectos biológicos Por tal motivo se plantearon las siguientes preguntas:

¿El alcohol produce envejecimiento prematuro?

¿Cuál será el grado de similitud de daño al ADN en alcohólicos jóvenes y adultos

mayores clínicamente sanos de la ciudad de México?

¿Cuáles serán los posibles factores de riesgo asociados al consumo de alcohol

que propician daño al ADN?
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V Hipótesis

Considerando que el envejecimiento y el consumo crónico de alcohol

producen una gran cantidad de radicales libres, propiciando daño celular

generalizado y por consiguiente daño al ADN suponemos que esta alteración será

similar entre los alcohólicos jóvenes y los adultos mayores clinicamente sanos

Tomando en cuenta que la cantidad ingerida de alcohol la graduación de la

bebida, el tabaquismo, la ingesta de café y una ocupación pro-oxidante son

considerados factores de riesgo para aumentar la producción de radicales libres

suponemos que los alcohólicos jóvenes con mayor número e intensidad de dichos

factores tendrán mayor proporción magnitud y grado de daño al ADN

TESIS COU
¿ADE0B1GM
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VI Objetivos

General

Detectar y analizar el daño al ADN entre alcohólicos jóvenes y adultos

mayores clínicamente sanos de la ciudad de México así como la relación de este

daño con los factores de riesgo asociados a los individuos

Específicos

Evaluar la magnitud y grado de daño al ADN en jóvenes alcohólicos y

adultos mayores clínicamente sanos utilizando la técnica de electroforesis

unicelular alcalina

Identificar los factores de riesgo asociados al consumo de alcohol que

propician daño al ADN
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Vil Material y Métodos

Vil1 Población y Diseño

Se llevó a cabo un estudio analítico de tipo prolectivo, transversa! y

comparativo en una muestra de 53 alcohólicos jóvenes, 26 adultos mayores (£60

años) sanos desde el punto de vista gerontología) y 20 adultos jóvenes sin

adicción al alcoholismo aparentemente sanos, residentes de la ciudad de México

Los sujetos fueron seleccionados conforme a los siguientes criterios de inclusión:

Grupo A (Alcohólicos jóvenes)

> Sujetos de 25 a 45 años residentes en la ciudad de México en los

últimos 5 años o más

> Sin distinción de sexo

> Positivos al AUDIT

> Abstemios en la ingesta de alcohol en los últimos 30 días

> Sin padecimientos crónicos incapacitantes

> Negativos a otras adicciones (excepto tabaquismo)

Grupo B (Adultos mayores)

> Sujetos mayores de 60 años, residentes en la ciudad de México

en los últimos 5 años o más

> Sin distinción de sexo

> Negativos al AUDIT

> Ingesta ocasional de alcohol (menos de 8 copas o cervezas al

mes)

> Clínicamente sanos desde el punto de vista gerontológico (sin

padecimientos crónicos agudizados y con funcionalidad física y

mental adecuada para su edad, para su sexo y su participación

en actividades socioculturales)
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Grupo C (Adultos jóvenes)

> Sujetos de 25 a 45 años residentes en la ciudad de México en los

últimos 5 años o más

> Sin distinción de sexo

> Negativos al AUDIT

> Ingesta ocasional de alcohol (menos de 8 copas o cervezas al

mes)

> Aparentemente sanos

VII..2 Variables

VII2 11ndependientes

> Edad: Tiempo cronológico transcurrido desde el nacimiento hasta

la captación del sujeto en estudio

• Años Cumplidos: Adultos Jóvenes: 25-45 años Alcohólicos

crónicos: 25-45años y Adultos mayores: más de 60 años

> Graduación de la bebida: Consumo de una o más variedades de

bebidas alcohólicas de diferente graduación

• Se conformaron dos categorías de graduación alcohólica

Graduación baja entre 5 y 10% de alcohol {cerveza y pulque)

Graduación alta más de 10% de alcohol (brandy tequila,

vodka, mezcal aguardiente o ron)

> Cantidad de alcohol ingerida: Ingesta de alcohol en sus diferentes

variedades (cerveza brandy, tequila, pulque, vodka mezcal,

aguardiente o ron)

• Se conformaron dos categorías para cuantificar la cantidad

promedio por día de bebida ingerida Menor o igual a 1,500

mL por día y más de 1,500 m i por día
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> Tabaquismo: Adicción al tabaquismo al momento del estudio

> Ingesta de café: Adicción a la cafeína a! momento del estudio

> Ocupación pro-oxidante: actividad que realiza o realizó que

tuviera exposición a sustancias generadoras de radicales libres

• Se conformaron dos grupos uno con actividad pro-oxidante

(albañil, pintor chofer, carpintero, mecánico y obrero); y otro

sin actividad pro-oxidante (ama de casa, maestro(a),

secretaría, comerciante, empleado)

Vil 2 2 Dependientes

> Daño al ADN: Ruptura de cadena doble y/o sencilla de ADN de

linfocitos Cantidad de ADN roto para formar la cola del cometa

(esteta)

• Porcentaje de células con daño

• Para el grado de daño al ADN se utilizaron los criterios de D

Anderson (1974)73 y la variable se reagrupo de la siguiente

manera:

S Sin daño <5%

^ Daño bajo 5-20% / • 5£40%

• Daño medio 20-40%

s Daño alto 40-95% f • > 40%

• Daño total (nubes) < 95% (

• Para la magnitud de daño al ADN la variable se agrupo en dos

categorías: de 1-5 células y de 6 y más células con daño
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VII.3 Técnicas

Vil[3 1 Daño al ADN

Para la determinación del daño al ADN a los sujetos de cada grupo les tomó

una muestra sanguínea entre 7-9 AM con un ayuno de 8 horas en tubos al vacío

con heparina

La técnica de electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa se realizó

acorde a Singh (1988)68

Para preparar las laminillas se utilizaron portaobjetos esmerilados a tos

cuales se les colocó una capa de 120ul de agarosa regular (0 75% disuelta en

PBS ubre de Ca+2 y Mg+2) hasta que solidificaron A continuación cada muestra de

sangre de 10ul se mezcló con 75 ul de agarosa bajo punto de fusión (0 5%

disuelta en PBS libre de Ca+2 y Mg+2 ) y se colocó sobre los portaobjetos

preparados con la capa anterior, una vez solidificada la mezcla se agregó otra

capa de 75JJI de agarosa de bajo punto de fusión Finalmente las laminillas se

sumergieron en solución fresca de lisis fría (1% lauril sarcosianato de sodio, 2 5M

NaCI, 10mM Na2 EDTA 10mM Tris-HCI pH 10 1% tritón y 10% DMSO) y se

colocaron a 4°C por lo menos una hora

Posteriormente las laminillas se colocaron en una cámara de electroforesis,

la cual contenía un amortiguador pH 13 (1mM Na2 EDTA, 300mM NaOH) que

cubría totalmente las laminillas permitiendo que el ADN se desenrollara por 20

minutos, después se ajusto la fuente de poder a 25 volts y 300 miliámpers para

efectuar la electroforesis por 20 minutos (es importante señalar que los pasos

anteriores se realizaron protegidos de la luz) Una vez apagada la fuente de poder

se retiraron cuidadosamente la laminillas de la cámara de electroforesis y se

lavaron tres veces con amortiguador de neutralización (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5)?

durante 5 minutos ' •

36



Retana Ugalde R. Material y Métodos

Se escurrieron las laminillas del exceso de amortiguador y se tiñeron con

50ul de bromuro de etidio 1x (1mL de stock" lOx [1mg/10mL] con 9mL de H2O)

cubriendo cuidadosamente con un cubreobjeto para después colocar la laminilla

en una cámara húmeda y refrigerarla hasta su observación al microscopio de

fluorescencia

Las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia con un filtro de

excitación de 515-560nm utilizando un aumento de 40X Finalmente con un ocular

graduado y calibrado, se midió el diámetro del núcleo y la longitud de la estela del

cometa de 50 células,

Para conocer si la técnica se llevó a cabo correctamente en cada corrida en

!a cámara de electroforesis se incluyó una laminilla de un control negativo y una de

un control positivo El control negativo es la muestra sanguínea de un sujeto adulto

del grupo C El control positivo se realizó al exponer una muestra de sangre del

mismo sujeto a peróxido de hidrógeno 0,5mM por 30 minutos, sumergida en agua

fría, posteriormente se centrifugó a 3000rpm por 3 min para retirar el

sobrenadante, inmediatamente se preparó la laminilla con agarosa de bajo punto

de fusión para continuar con la técnica del ensayo cometa,

Los resultados se analizaron de dos maneras: a) tomando en cuenta las

estelas de los cometas y el núcleo, y b) solamente las estelas de los cometas

debido a que el manejo de los datos es similar en ambos casos se decidió trabajar

con las estelas de los cometas y los núcleos

TESIS CON
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VI!,4 Diseño estadístico

Los datos fueron analizados a través de medidas descriptivas de resumen

y las pruebas estadísticas •£, -¿ de tendencias, t de student, análisis de riesgo

univariado y regresión logística, asumiendo una significancia estadística de

p<0.05, para lo cual se utilizaron los paquetes estadísticos Epi-info 64 y

SPSS 10 0

a) Para evaluar la asociación del daño al ADN en sus modalidades nominal

magnitud de daño y grado de daño en los grupos de alcohólicos y adultos mayores

se aplicó la prueba ^con un 95% de confianza

b) En el análisis de daño al ADN por sujeto los resultados se presentaron a

través de medidas descriptivas de resumen (promedio ± DE)

c) Para comparar las diferencias del grado de daño al ADN entre los grupos

de alcohólicos crónicos y adultos mayores se aplicó t de student con una

confiabilidad del 95%

d) La medición del efecto del alcoholismo y de la cantidad de bebida

ingerida sobre el daño al ADN en los sujetos de estudio se midió a través de la

prueba x2 de tendencias con un 95% de confianza

e) La relación de la graduación y la cantidad de la bebida alcohólica

respecto a la magnitud y grado de daño al ADN se analizó a través de %2 con un

95% de confianza

f) Para identificar la influencia de los principales factores de riesgo de

manera independiente que pueden propiciar daño al ADN se realizó la evaluación

por medio de Razón de Momios <RM) con intervalo de confianza del 95% y se

llevó a cabo un análisis de regresión logística

Prueba x*

Para las variables cualitativas se obtuvieron frecuencias y porcentajes

comparando los grupos por medio de x2 Esta prueba evalúa el grado de

correspondencia entre los resultados observados y los esperados de acuerdo a la

hipótesis nula,
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E¡

Con k-r grados de libertad

Donde:

O ¡ = frecuencia observada

E ¡ = frecuencia observada

k = número de eventos o categorías

r = número de restricciones

Prueba y} de tendencias

Esta prueba permite observar la tendencia de incremento o disminución de

la probabilidad de presentar la enfermedad o la consecuencia dependiendo de la

dosis o la intensidad de la variable independiente

[ T i í m
3 ( 2 =

V

Donde:

V = nln2(nT3-T2
2)/n2(n-1)

ni = Total de casos

n2 = Total de controles

n = Total de casos + controtes

Xj= nivel de exposición

ai= numero de casos

x¡= nivel de exposición

m¡ = la suma de los casos y los controles en el nivel de
exposición
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x ¡ = nivel de exposición

m¡ = la suma de los casos y los controles en el nivel de

exposición al cuadrado

Prueba "t" de student

La prueba t de student es la indicada cuando se desea comparar dos

grupos independientes

x - y

Donde:

x" = promedio muestral II

V = promedio muestral I

s2i = varianza muestral I

s2
2 = varianza muestra II

ni = número de elementos muestra I

n2 = número de elementos muestra II

Razón de Momios = RM

La razón de momios o de productos cruzados es considerada como una

medida de la fuerza de la asociación de la variable independiente (factor de

riesgo) y la dependiente (consecuencia o enfermedad), es decir la magnitud con

que se incrementa el riesgo de desarrollar un efecto cuando se presenta una

exposición,

El intervalo de confianza nos dice el rango dentro del cual asumimos que el

resultado es verdadero en la población estudiada, nos indica que tan grande o

pequeña es la probabilidad del efecto,
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Enfermedad
Presente Ausente

Presente
Factor de evaluación

Ausente

RM = (A) (0) / (C) (B)

A

C

B

D

Intervalo de confianza (95%) = exp [ InRPC + 1.96 V 1/A + 1/B + 1/C + 1/D ]

Regresión logística

El modelo de regresión logística permite predecir o estimar la probabilidad

de que un individuo presente la variable dependiente en función de varias

independientes, la variable dependiente es dicotómica y las independientes

pueden estar en cualquier tipo de escala

ez 1
Prob (evento) = =

Donde "z" es la combinación lineal:

z = Bo + B1X1 + B2X2 BXXP

1
Prob (evento) =

"Bo + Bi" son coeficientes estimados de los datos

"X" es la variable independiente

"e" es la base del logaritmo natural 2 718 aproximadamente
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VIII. Resultados

VI1I.1 Daño al ADN

De los 20 adultos jóvenes sin adicción a! alcohol ninguno presentó daño al

ADN De los 53 alcohólicos jóvenes 29 (55%) y 16 (62%) de los 26 adultos

mayores presentaron daño al ADN (Tabla 1) Asimismo observamos que el grado

de daño a! ADN en los grupos de alcohólicos jóvenes y de adultos mayores

estadísticamente fue similar (p> 0 05) (Tabla 1) Esto se corrobora en la Gráfica 1,

ya que la distribución del porcentaje de células de ambos grupos es similar y se

agrupa entre los 10 y los 65 micrómetros de migración

VIIL2 Porcentaje de células dañadas

En cuanto al porcentaje de células dañadas se observó un porcentaje

similar entre ambos grupos Sin embargo la media de migración es mayor en los

alcohólicos jóvenes (52 91 ± 33.38) que en los adultos mayores (33 61 ± 26.21)

(Tabla 2 y 3) Asimismo cuando se observan ios datos de migración por paciente,

estos muestran como en los adultos mayores el mayor numero se agrupa entre 30

y 55 micrómetros (Gráfica 2) y en ios alcohólicos jóvenes se agrupan entre 55 y 90

micrómetros de migración (Gráfica 3),

Por otro lado al comparar ios totales de migración de la estela del

cometa sin considerar el núcleo y la migración total de ambos grupos se

observaron diferencias estadísticamente significativas (p< 0.05) (Tabla 4)
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Vil! 3 Magnitud de células dañadas

De los 16 adultos mayores con daño, el 44% presentó una magnitud de 1 a

5 células con migración en comparación del 66% en los alcohólicos jóvenes Para

más de 6 células con daño los adultos mayores presentaron un porcentaje de 56%

y ios alcohólicos jóvenes de 35%, no encontrando diferencias estadísticamente

significativas (Tabla 5)

VIII..4 Grado de daño al ADN

En relación al grado de daño al ADN, observamos que para más del 40%,

los alcohólicos jóvenes presentan un 94% de daño al ADN y en los adultos

mayores este porcentaje fue de 86%, no encontrando diferencias estadísticamente

significativas (Tabla 6)
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VIII,5 Daño al ADN y la graduación de la bebida ingerida

Al agrupar las bebidas que ingieren los alcohólicos crónicos en aquellas de

baja graduación y alta graduación con respecto al daño al ADN se obtuvo una

razón de momios de 2 89 (IC95% 0 75-1145) y de 2 70 (ÍC95% 1.00-7 39)

respectivamente, con una x2 de tendencia estadísticamente significativa (Tabla 7)

En cuanto a la magnitud de daño y la graduación de la bebida, para la

graduación baja el 9% presentó de 1 a 5 células con migración y un 11% para más

de 6 células en comparación la graduación alta con el 36% que presentó una

magnitud de 1 a 5 células y un 18% para más de 6 células, diferencias que no

fueron estadísticamente significativas (Tabla 8)

Para el grado de daño y la graduación de la bebida se observó un 5% para

un nivel de daño de 5^40% y un 31% para >40% con respecto de el nivel de

graduación bajo, para el nivel de graduación alto se encontró un 3% en el nivel de

5£40% y un 61% en el de >40%, no encontrado diferencias estadísticamente

significativas {Tabla 9)

VIII..6 Daño al ADN y la cantidad de bebida ingerida

En cuanto a la cantidad de alcohol ingerida con respecto al daño al ADN se

encontró en los alcohólicos que consumen una cantidad menor o igual a 1,500 ml_

una razón de momios de 2 73 (IC95% 0 96-7 86) y en los que ingieren más de esta

cantidad un valor de 2,55 (IC95% 0 8-8 23) con una •£ de tendencia

estadísticamente significativa (p< 0 05)(Tabla 10)

En relación a la magnitud de daño y la cantidad de bebida ingerida el 12%

presentó de 1 a 5 células con migración y un 16% para más de 6 células cuando

se ingieren £ 1500 mL en comparación con un 18% que presentó una magnitud
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de 1 a 5 células y un 11% para más de 6 células cuando se ingiere por arriba de

1 500 ml_ diferencias que no fueron estadísticamente significativas (Tabla 11)

Para el grado de daño y la cantidad de bebida ingerida se observó un 3%

para un nivel de daño de 5<40% y un 51% para >40% cuando el consumo es de

menor o igual a 1 500 ml_ para un consumo mayor se encontró un 5% en el nivel

de 5<40% y un 4 1 % en el >40% no encontrando diferencias estadísticamente

significativas (Tabla 12)

VIII 6 Factores de riesgo asociados al daño al ADN

En el análisis multivariado de regresión logística se observó un riesgo de

daño al ADN relacionado con la ingesta de alcohol de RM = 2 28 (1C95% 1.1-4.73),

edad RM = 1 06 (IC95% 1 02-1 11). ocupación pro-oxidante RM = 2.9 (IC95% 1 0-

8 45), tabaquismo RM = 1 45 (IC95% 0 5-4 17) y la ingesta de café RM = 1 78

(ICg5% 0 67-4 71), siendo las tres primeras estadísticamente significativas (p< 0.05)

(Tabla 13)
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IX, Discusión

El alcohol actúa de forma muy variada dentro del organismo y el consumo

crónico de éste se asocia con un incremento en la incidencia de una variedad de

enfermedades que van desde la hepatitis hasta el cáncer Se ha podido observar

que el alto consumo de etanol da como resultado un aumento en el estrés

oxidativo con formación de radicales libres y peroxidación de lípidos, cuyo proceso

produce envejecimiento celular

Asimismo a nivel neurológico el alcoholismo provoca envejecimiento

acelerado debido a los cambios bioquímicos que provoca el etanol en la célula

nerviosa, cuyas alteraciones son muy semejantes a las que ocurren en el

envejecimiento normal121332

Hoy sabemos que el desbalance a favor de los radicales libres, es decir el

estrés oxidativo (EOx), es un fenómeno con el cual es posible relacionar múltiples

padecimientos crónico-degenerativos, como la diabetes mellitus cáncer, artritis

reumatoíde, ateroesclerosis, cataratas y la enfermedad de Alzheimer El EOx

provoca daño a las células de los diferentes órganos como el riñon, corazón

cerebro e hígado, de la misma manera que ocurre en el envejecimiento de

sistemas, en lo cual la ingesta crónica de alcohol, puede favorecer dichos

procesos265183,

Por otro lado, se ha demostrado que la evaluación del daño al ADN es un

buen marcador biológico de EOx, por lo que se le considera como un indicador de

fragilidad para los adultos mayores, el cual puede ser útil para detectar el daño

celular producido por el consumo de etanol8485 Al respecto algunos estudios in

vitro muestran que el consumo crónico de etanol aumenta el daño al ADN en

linfocitos y que es el acetaldehído producto del metabolismo del etanol el que lo

causa, asimismo el mecanismo que se propone es el de la generación de

radicales libres86
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Respecto al EOx los resultados reportados en la literatura científica no son

del todo consistentes sobre todo en población gerontológica, ya que hay autores

que señalan que e! envejecimiento en sí mismo se acompaña de EOx y por lo

tanto hay un mayor daño a biomoléculas en comparación con los adultos

jóvenes87"89 Sin embargo, esto no se puede generalizar, ya que un alto porcentaje

de adultos mayores no presentan ésta característica, e incluso Betti90 en un

estudio de 100 sujetos normales no encontró diferencias significativas entre el

daño al ADN en adultos mayores y adultos jóvenes

En cuanto a los estudios reportados para pacientes alcohólicos se ha

encontrado elevación de aberraciones cromosómicas, inducción de intercambio de

cromátidas hermanas y rompimiento de las cadenas de ADN Asimismo se han

estudiado los mecanismos de inducción de daño cromosómico por etanol y

acetaldehído sin embargo los resultados son inconsistente ya que hay autores que

mencionan que el etanol es un antioxidante y el daño es causado sólo por el

acetaldehído, así como que el etanol es mutagénico carcinogénico y teratogénico

en el hombre8691'93,

El interés del presente trabajo fue el de conocer si las características

citogenéticas del proceso normal de envejecimiento son similares a las de los

alcohólicos crónicos como consecuencia de la acción radicales libres y por lo tanto

de estrés oxidativo para ambos grupos, utilizando como marcador el daño al ADN,

además de identificar los factores de riesgo asociados a dichos procesos con el fin

de aportar conocimientos nuevos que en un futuro permitan proponer estrategias

para mejorar la calidad de vida de los grupos de estudio

La frecuencia de daño al ADN observada en el presente estudio en

alcohólicos jóvenes y adultos mayores no mostró diferencias estadísticamente

significativas (adultos mayores 62% vs alcohólicos jóvenes 55%; p> 0 05), al

respecto Varga83 señala que la exposición crónica al alcohol propicia

envejecimiento prematuro, ya que la condensación de masa intracelular observada
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durante el envejecimiento coincide con la acumulación de lípidos y proteínas

observados en un hígado dañado por el alcohol

Al observar la migración de daño al ADN de forma individual en los grupos

tenemos que los adultos mayores presentan una migración más compacta entre

35 y 60 urn (Gráfica 1), a diferencia de los alcohólicos crónicos donde se tiene una

migración que se ve desplazada a un intervalo entre 50 y 90 um (Gráfica 2) En

este sentido se sabe que durante el metabolismo celular normal el proceso

oxidativo provocado por la peroxidación de lípidos, el entrecruza miento de

proteínas y el daño al ADN, se produce continuamente y que se va acumulando a

lo largo del tiempo, de tal forma que en los adultos mayores se da un proceso de

adaptación, cuyos cambios ocurren de manera gradual, sin embargo en los

alcohólicos crónicos, la exposición intensa y continua al estrés oxidativo

provocada por el alcohol no permite que el organismo responda de manera

efectiva provocando muerte celular y por lo tanto envejecimiento acelerado5983,

De lo anterior al analizar los resultados obtenidos de la media total de

migración de daño al ADN (Tabla 4) para los adultos mayores se encontró que fue

de 33 61um±26 21, valor que como se había indicado anteriormente es más bajo

que para ios alcohólicos jóvenes que mostraron un valor de 52 91um±33 38, cuya

diferencia que fue estadísticamente significativa (p = 0 01); lo que hace suponer

que a pesar de que algunos autores reportan que el daño al ADN se incrementa

con la edad6794 y con la exposición a etanol y acetaldehído8695 el grado de daño

no es el mismo, ya que en los adultos mayores este daño va siendo regulado de

forma gradual a medida que avanza la edad para mantener la homeostasis de

cada individuo, en cambio en los alcohólicos la exposición crónica al etanol

provoca que ese equilibrio homeostático no se recupere y por lo tanto el daño

acumulado es mayor
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El análisis de la magnitud de daño y grado de daño al ADN (tablas 5 y 6)

observamos que el 66% de los alcohólicos presentaron daño de 1 a 5 células y el

94% de esas células tienen más de un 40% de daño, sin embargo en los adultos

mayores el 44% mostró daño en 1 a 5 células y el 86% de ellas tienen más de un

40% de daño, diferencias no estadísticamente significativas (p > 0 05) Estas

evidencias confirman en lo general nuestra hipótesis, sin embargo, la exposición

crónica al etanol provoca un daño mayor que podría ser irreversible aunque en un

menor número de células ya que se observa una tendencia a que esto suceda al

observar el valor de p=0 067 obtenido Al respecto algunos autores indican que es

debido a que la activación metabólica de altas concentraciones de etanol está

mediada por el sistema microsomal oxidante (MEOS) en el retículo endoplásmico,

induciendo la expresión del citocromo P450 en su isoforma 2E1 que tiene una alta

actividad de NADPH-oxidasa y por lo tanto un alta capacidad de generar especies

reactivas de oxígeno, como ion superóxido y peróxido de hidrógeno, provocando

que el sistema de antioxidante disminuya su eficacia399296"98

Al agrupar a los pacientes alcohólicos dependiendo de la graduación del

tipo de bebida que ingieren con respecto al daño al ADN (Tabla 7) se encontraron

diferencias estadísticamente significativas (p< 0 05), por lo que entre mayor sea la

graduación de alcohol de las bebidas que ingieren se presenta mayor daño,

obteniendo una razón de momios de 2 70 (IC95% 1 00-7.39), al respecto se sabe

que la exposición a altas dosis de etanol incrementa el numero de rompimientos

de cadena sencilla y de cadena doble en el ADN disminuyendo la eficiencia del

sistema antioxidante al afectar la producción de glutatión hepática y la superóxido

dismutasa citoplásmática y el aumento de la superóxido dismutasa mitocondrial, lo

que muestra un mecanismo de defensa celular por el incremento del estrés

oxidativo causado por el consumo de etanol376399103

En cuanto a la magnitud de daño con respecto a la graduación de alcohol

en la bebida no se encontraron diferencias estadísticamente significativas pero el

36% tiene de 1 a 5 células dañadas y el 18% tiene más de 6 células dañadas en la
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graduación alta, valores mayores que los encontrados para la graduación baja; en

lo que se refiere al grado de daño la graduación baja mostró que el 31% de las

células tenía más del 40% de daño y la graduación alta un 61%, de ahí que entre

más expuestas estén las células al etanol presentaran un daño mayor, cuyos

datos concuerdan con lo reportado por Singh86 en un estudio ¡n vitro donde

encontró diferencias significativas (p<0 001) de daño al ADN entre linfocitos

expuestos a acetaldehído comparado con linfocitos no expuestos asimismo en

otro estudio Singh95 encontró diferencias significativas (p<0 025) de daño entre un

grupo de ratas antes y después de exponerlas a la administración de etanol

Los resultados de daño al ADN con respecto la cantidad de bebida ingerida

mostraron una razón de momios de 2,73 (1C95% 0 96-7 86) cuando la ingesta es

£1,500 mL y un valor de 2 55 (1C95% 0 8-8 23) cuando se ingiere más de está

cantidad, de tal manera que la ingesta crónica de alcohol aún <• 1,500 mL propicia

daño al ADN, lo cual concuerda con lo ya antes mencionado, donde en la

biotransformación del etanol a acetaldehído genera diversos radicales libres que

disminuyen el potencial del sistema antioxidante para contrarrestar el daño,

incluso se ha reportado que junto con las enzimas antioxidantes la vitamina E se

encuentran disminuidas cuando hay una excesiva ingestión de etanol97104

En cuanto a la magnitud y grado de daño al ADN en relación a la cantidad

de bebida, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el

número de células dañadas o el nivel de daño de ahí que al parecer no importa la

cantidad de etanol consumida, la sola exposición crónica del mismo provoca daño

celular

Para realizar un análisis de regresión logística de los factores de riesgo

asociados a daño al ADN (Tabla 13) se incorporaron al modelo los siguientes: la

ingesta de alcohol la edad, el tabaquismo, el consumo de café y la ocupación

demostrando que el consumo de etanol constituye un factor de riesgo

independiente para producir daño al ADN, cuyo mecanismo fisiopatológico se
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explica por la acción acetatdehído que genera radicales libres, provocando estrés

oxidativo y por lo tanto daño al AON, asimismo este desbalance propicia una

disminución en la eficiencia del sistema antioxidante dando lugar a la acumulación

de daño oxidativo y como resultado características similares al envejecimiento105

Por otro lado el tabaquismo no resulto ser un factor de riesgo, al respecto

no hay consistencia en lo reportado en la literatura ya que algunos autores

señalan que el tabaco es productor de radicales libres y por lo tanto de daño al

ADN7476'77, sin embargo otros que no existe dicha relación, debido a que el daño

es en el ADN mitocondrial y no en el nuclear sin afectar a los sistemas de

reparación105"108,

Finalmente existen investigaciones que demuestran que la ingesta de

suplementos antioxidantes como vitamina C (ácido ascórbico) y vitamina E (a-

tocoferol) pueden prevenir el daño oxidativo o reforzar las defensas naturales

antioxidantes, con el fin de mejorar la funcionalidad del tejido dañado por el

consumo de alcohol37"100109, por lo que su indicación en alcohólicos crónicos

podría ser una opción presuntiva y/o terapéutica para el EOx

Los resultados obtenidos en la presente investigación, justifican el continuar

trabajando sobre EOx en alcohólicos crónicos y envejecimiento acelerado así

como sus posible marcadores biológicos como la lipoperoxidación de membranas,

asimismo en la evaluación de sistema antioxidante cuantificando la actividad de la

enzimas glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa, la capacidad antioxidante

total y la evaluación de la capacidad de reparación del ADN; a través de estudios

epidemiológicos longitudinales en los que se incluyan un mayor numero de

variables independientes pro-oxidantes,
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X,, Conclusiones

Hipótesis

Considerando que el envejecimiento y el consumo crónico de alcohol

producen una gran cantidad de radicales libres propiciando daño celular

generalizado y por consiguiente daño al ADN, suponemos que esta alteración

seré similar entre los alcohólicos jóvenes y los adultos mayores clínicamente

sanos

Conclusiones

La prevalencia de daño al ADN no mostró diferencia estadísticamente

significativa entre los adultos mayores y los alcohólicos crónicos jóvenes,

por lo que se concluye que el alcoholismo crónico produce daño al ÁDN de

manera similar al que ocurre durante el envejecimiento..

Debido a que en el grupo control de adultos jóvenes no se observó

daño al ADN se concluye que el daño observado en los alcohólicos es

debido al consumo crónico de e taño I

Hipótesis

Tomando en cuenta que la cantidad ingerida de alcohol, la graduación de la

bebida, el tabaquismo, la ingesta de café y una ocupación pro-oxidante son

considerados factores de riesgo para aumentar la producción de radicales libres,

suponemos que los alcohólicos jóvenes con mayor número e intensidad de dichos

factores tendrán mayor proporción magnitud y grado de daño al ADN,

Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que entre mayor sea la

graduación de la bebida ingerida se presenta mayor daño al ADN

encontrando diferencias estadísticamente significativas,,

La ingesta crónica de alcohol aún en bajas cantidades propicia daño

al ADN..

El tabaquismo y la ingesta de café no se comportaron como

factores de riesgo,
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XI, Perspectivas

* Es conveniente ampliar la muestra procurando una distribución

estratificada homogénea entre los posibles factores de riesgo a evaluar con el fin

de que los resultados permitan establecer conclusiones de mayor peso

* Se debe completar el estudio con la evaluación de otros marcadores de

daño oxidativo (lipoperóxidos), del sistema antioxidante total, de las enzimas

antioxidantes y de la capacidad de reparación del daño al ADN, con el fin de

discriminar entre daño reversible e irreversible

* Se debe considerar la posibilidad de diseñar ensayos clínicos que

permitan demostrar in vivo la utilidad de la administración de antioxidantes

vitamínicos (p-carotenos, a-tocoferol y ácido ascórbico) sobre la prevalencia de

estrés oxidativo y sobre la prevención y/o recuperación de daño al ADN, así como

sus repercusiones clínicas
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HOSPITAL GENERAL DE MÉXICO
CLÍNICA DE ATENCIÓN DE LOS PROBLEMAS
RELACIONADOS CON EL ALCOHOL (CAPRA)

PATRONES PE BEBIDA

Hombre: No,, EXP,,

1,. - ¿A qué edad empezó a beber?

2,,- ¿Sigue bebiendo actualmente? ,.

3..- ¿A qué edad dejó de beber?

4,. - ¿A qué edad empezó a perder el control de su forma de
beber?

5..- ¿A qué edad empezó a tener problemas ocasionados por la
bebida?

6.- Bebidas que ha acostumbrado:

TEQUILA ~ MEZCAL - GINEBRA - VODKA - CERVEZA

POLQUE - ALCOHOL - AGUARDIENTE - BRANDY - WHISKY

COGNAC - VINO DE MESA - OTRAS: _ _

Solas Mezcladas con:

1.,- ¿Cuáles ha bebido más?

8,- Cantidad promedio

Destinados diario Mensual

Cerveza o pulque diario Mensual.

9,- ¿Bebedor consuetudinario?

10,-Bebedor periódico

11.-Actividad de días de descanso de.

12,,-¿Cada vez que bebia se emborrachaba?

13.. -¿Cada cuando se emborrachaba?

ACLARACIONES :



Aicohoi Use Dísordets Identification
leat (AUDI'I)

I ¿Quí un fnrucriKnvrnlt infiere bcKd«i •1ti*Sl¡C4iT

0 <- Nonc»
1 - U M vil «1 n t i o mcnoi
2 .- Do" o cuairo v«t» >1 mci
3 •• Do» o >rti vi«> por K I U I U

4 - Cuatro o n»í> veeei f ot «mana
2. ¿Cuínui cof •• >e ionw tii un d(i lí( ¡to de lo> que bfhe?

0 » 1 4 1
1 - J ó 4

2 - S í 6
3 •• 7 . v

4 ' 10 o mí»
3 ¿Quí Un frecuentemente lonu 6 o nili tof»i en 1» oútnu «itiínT

0 •' Nunca

1 - Mciioi de una veí »1 nt<>

I - MnUualitMnw
3 ™ Stnumlnunií

A - D"nrioo««s¡di»rio
4 punoK el úlliili-J (fk> ilí CKi'friú >juc iiopudo fifir Je Vrlír una vtz que liib/j tiiipezaóoi

0 - Nunc.

1 •- MÍIVJI át un» v<i «1 nwi

2 » Mtosuíloienir

3 - Sciu»mímenle

4 » Diario o CBli diario
5 Duran! t el úhímo ana. ¿qu í un frccue me mente d<jü di htcer algo que debería tittcr hecho por btbstí

0 - NUMI

1 • MtnúJ de una vez il niel

2 » Mensualnienle

3 » Senunslmenie

4 ~ DUríooca» díxio
6 Dvnnic el OliiniO año ¿qv¿ un ífíiUcnKnienh: 6ít>i<( en la nuíun» iigulenle deipuís de tiiber bebido en
anlttior?

0 » Nuncu
1 • Mcnoi de uní vez al me»
3 - Menoial(líenle

3 - Senufulmíntt
< » Diario o sai diario
1, Dunme el úilinio «fio £<ju¿ Un fr«cuenitni<n(e K (iniid eulf alile o tuvo nmordinücn'o por haber bebido?

0 - Nwitf*
1 — Meno» de una vei ti niei
J « Mensijalrnenti

3 - Serna no! rué me

4 '• Diario o casi diario
5 Durínle el úliinio sfto ¡qvi un írcíufoiíniínle olvido «ígo de lo que hábil pasado cuando «IUYO bebiendo?

0 - Nunca

1 * Menos de uno ve; al DKS

2 «• Mernuilmenie

3 •" Sima nal me Me

4 '" Diario o caii diaria

9 ¿S< ha luainudo o alguien lia iríuiiod > foíliinado eonu consecuencio de su ingestión de alcohol?

0 - No

1 '• Sí ptn> no el liliirno año

4 ~ Sí en el úliinio ano

10 iAj£Ún amigo familiar o diKIw SÍ ti» preocupado jw ls forma en que bebe o lili» suEtñdc que le baje?

0 - No

1 •> Sí pero no íl último uño

A - Si en el ultimo alio

TESIS CON
FALLA DI ORÍ



G

[3 O D
i i

n
LJ

G O D ü ü C3

8

i" I I

i Sal

9 i

D

.0 1 I I1 * i



¿1

T
D

8D

¡1
1

G

8 5

• ° l f

? L ? ? 2 §
E] [3 [ ] [] C3 O

Í

!

2 i

l'l

1 *
1 f

[] 5

1
-1

e
O 8

i 1
C3»

I

* S .8

63 *

1 3
Í *



< ü n

[3 [] o a

S O O O O [3 |

2 a o o o [3

a 8

I 1

C3

D

55
•tí

i

a 3



§, a

a

£ SÍRSÍSÍ'

[) n o

[] i 1 [3 1 }' " I ¡ i
[]" h l tí» I I ii « " * 5

1 " " " C3 [3

S i j » l 1
1 J1 t !

2 a

I i

i n



fi"! "
•iñj i
j 9

$

oo o
2 Z *

t i
3 * .50 o

l i l i !


