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1 Introduccién

El higado es un 6rgano central que preserva la homeostasis fisiolégica. Es un
organo muy estructurado compuesto por unidades anatomicas de forma hexagonal
denominadas I6bulos(1). Es considerado multifuncional y dentro de sus
caracteristicas es responsable de metabolizar toxicos que ingresan siendo el etanol
uno de estos. Los principales sistemas enzimaticos responsables de la oxidacion
del etanol, es por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y
posteriormente actla la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), en menor grado
participa el sistema oxidante dependiente del citocromo P450 el cual se activa
cuando hay un consumo excesivo de etanol (2).

Las enzimas encargadas de metabolizar el etanol han sido objeto de algunos
estudios ya que las frecuencias de sus variantes alélicas se han reportado altas o
bajas dependiendo la poblacién que se estudia. Al analizar estos resultados se ha
decidido comparar tanto las variantes alélicas como el porcentaje de las frecuencias
genotipicas, entre poblaciones. Pues solo asi se han logrado definir algunas
caracteristicas especificas asociadas a su participacion en sujetos alcoholicos
comparados con sujetos sanos o simplemente en poblaciones especificas de
alguna region (3).

Se ha observado que algunas variantes alélicas participan de manera activa por su
alta actividad catalitica, como es el caso de Rsa | c2 definiéendose como un factor
de riesgo para generar alcoholismo o incluso variantes alélicas como ALDH2*2 que
se encuentran con una frecuencia nula asociandolas como un posible alelo
protector. Sin embargo, al ser comparadas entre poblaciones los datos son
totalmente controversiales pues las caracteristicas de cada poblacion son
completamente diferentes (3, 4).

Si bien se han presentado algunos roles de estas variantes alélicas, asi como su
participacion en el desarrollo de la enfermedad hepética alcohdlica en algunas
poblaciones; no cabe duda de que faltan méas estudios, ya que el consumo excesivo
de alcohol es un problema de salud a nivel mundial considerado como una
enfermedad cuando se llega a abusar de esta sustancia. EI desconocimiento
respecto a lo que se puede considerar como un consumo moderado 0 excesivo,
tomando en cuenta la cantidad de alcohol que se puede consumir, asi como la
frecuencia hace que siga siendo un problema de salud publica pues la sustancia
adictiva aceptada a nivel mundial.




2 Marco tebérico

2.1 Higado

El higado es un drgano situado detras de las costillas y cartilagos costales,
separado de la cavidad pleural y de los pulmones por el diafragma. Este 6rgano en
condiciones normales es de color marrén con superficie lisa, su peso es de
aproximadamente 1400 g en mujeres y 1800 g en los hombres, recibe el aporte de
sangre de dos fuentes: el 80% le llega desde la vena porta y el 20% restante es
sangre oxigenada procedente de la arteria hepatica. El higado esta revestido por
una capsula de tejido conjuntivo fibroso (capsula de Glisson); una cubierta serosa
(peritoneo visceral) rodea la capsula (5, 6). Externamente el higado es dividido por
un ligamento falciforme en un l6bulo derecho més grande que el Iébulo izquierdo
(Figura 1).

Lobulo derecho I
-«

g Ty

Ligamento
falciforme

Figura 1. Morfologia externa del higado. El higado esta dividido por el ligamento
falciforme en el I6bulo derecho mas grande y un l6bulo izquierdo mas pequerio, el
ligamento falciforme une el higado a la pared abdominal anterior (5).

El higado se divide en ocho segmentos funcionales independientes (Figura 2), cada
segmento presenta su propio pediculo portal, formado por una rama arterial
hepética, una rama de la vena porta y un conducto biliar que proporciona el flujo de
salida (5).

Lébulo derecho Lébulo izquierdo
Posterior Anterior Medial Lateral izquierdo
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Figura 2. Segmentacion del higado, segun la clasificacion de Couinaud: El Lobulo
izquierdo del higado esta compuesto de: segmentos anterior y posterior 1l y I,
segmento medial IV. El Lobulo derecho del higado esta compuesto de: segmentos
anteriores V y VI, segmentos posteriores VI y VII. El segmento | se encuentra en
la parte posterior (5).

El flujo de salida del higado depende de las tres venas hepéticas. La vena hepatica
derecha divide el I6bulo derecho del higado en los segmentos anterior y posterior.
La vena hepatica media divide el higado en I6bulos derecho e izquierdo. La vena
hepatica izquierda divide el higado en los segmentos medial y lateral mientras que
la vena porta divide el higado en los segmentos superior e inferior (5).

2.2 Vasculatura hepatica

El higado es un érgano muy vascularizado, recibe una irrigacion sanguinea doble,
su suministro de sangre se divide en arteria hepatica (rica en oxigeno), que
contribuye del 25% al 30% del suministro de sangre, y la vena portal (que transporta
abundante cantidad de nutrientes y una concentracion relativamente alta en
oxigeno), responsable del 70% al 75% (Figura 3).

Cuando el flujo sanguineo en la vena porta aumenta, el de la arteria hepatica
disminuye y viceversa. Esta irrigacion sanguinea, se caracteriza por la
compensacion reciproca (7, 8).

Vena cava inferior —___ . . Aorta toracica
Diafragma 2 = : 5

Vena hepatica

Aorta abdominal

- Arteria hepatica

Figura 3. Irrigacion sanguinea doble del higado. La vena porta proporciona dos
terceras partes del flujo sanguineo hepatico, la arteria hepatica aporta el resto y la
vena hepatica drena el higado, conduce la sangre a la vena cava interior (8).

2.3 Estructura anatomica del higado

La organizacién estructural del higado comprende al estroma, el parénquima, los
capilares sinusoidales y el espacio perisinusoidal (9).

Parénquima: Consiste en trabéculas de hepatocitos bien organizadas

11
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Estroma de tejido conjuntivo: El estroma del higado inicia desde la capsula de
Glisson y esta constituido por tejido conectivo, hay vasos sanguineos, nervios, vasos
linfaticos y conductos biliares

Capilares sinusoidales (sinusoides): Son los vasos que hay entre las trabéculas
(fibras de colagena y reticulares) hepatociticas

Espacios perisinusoidales (espacio de Disse): Estan entre el endotelio sinusoidal
y los hepatocitos (9).

Hay tres formas de describir la estructura del higado (Tabla 1). En términos de una
unidad funcional: el lobulillo clasico, el lobulillo portal y el &cino hepatico (Figura 4).
El lobulillo clasico es el modo tradicional de considerar la organizacion del
parénquima hepatico (6, 9).

Tabla 1. Lobulillos hepéticos

Lobulillo clasico

Hace énfasis a la funcion endocrina del higado, consiste en
pilas de trabéculas hepatociticas anastomosadas, de una
célula de espesor, separadas por el sistema interconectado de
sinusoides que irriga las células con una mezcla de sangre
venosa (portal) y arterial.

Lobulillo portal

Enfatiza la funcién exocrina del higado, es una unidad
funcional que se centra alrededor del conducto biliar Se define
como un area triangular compuesta por el parénquima de tres
lobulillos hepaticos adyacentes, cuyos vértices son las venas
centrales

Acino hepatico

Enfatiza los gradientes metabdlicos y la actividad funcional del
higado, también es conocido como I6bulo de Rappaport. Se
divide en tres zonas de acuerdo con el grado de perfusion
vascular y actividad metabdlica.

La zona 1: Son los hepatocitos periportales, considerada la
zona mas oxigenada

La zona 2: No tiene limites bien definidos, es la porcion central
o intermedia del acino

La zona 3: La mas cercana a la vena centrolobulillar, es menos
rica en nutrientes y oxigeno. Se encuentra con mayor
frecuencia en el sistema biliar.

12
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Vena
allia. c:mrolo- Vena Vena
.‘/:/ centrolo- centrolo-
‘.\ bulillar bulillar bulillar

— Espacios Espacios . Espacios
portales portales portales
Lobulillo clasico Lobulillo portal Acino hepatico

Figura 4. Comparacién entre lobulillo clasico, lobulillo portal y acino hepético. El
sombreado azul indica el territorio de cada una de las tres unidades relacionadas
con la estructura y la funcién del higado. El lobulillo clasico tiene una vena
centrolobulillar en su centro y espacios portales con las triadas portales en sus
angulos de la periferia. El lobulillo portal tiene un espacio portal en su centro y venas
centrolobulillares en sus extremos. El acino hepatico tiene vasos de distribucion en
su ecuador y una vena centrolobulillar en cada uno de los polos (9).

2.4 Células hepaticas

2.4.1 Hepatocitos

Constituyen dos tercios de la poblacion celular del higado, se consideran células
poliédricas. Contribuyen a diversas funciones en el higado como metabolizar
sustancias procedentes de la digestion, degradar sustancias digeridas, detoxificacion
de moléculas potencialmente dafiinas para el organismo, sintetizan y secretan bilis,
captan glucosa y la almacenan en forma de glucégeno, sintetizan sales biliares,
lipoproteinas, fibrinbgeno, albuminas plasméticas, produce urea, almacenan
vitaminas A, B y heparina. La poblacién restante de las células no parenquimatosas
es diversa (Figura 5), incluye células endoteliales, linfocitos, células de Kupffer,
células biliares y células estelares (10, 11).

2.4.2 Las células endoteliales

Forman la pared fenestrada de los sinusoides hepaticos que son canales a través
de los cuales fluye la sangre desde los espacios porta, Constituyen la mayoria de
las células no parenquimales en el higado, presentan que son poros y estan
organizados en grupos denominados placas, se encargan de realizar el intercambio
de oxigeno, nutrientes y otras moléculas entre la luz sinusoidal y el espacio de
Disse. Por lo tanto, su papel principal es la eliminaciéon de desechos transmitidos
por la sangre y la regulacion del flujo sanguineo (11, 12).

2.4.3 Células de Kupffer

Estas células se derivan de monocitos circulantes, se encuentran en la luz de las
sinusoides, también pasan a través del espacio de Disse donde hacen contacto
directo con los hepatocitos y fagocitan a hepatocitos apoptoticos. Se encargan de
eliminar sustancias extrafias y regulan la respuesta inflamatoria e inmunitaria,
participan en el metabolismo de las lipoproteinas y en el proceso de captacion y
detoxificacion de la endotoxina que llega del flujo portal. Cuando se activan dan

——
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lugar a la secrecion de potentes mediadores bioldégicos como radicales libres
derivados de oxigeno, intermediario de nitrébgeno, numerosas citocinas y
eicosanoides (11, 13).

2.4.4 Células biliares o colangiocitos

Son un epitelio biolégicamente importante por los multiples procesos celulares en
los que participan, delinean el sistema biliar intra y extra hepatico, modificando la
composicién de la bilis durante su transito a través de los ductos biliares (14).

2.4.5 Células estelares

Almacenan vitamina A en su citoplasma, sintetizan citocinas pro y antiinflamatorias,
proteinas de la matriz extracelular, ademas, controlan la comunicacién intercelular
por medio de la liberacion de varios mediadores intracelulares y se encargan de
remodelar gran parte de la matriz extracelular presente en higado sano(14, 15).

2.4.6 Linfocitos

Se encuentran dispersos en el parénquima, asi como en los tractos portales, en el
higado humano se incluyen poblaciones de linfocitos del sistema innato (células
NKT y NK) como el adaptativo (células T y B) (16).

2.4.7 Células presentadoras de antigenos

En el higado se encuentran células que pueden capturar antigenos que pasan a
través del higado o se liberan en forma de antigeno asociado a la célula cuando
mueren los hepatocitos infectados por patdégenos. Las células presentadoras de
antigenos residentes incluyen células Kupffer, células endoteliales vasculares y
células dendriticas (CD). Estas ultimas se derivan de la médula ésea y se ubican
alrededor de las venas centrales y los espacios porta. En el higado sano, las CD
son predominantes células inmaduras, propensas a capturar y procesar antigenos
(11).

Células Hepatocitos
parenquimales 60-80%
Endoteliales Células T
50% (10-20%) 63% (3.15-6.3%)

Células Hepaticas

Células NK
31%(1.55-3.1%)

Linfocitos
25% (5-10%)

Células no
parenquimales

20-40%

Kupffer Células B
20% (4-8%) 6%(0.3-0.6%)

Células biliares
5% (1-2%)

Células Estelares
<1%
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Figura 5. Composicion de las células en un higado sano. Los porcentajes indican
la frecuencia estimada de cada poblacion en relacion con el nimero total de células
parenquimales y no parenquimales (11).

2.5 Funciones del higado

El higado es un o6rgano multifactorial, de fisiologia compleja; destacando sus
funciones vasculares (de almacenamiento de hasta el 10% del volumen circulante
de sangre y de filtracion sinusoidal); metabdlicas, propias de los hepatocitos en el
metabolismo de proteinas, grasas e hidratos de carbono y otros; ademas secretoras
y excretoras, encargadas de la formacion de bilis (17).

A continuacion, se mencionan algunas:

v La secrecion biliar: es sintetizada y secretada por el hepatocito a los
canaliculos biliares, que drenan al conducto hepético comun. A partir
de aqui, la secrecion puede ser vertida directamente al intestino a
través del colédoco, o puede ser desviada por el conducto cistico al
interior de la vesicula biliar, donde permanece almacenada hasta que
se utilice, este proceso ayuda a eliminar los desechos y a
descomponer las grasas en el intestino delgado durante la digestion
(18).

v" Produccién de proteinas plasmaticas: El higado es el érgano mas
importante para regular la sintesis de proteinas tales como (albumina,
fibrindbgeno y lipoproteinas del plasma), mediante ciclos de sustratos y
reaccion catalizada por activacion simultdnea de enzimas, las cuales
producen proteinas de manera rapida a concentraciones elevadas (18,
19).

v' Regula vias metabdlicas, entre las que incluyen el metabolismo de
carbohidratos, glucosa, lipidos y colesterol, de este se forman las
sales biliares, asi como la sintesis de urea a partir de iones de
amoniaco producto de la degradacion de proteinas y acidos nucleicos
(18).

v' Se encarga de la conversion del exceso de glucosa en glucégeno de
almacenamiento, el cual es el principal carbohidrato de
almacenamiento y se encuentra principalmente en el higado y en
menor proporcion en musculos (19, 20).

v" Regula los niveles sanguineos de aminoacidos, que son las unidades
formadoras de las proteinas (19).

v' Tiene la capacidad de distinguir las toxinas y otras moléculas extrafias,
ya que tiene un sistema de detoxificacién, donde los farmacos,
xenobidticos y toxinas son convertidos en moléculas facilmente
desechables por el rifion en forma de orina o por los intestinos en heces
(21).

v" Procesamiento de hemoglobina para utilizar su contenido de hierro(19).
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v" Proceso de la coagulacion sanguinea, sintetiza la mayoria de los
factores de la coagulacion, asi como sus inhibidores (22).

v' Conversion del amoniaco téxico en urea (compuesto eliminado
libremente en la orina), el ciclo completo de este proceso tiene una
localizacion exclusivamente hepética, siendo asi el higado es el 6rgano
principal de la eliminacidén de la toxicidad del amoniaco (23).

2.6 Factores que afectan el higado

En México, las enfermedades del higado son la sexta causa de muerte en la
poblacién(24) y afecta principalmente a la poblacion de entre 25 y 45 afios. Los
diversos factores de riesgo que causan estas enfermedades son: los virus de las
hepatitis siendo la mas frecuente la C, por ingesta cronica de alcohol y enfermedades
por higado graso no alcohdlico, las cuales se asocian con factores metabdlicos como
la obesidad, sindrome metabdlico y diabetes (25).

El consumo excesivo de alcohol es un factor que puede generar mas de 200
enfermedades y trastornos. Se asocia con el riesgo de desarrollar problemas
de salud como trastornos mentales y de comportamiento (25). Las
enfermedades producidas por este tipo de consumo afectan a casi todos los
tejidos y sistemas del organismo, el desarrollo de estas enfermedades
depende de la cantidad de alcohol consumido durante la vida de la persona,
influye la predisposicion genética y/o circunstancias ambientales como
malnutricibn o infecciones concomitantes (26). Los principales efectos
adversos del alcohol que llaman la atencidén clinica son los problemas
neurologicos, gastrointestinales y cardiovasculares, los cuales estan
relacionados con la concentracién del alcohol en sangre (27).

2.7 Efectos nocivos del alcohol

v' Desoérdenes cardiovasculares: hipertension, fibrilacion auricular,
aterosclerosis y miocardiopatias alcohdlicas, arritmias ventriculares
malignas (26, 28).

v' Trastornos neuropsiquicos: Deterioro cognitivo grave, incluida
demencia. Los tipos mas comunes de demencia relacionada con el
alcohol son el sindrome de Wernicke-Korsakoff y la enfermedad de
Marchiafava-Bignami (28).

v' Trastornos hematoldgicos: leucopenia, anemia, trombocitopenia,
mielodisplasia y leucemia aguda (27, 28).

v’ Sistema reproductivo: interrumpe el ciclo menstrual en las mujeres, asi
como la probabilidad de embarazo causando en los peores casos
infertilidad. En los hombres disminuye la fertilidad masculina, provoca
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atrofia testicular, disfuncion eréctil, reduccion del libido y la
disminucién de la testosterona (28).

v' Embarazo: anomalias congénitas, como restriccion del crecimiento,
alteraciones del sistema nervioso central y malformaciones estas
alteraciones en conjunto se conocen como sindrome alcohdlico fetal
(SAF) (26, 28).

v Sistema musculoesquelético: osteoporosis y fracturas osteoporoticas
(26, 28).

v Sistema nervioso: neuropatia periférica, como entumecimiento de las
extremidades, sensaciones de hormigueo y ardor, parestesias.
También atrofia cerebral y cerebelosa, encefalopatias (26, 27).

v' Aparato digestivo: Trastornos de motilidad esofagica, reflujo gastrico,
secrecion acida gastrica, efecto inflamatorio en la mucosa intestinal,
lesiones gastricas y duodenales, aumento de la permeabilidad
intestinal, lesiébn de Mallory-Weiss, inflamacion del pancreas que
puede provocar pancreatitis aguda (26, 27).

2.8 Consumo de Alcohol y el Alcoholismo

La organizacion mundial de la salud (OMS) calcula que hay un poco mas de 2 mil
millones de consumidores de alcohol en el mundo y que se consumen hasta 4.6%
litros de alcohol puro per capita por afio en México (29).

La estadistica de la secretaria de salud en 2020 como principales causas de
mortalidad a las enfermedades del corazdn, seguida de COVID-19, Diabetes
mellitus, tumores malignos, neumonia e influenza y en sexto lugar las enfermedades
de higado (24).

El etanol es un liquido claro, incoloro, volatil, inflamable, de infinita solubilidad en
agua y miscible en cloroformo y éter. En lo relacionado con su valor nutritivo, 1
gramo de alcohol aporta al organismo 7,1 Kcal, este aporte energético no se
acompaiia de un aporte nutritivo (30).

El consumo de esta sustancia puede describirse en términos de gramos de alcohol
consumido o por el contenido alcohdlico de las distintas bebidas, se estandariza en
forma de unidades de bebida estandar (31, 32). Segun lo reportado en las Normas
Oficiales Mexicanas Nom-142, un trago estandar contiene 13 gramos de alcohol
puro, se puede expresar con las siguientes bebidas alcohdlicas que seran
equivalentes a una bebida estandar: cerveza con 330 ml al 5% de Alcohol, copa de
vino con 140 ml al 12% Alcohol, jarro de pulque de 263 ml al 6.3% Alcohol, caballito
de tequila o mezcal de 43.5 ml al 38% Alcohol entre otros (33).

17

——
| —



2.9 Patrén de consumo del alcohol

Hay diferentes patrones de consumo de bebidas alcohdlicas, esto va a depender de
los gramos de alcohol consumidos y la frecuencia del consumo, la OMS describe
tres tipos de consumo (31, 32, 34).

v’ Consumo de riesgo: patron de consumo que aumenta el riesgo de
consecuencias adversas para el bebedor o para los demés. ElI consumo de
riesgo es importante para la salud publica a pesar de que el individuo aiin no
haya experimentado ningun trastorno. Consumo regular diario de 20 a 40 g.
de alcohol en mujeres, y de 40 a 60 g en hombres (31, 32).

v' Consumo perjudicial: aquel que conlleva consecuencias para la salud fisica
y mental, aunque algunos también incluyen las consecuencias sociales entre
los dafios causados por el alcohol. Consumo regular diario de mas de 40 gr.
de alcohol en mujeres y de méas de 60 g diarios en hombres (31, 32).

v' Dependencia o Alcoholismo: conjunto de fenémenos conductuales,
cognitivos y fisiolégicos que aparecen después del consumo repetido de
alcohol. Estos fendbmenos incluyen deseo intenso de consumir alcohol,
dificultad para controlar el consumo, persistencia del consumo a pesar de las
consecuencias perjudiciales, mayor prioridad al consumo frente a otras
actividades y obligaciones, aumento de la tolerancia al alcohol y abstinencia
fisica cuando el consumo se interrumpe. Generalmente implica ingesta diaria
de alcohol mayor a 50 gr. en la mujer y 70 gr. en el hombre por al menos 5
afios consecutivos, Es importante sefialar que el consumo de méas de 60
gramos de alcohol también produce dafios a la salud y es hoy uno de los
principales factores de morbilidad, discapacidad y mortalidad (24).

También se encuentran algunas condiciones no especificas de un patron de
consumo

v' Intoxicacion: estado transitorio de discapacidad funcional psicologica y
motriz inducida por la presencia de alcohol en el cuerpo. Intoxicacion no es
sinbnimo de consumo excesivo ocasional debido a que alguien con baja
tolerancia podria intoxicarse aun con bajas cantidades de etanol (31).

Consumo consuetudinario o de fin de semana (en inglés: binge drinking):
Consumo de grandes cantidades de alcohol por ocasion en poco tiempo. Es el
patrén tipico de adolescentes y jovenes corresponde a consumir 5 0 mas bebidas
alcohdlicas (70 gr) en hombres y 4 o méas bebidas (50 gr) en mujeres en
aproximadamente 2 horas (35).

La dependencia al alcohol es una enfermedad de herencia compleja heterogénea,
ya que multiples genes y alelos estan involucrados (36). Los hijos de padres
alcoholicos tienen 50% de probabilidades de heredar genes que los hacen
vulnerables al alcoholismo. Como por ejemplo la enzima deshidrogenasa alcohélica
(ADH), encargada de degradar el alcohol. La diferencia entre distintas isoformas de
una misma enzima es que algunos de sus componentes, llamados aminoacidos,
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son distintos. En consecuencia, hay una diferencia en el gen que contiene la
informacion para fabricar la enzima, diferencia que puede ser heredada del padre o
de la madre. A esta diferencia se le llama polimorfismo. Estos polimorfismos estan
en los genes y pueden heredarse. La isoforma de la enzima deshidrogenasa
alcohdlica con que nacié una persona es diferente de la isoforma que posee otra
persona (29).

Los factores genéticos tienen un papel importante en el consumo perjudicial de
alcohol y la dependencia. El analisis de estos genes comienza con el genotipado de
polimorfismos presentes en los genes en una muestra de pacientes y en individuos
control. La comparacion de la frecuencia de los alelos en los dos grupos (pacientes
y controles) permite esclarecer la existencia o no de un factor genético de riesgo o
de proteccién. En el alcoholismo se han estudiado genes como ADH y ALDH los
cuales estan implicados en la degradacion del alcohol. Se ha establecido que el
tiempo de permanencia del alcohol en el organismo influye en la vulnerabilidad al
alcoholismo ya que, si alguna de las enzimas encargadas de la degradaciéon del
etanol presenta una actividad mas baja de lo normal a consecuencia de un
polimorfismo genético, su eliminacién sera mas lenta, lo que puede prolongar su
actuacion. Por lo tanto, la existencia de variaciones alélicas de genes implicados en
el metabolismo del alcohol podria, en parte, explicar la susceptibilidad individual a
generar una conducta adictiva para el consumo (37).

Ademas, los individuos que empiezan a abusar del alcohol en edad temprana son
el grupo con mayor riesgo de desarrollar esta adiccion. Por qué los niveles altos de
alcohol en la sangre inducen alteraciones en el cerebro, en areas prefrontales, esta
parte del cerebro se ocupa de la planificacion y regulacion de la conducta y termina
de madurar hasta los 21 afios, como consecuencia antes de esta edad hay mas
sensibilidad a los efectos téxicos del alcohol (38, 39).

2.10 Desarrollo de la Enfermedad hepética por alcohol

El consumo perjudicial de alcohol a largo plazo conduce a una lesion hepatica, esta
lesion progresa en un orden sistematico. El espectro de esta enfermedad hepatica
alcohdlica (Figura 6), comprende esteatosis, esteatohepatitis alcohélica, fibrosis,
cirrosis y el desarrollo de hepatocarcinoma (40).

El etanol puede ocasionar en los hepatocitos una condicion de estrés en organelos
con cambios multifactoriales en la funcion hepatocelular que se acumulan durante
la exposicion al etanol (41).

Esteatosis: Se define como el depésito de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos
macro o microvesicular mayor a 5% del peso total del higado, siendo la consecuencia
de los cambios del metabolismo de los lipidos ocasionados por el alcohol y se
caracteriza por el depésito de vacuolas de grasa de distinto tamafio en los
hepatocitos, que se van uniendo hasta formar una gran vacuola sin membrana que
ocupa todo el citoplasma y desplaza al nucleo hasta la periferia de la célula (42, 43).
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Esteatohepatitis alcohdlica: Se caracteriza por el depoésito de lipidos, la presencia
de areas de necrosis celular con un infiltrado inflamatorio constituido por células
polimorfonucleares (PMN), de localizacion principalmente centrolobulillar y portal. En
estas areas de necrosis los hepatocitos son grandes con un citoplasma claro y en su
interior se observan cimulos de un material homogéneo, intensamente aciddfilo, de
limites irregulares y localizacion perinuclear, que reciben el nombre de cuerpos de
Mallory y estan constituidos por una agregacion de fibrillas de naturaleza proteica
(40, 43, 44).

Fibrosis: Depdsito progresivo de matriz extracelular en el parénquima hepatico que
incluye un aumento de la fibrogénesis y una disminucion de la degradaciéon. Se han
descrito varios estadios que van de FO a F4 este ultimo estadio es la etapa final de
la enfermedad, la cirrosis hepéatica (43). La biopsia hepatica se considera como el
meétodo estandar de oro para clasificar la fibrosis, en la actualidad los sistemas de
puntuacion mas utilizados para evaluar la biopsia hepatica son Knodell, Ishak y
Metavir. Actualmente el sistema de puntuacion Metavir es de las mejores opciones
para la clasificacion pues incluye una puntuacion dependiendo el grado de actividad
inflamatoria observada en la muestra, ademas de la proporcionada por la
estadificacion que representa la cantidad de fibrosis, considerando a FO: sin
cicatrices, F1: cicatrices minimas, F2: la cicatrizacion ha ocurrido y se extiende fuera
de las areas que contienen vasos sanguineos, F3: puentes de fibrosis extendiéndose
y conectandose con otras areas que contienen fibrosis y F4: cirrosis (45).

Cirrosis: Se encuentran nddulos de regeneracion rodeados de tejido fibroso que
reemplazan a la estructura lobulillar normal. En los estadios iniciales los nédulos son
uniformes y pequefos, de unos 3mm de didmetro, aunque en los estadios finales el
tamafio de los nddulos aumenta considerandose una cirrosis macronodular. La
cirrosis puede asociarse a lesiones de hepatitis alcohdlica que suelen ser mas
severas en la periferia de los nédulos de regeneracion (40, 43).

Carcinoma hepatocelular: Puede presentarse como un tumor unifocal, multifocal o
difusamente infiltrante. Todos los patrones demuestran un amplio potencial de
invasion vascular. Cuando precede de la cirrosis, el carcinoma hepatocelular surge
de la transformacién maligna de un nodulo regenerativo. Hay estimulacion para la
angiogénesis y el tumor recibe abundante vascularizacion arterial. El tiempo medio
de duplicacion tumoral es de aproximadamente 200 dias. Este tiempo disminuye
conforme aumenta el tumor. Con un tamafio de hasta 3 cm, se encuentra bien
diferenciado, encapsulado y tiene un bajo potencial de invasion de los vasos
sanguineos. Cuando alcanza un tamafo aproximado de 5 cm, el nédulo comienza a
perder diferenciacion ya a presentar invasion vascular microscopica adquiriendo
capacidad de generar metastasis (46).
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Figura 6. Historia natural de la enfermedad hepética alcohdlica. Desde la
esteatosis hasta la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (HCC).El porcentaje
representa a los pacientes que progresan de una etapa a la siguiente. La mayoria
de los pacientes con dependencia al alcohol desarrollan algin grado de esteatosis
hepatica. Si el abuso de alcohol persiste, la fibrosis hepatica se desarrolla
progresivamente, lo que finalmente resulta en cirrosis (40).

2.11 Metabolismo del alcohol

El etanol se absorbe en el tracto intestinal para ser transportado al higado, donde se
metaboliza el 90% del alcohol; del 2% al 10% restante se metaboliza en los pulmones
y rifiones (47). La capacidad metabdlica promedio para eliminar el alcohol es de
aproximadamente 170 a 240 gramos por dia para una persona con un peso corporal
de 70 kg. Esta capacidad es equivalente a una tasa metabdlica promedio de
alrededor de 7g/h, lo que se define como 1 bebida estandar por hora (2).

El etanol en el organismo se distribuye con facilidad en los medios acuosos en

comparaciéon con los lipidicos y puede acceder al torrente sanguineo desde la

cavidad oral, el es6fago, el estbmago, y los intestinos (48).

El metabolismo del alcohol se lleva a cabo por medio de procesos oxidativos, el
alcohol ingerido se convierte en acetaldehido, para el primer paso de este proceso,
hay tres sistemas que pueden intervenir:

21

——
| —


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alcohol-liver-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/steatosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/liver-cirrhosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-liver
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-liver
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/liver-fibrosis

2.11.1 Primer sistema del metabolismo por alcohol deshidrogenasa (ADH) y
(ALDH)

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) compuesta por isoformas (cADH y ADH
de clase | y clase lll), se encuentra en el citosol de los hepatocitos y se encarga de
oxidar el etanol que no entra a la circulacion sistémica a acetaldehido, este proceso
puede modular la toxicidad del alcohol ya que su eficiencia determina la
biodisponibilidad del alcohol. Para que cumpla su funcién requiere de un cofactor
relacionado con las vitaminas, el dinucle6tido de nicotinamida y adenina (NAD) para
aceptar los equivalentes reductores del alcohol, como resultado, el etanol se oxida
al producto acetaldehido y el cofactor de la vitamina NAD * se reduce al producto
NADH+H* (2).

El acetaldehido es catalizado por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH)
provocando que el acetaldehido se oxide a acetato, NAD * es el cofactor, y se reduce
a NADH. La mayor parte del acetato producto de la oxidacién del acetaldehido sale
del higado y pasa al torrente sanguineo y circula hacia los tejidos periféricos donde
se incorpora al ciclo de Krebs como Acetil CoA, que es una molécula clave para la
sintesis de colesterol, &cidos grasos, cuerpos cetonicos y finalmente se metabolizan
a dioxido de carbono (CO2) y agua (2).

2.11.2 Segundo sistema del metabolismo por citocromo P4502E1 (CYP2E1)

El microsomal de oxidacion del etanol (MEOS), un sistema inducible en el que
participa el citocromo P450 (CYP450), en la isoforma 2E1 (CYP2EL1), la transcripcion
de este gen se activa en condiciones de alto consumo de alcohol. P450 funciona
junto con otras enzimas microsomales como nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato en su forma reducida (NADPH) y P450 reductasa para cumplir su funcién que
es oxidar alcohol a acetaldehido (Figura 7) (2).

2.11.3 Tercer sistema del metabolismo por la catalasa

Los peroxisomas de la célula hepatica mediante la actividad de la catalasa, que
metaboliza el alcohol o acetaldehido a través de la peroxidacién, en presencia de
perdxido de hidrégeno, que luego se transforma en agua (47).

Cuando los tres sistemas del metabolismo del alcohol se encuentran activados,

la oxidacion del alcohol da como resultado la generacion de la molécula reactiva
acetaldehido y, como subproducto, moléculas que contienen oxigeno altamente
reactivas conocidas como radicales libres. Tanto el acetaldehido como los radicales
de oxigeno pueden interactuar con proteinas y otras moléculas complejas en la
célula, formando compuestos hibridos llamados aductos, que son productos
potencialmente téxicos resultantes de la descomposicibn o metabolismo del
alcohol. Los aductos pueden alterar las funciones de las proteinas, los lipidos y
promueven el dafio y la mutaciéon en el ADN, también pueden inducir respuestas
inmunitarias dafiinas como la formacion de neoantigenos y la inflamacion en el
higado lo que puede explicar el dafio en enfermedad hepatica alcohdlica (49, 50).
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Figura 7. Metabolismo oxidativo del alcohol. ADH: alcohol deshidrogenasa,;
CYP2EL1: citocromo P450 subfamilia 2E1; ALDH: aldehido deshidrogenasa (2, 47).

3 Genes de las enzimas metabolizadoras del alcohol

Varios estudios han buscado variantes polimorficas en enzimas que metabolizan el
alcohol para explicar la susceptibilidad a desarrollar alcoholismo, los resultados
dependen de los grupos étnicos estudiados (51).

ADH y ALDH son las principales enzimas responsables del metabolismo hepatico
del etanol, constituyen familias de genes que exhiben polimorfismos funcionales
entre las poblaciones, Los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs, por sus siglas
en inglés), son sustituciones de una base por otra en la secuencia de un gen, son
marcadores genéticos ideales en la busqueda de genes de susceptibilidad a una
enfermedad o genes que determinan la respuesta a un farmaco determinado(36).
También se han realizado estudios buscando la posible asociacion entre los
polimorfismos genéticos de CYP2E1 y el desarrollo de la enfermedad hepatica
alcohdlica (52).

Los polimorfismos de estos genes pueden tener un papel protector o indicar una
mayor susceptibilidad a la dependencia del alcohol, EI gen CYP2E1 puede facilitar
un mayor ingesta de alcohol o alterar el metabolismo del alcohol dando como
resultado dafio mitocondrial (51, 52).

Las contribuciones de las enzimas ADH y ALDH estan determinadas por los
respectivos parametros cinéticos, la composicion y el contenido de isoenzimas
tisulares y las concentraciones de etanol/ acetaldehido (4).
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3.1 Alcohol deshidrogenasa (ADH)

Los genes de la familia ADH humana estan ubicados en el cromosoma 4 (4g21) que
abarca aproximadamente 370 kilobases (kb). Es una enzima de 40kDa, dimérica
gue contiene zinc y es dependiente de NAD, pertenece a la familia de enzimas
deshidrogenasa-reductasas que catalizan la oxidacion del alcohol para producir
aldehido o cetona. Los miembros de la familia se han clasificado en cinco grupos,
denominados (ADH1-ADH-5), basandose en sus caracteristicas cinéticas y
estructurales (Tabla 2). En el higado se expresan las clases | y lll, siendo la clase |
la predominante con 3 isoenzimas (ADH1A, ADH1B, ADH1C) que presentan
homologia mayor al 80% en las secuencias (4, 47).Las isoenzimas ADH de clase |
a IV muestran propiedades cinéticas marcadamente diferentes para la oxidacion de
etanol (4).

La clase | tiene variantes alélicas comunes que se encuentran en los locus genéticos
ADHI1B el cual es de un solo aminoacido debido a los polimorfismos de un Gnico
nucleotido (SNP), Por otro lado, las variantes alélicas de ADH1C se diferencian por
dos aminoacidos por la doble separacion correspondiente de los SNP. Las
identidades posicionales de la secuencia de aminoacidos varian de 60 a 70% entre
clases y mas del 90% dentro de la clase(4). La distribucién de los polimorfismos
funcionales de los genes ADH1B y ADH1C muestra distinciones étnicas. El alelo
ADH1B*1 prevalece entre los caucasicos y los nativos americanos. ADH1B*2
predomina entre los asiaticos orientales, incluidos los chinos Han, los japoneses y
los coreanos, también es relativamente alto en filipinos, los malayos y los
aborigenes de Taiwan, Australia y Nueva Zelanda. ADH1B*3 se encuentra en
poblaciones negras y nativos americanos (4).

3.2 Prevalencia de las variantes alélicas de la enzima ADH en diferentes
poblaciones

ADH1B*1 su frecuencia es de aproximadamente 90% entre la mayoria de todas las
poblaciones del mundo, principalmente entre los caucésicos e indios americanos.
No se asocia con alcoholismo en México-americanos, en poblacion asiatica se
encuentra en sujetos alcohdlicos. En poblacion Otomi se presentd con una
frecuencia del 92.3% en alcohdlicos, lo cual se asocié con una alta capacidad para
metabolizar el alcohol consumido y tolerar altas cantidades (4, 52-54).

ADH1B*2 tiene aproximadamente 100 veces mas actividad catalitica para la
oxidacion de etanol que el alelo ADH1B*1. En México-americanos no alcohdlicos
se encuentra con una frecuencia baja del 4.3%, en poblaciones asiaticas del 90%,
y europeas 5%. En poblacion Otomi alcohdlica, Huicholes y mexicanos mestizos
hay una baja prevalencia con una frecuencia de 7.7%, 0% y 3.4% respectivamente.
Su prevalencia en pacientes cirréticos mestizos fue inferior al 2% (51, 52, 55).

ADH1B*3 se ha encontrado con una frecuencia del 4% en los nativos americanos y
2% en los México-americanos. Sin embargo, solo se asocia con la proteccion contra
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la dependencia del alcohol en nativos americanos y afroamericanos. No se ha
reportado asociacion con el desarrollo de cirrosis por alcohol (4, 56).

ADH1C*1 se ha reportado en poblacién asiatica oriental y en africanos con una
frecuencia del 90% se distribuye de manera similar que el alelo ADH1C*2 en
poblacién blanca (51).

ADH1C*2 tiene una frecuencia del 34.1% en México-americanos no alcohdlicos, en
caucésicos alcohdlicos de 44%, y en asiaticos de 5-8% (51).

Tabla 2.Familia de la enzima ADH involucrados en el metabolismo del alcohol

Enzima| Clase Variante | Composicion SNP Caracteristica | Vmax/Km
Gen alélica de la (Polimorfismos (U/mg/Mm)
subunidad de un solo
nucleotido)
ADH | TADHI1A aa 0.047
Alta
metabolizadora
ADH1B ADHIB*| B1B1 (Arg47, Arg369) [ de alcohol 12
Menor
actividad
ADHIB*2 B2p2 (His47, Arg369) catalitica 2.6
TADHIB*3 B3B3 (Arg47, Cys369) 0.06
No se ha
ADH1C ADHIC* (Arg271 e 1le349) descrito la
y1y1 (GIn271y actividad
ADHIC*2 y2y2 \Val349) catalitica
Il tADH2 LLALI 0.013
11 ADH3 XX
\Y ADH4 pp (o0) 0.19

La actividad enzimatica se determiné en 0,1 M de fosfato de sodio, pH 7,5y 25 A-|
C, que contiene 0,5 NAD+ y concentraciones variadas de etanol para ADH. Los
valores de Km mostrados son 0.5. Las Unidades de actividad enzimatica (U) se
expresan como NADH mol formado por minuto en las condiciones de ensayo (4).

3.3 Aldehido deshidrogenasa (ALDH)

La ALDH es una enzima tetramérica que oxida gran variedad de aldehidos alifaticos
como el acetaldehido, fundamentalmente en el higado. La ALDH se encuentra
practicamente en cualquier 6rgano, se sitla especificamente en los microsomas,
las mitocondrias y en el citosol (48, 56, 57).

La familia del gen ALDH humano consta de 19 miembros, entre los miembros de la
superfamilia, la ALDH2 es la enzima mitocondrial de 54 kDa, que cataliza de manera
mas eficiente el acetaldehido toxico. ALDH2 esta ubicado en el cromosoma 12
(12924.12), estd compuesto por 13 exones y tiene una longitud de
aproximadamente 44 kilobases. ALDH2 se expresa en el tejido adiposo y en el
higado, en él existen dos isoformas citosolicas y mitocondriales hepaticas (tabla 3),
también se expresan en rifién, pulmén, estbmago y piel (58, 59).
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Tres genes de isotipo de ALDH1 (ALDH1A1, ALDH1A2 y ALDH1AS3) estan ubicados
en los cromosomas 9q21.13, 15921.3 y 15026.3, respectivamente. ALDH1 se
expresa tanto en células madre como en células diferenciadas. Las proteinas
ALDH1, que se encuentran principalmente en el citosol celular en diferentes tejidos.
La ALDH1A1 citosdlica juega un papel en la oxidaciéon del acetaldehido y la
preferencia del alcohol. ALDH1B1, se expresa en altos niveles en el epitelio hepatico
e intestinal, es una isoforma de ALDH1 que demuestra una alta afinidad por el
acetaldehido y cataliza varios sustratos de la peroxidacion lipidica (58).

La secuencia de aminoacidos varia entre las familias en un 40% y en las subfamilias
en un 60%(56). La ALDH2*2 humana es la variante mas comun entre los miembros
del gen ALDH y se encuentra en aproximadamente 560 millones de personas que
representa un 8% de la poblacion mundial. El porcentaje positivo de ALDH2*2 varia
de una raza a otra, llegando al 40% en asiaticos y <5% en poblaciones europeas y
africanas (58).

3.4 Prevalencia de las variantes alélicas de la enzima ALDH en diferentes
poblaciones

ALDH2*1 en poblacion de México-americanos no se asocia con alcoholismo. Sin
embargo, en poblacion asiatica si se asocia con alcoholismo. Se encuentra en
poblacién Otomi alcohélica con una frecuencia del 100% y se relacionan con
dependencia al alcohol, pero no con enfermedad hepatica alcohdlica (51, 52, 54).

ALDH2*2 se encuentra en poblaciones de Asia oriental, aproximadamente con una
frecuencia del 70% en japoneses, chinos y coreanos pero muy rara vez en
poblaciones indigenas de México, Chile, Oceania, Caucéasicas y negras. Se
encuentra en nula frecuencia en México-americanos, Otomies, mestizos mexicanos
y en Huicholes similar con frecuencia de (0.5%). ALDH2*2 tiene poca actividad
catalitica, lo que provoca la acumulacion de acetaldehido en la sangre y los tejidos
después del consumo de alcohol (51, 52, 55).

Tabla 3. Familia de la enzima ALDH involucrados en el metabolismo del alcohol

Enzima| Clase Variante | Composicion SNP Caracteristica | Vmax/Km
Gen alélica dela (Polimorfismos de (U/mg/Mm)
subunidad un solo
nucleétido)
ALDH1Al
ALDH I (citosolica) Tetramero 19
Alta
ALDH2 Tetramero metabolizadora
Il [(mitocondrial)] ALDH2*| (E4) Glu487 de alcohol 3000
Menor
Tetramero actividad
ALDH2*2 (K4) Lys487 catalitica 3.6

La actividad enzimética se determiné en 0,1 M de fosfato de sodio, pH 7,5y 25 A-|
C, que contiene 0,5 NAD+ y concentraciones variadas de etanol para ADH. Los
valores de Km mostrados son 0.5. Las Unidades de actividad enzimatica (U) se
expresan como NADH mol formado por minuto en las condiciones de ensayo (4).
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3.5 Citocromo P4502E1 (CYP2E1)

La familia del CYP450 tiene como funcion principal el metabolismo de diferentes
xenobidticos que ingresan al cuerpo, como el alcohol; se divide en 44 subfamilias,
de las cuales la IIE es la mas importante en el metabolismo del alcohol. Esta
subfamilia se codifica por el gen de CYP2EL1 el cual tiene 9 exones ubicados en el
cromosoma 10 (10g26.3) y abarca 11413 pb. El gen CYP2EL codifica una enzima
de 56.9 kDa con capacidad de metabolizar farmacos, hormonas, toxinas
xenobidticas como el etanol. En el higado CYP2EL1 se expresa principalmente en el
reticulo endoplasmico de los hepatocitos, pero también se encuentra en las células
de kupffer (47, 60).

El gen contiene varios polimorfismos(Tabla 4), algunos de los cuales parecen
afectar a la expresion de la proteina. Podria incluso explicar la variabilidad en la
susceptibilidad a desarrollar alcoholismo o enfermedad hepética alcoholica (56).

Tabla 4. Polimorfismo del gen CYP2EL1 involucrados en el metabolismo del alcohol

Gen Cromosoma| Enzima de Silvestre|Heterocigoto|Mutante| Caracteristica
restriccion Sitio del alelo
mutante
Region Actividad

10 CYP2E1 |reguladora transcripcional
P4502E1(CYP2E1)[ 10g24.3 Rsa | 5 cl/cl cl/c2 c2/c2 mas alta
Actividad

alterada, no se
cree que afecte

CYP2E1 la transcripcion
Dra | Intrén 6 D/D D/C C/C genica
Mayor
susceptibilidad
CYP2E1 a desarrollar
Taqg | Intron 7 A2/A2 A2/ALl Al/A1 alcoholismo

Descripcién de los polimorfismos del gen P4502E1, pocision del gen, enzimas de
restriccion y el genotipo de cada una de estas. Las caracteristicas descritas son
respecto a las variantes alelicas de CYP2E1/Rsa |, CYP2E1/Dra ly CYP2E1/Taq |
(56).

3.6 Prevalencia de las enzimas de restriccion del citocromo
P4502E1(CYP2EL) en diferentes poblaciones

CYP2ELl Rsa | c1, se asocia a la dependencia del alcohol se encontré con una
frecuencia del 34.7% en alcoholicos México-americanos (51).

CYP2E1 Rsa | c2, tiene mayor actividad transcripcional, niveles elevados de
proteinas y mayor actividad enzimatica en comparacién con el alelo menos comun
(cl). Se ha reportado una frecuencia del 34.7% en alcohdlicos mexicanos y en
México-americanos no alcoholicos del 11.5%. Se ha asociado como un factor de
riesgo para el alcoholismo y enfermedad hepética. Se ha encontrado en diversas
poblaciones como asiaticos, con una frecuencia del 20-28%, en africanos y
caucasicos del 1-5%, espafioles 2.5% y nicaragienses 16.4%(51). En poblacion
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Otomi se ha reportado una frecuencia del 24% para alcohdlicos y 30% para no
alcohdlicos, en esta poblacién se dice que no influye este alelo en el desarrollo de
alcoholismo o enfermedad hepatica alcohdlica (52). En un estudio realizado en
Huicholes la frecuencia encontrada fue de 51.5% considerada la frecuencia mas
alta en todo el mundo para este alelo, y de 16.1% en mexicanos mestizos similar a
los reportado en México-americanos (55).

Dra | C. Se asocia con el riesgo a desarrollar alcoholismo en poblacion
japonesa.(51). Se reportd en Otomies alcohdlicos una frecuencia alta de 40% y no
alcoholicos de 25% lo que se asocia a un menor riesgo de desarrollar alcoholismo
en esta poblacion(52). En poblacién mestiza alcohdlica se reportd una distribucion
de 82% y en no alcohdlicos de 18% lo que sugiere una mayor susceptibilidad de
presentar alcoholismo, pues se ha asociado a su desarrollo (56).

Taq I, A1 Se encontr6 en poblacién México-americana no alcohdlica, con una
frecuencia de 16.8% pero no se encontré asociacion entre el alcoholismo y este
alelo. Wong en el 2000, realiz6 un estudio donde reporta una frecuencia menor de
4.9% en un grupo con enfermedad hepatica alcohdlica en comparacion con un
grupo sano de caucésicos que tenian frecuencia de 13.5%. En poblacion Otomi se
encontré una frecuencia de 41% en alcohdlicos y de 21% en no alcohdlicos y se
asocio con mayor susceptibilidad a desarrollar alcoholismo e incluso a generar
cirrosis, pero se necesitan mas estudios para determinar esto (51, 52, 54).

Los resultados de los estudios de la influencia genética sobre el alcoholismo estan
relacionados con SNPs en genes que codifican para enzimas involucradas en el
metabolismo del etanol. Si se logra reconocer la predisposicién en una fase precoz
de la enfermedad hepatica alcohdlica por medio de un perfil genético y/o patrones
de expresion génica particulares, se podria dirigir la intervencion en la prevencion
para el desarrollo de alcoholismo (36).
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4 Antecedentes

Se han realizado diversos estudios referente a los alelos de las enzimas
metabolizadores del alcohol, Tamiko Konishi y colaboradores en 2003, realizaron
un estudio de los alelos ADH1C*2 y CYP2E1 c2 en poblacién alcohdlica un grupo
de México-americanos comparandolos con Meéxico-americanos no alcohdlicos.
Como resultado mencionan que de los 101 sujetos alcohdlicos estudiados, 83
portan el alelo ADH1C*2 y/o CYP2EL1 c2, concluyen que estos alelos son los
principales factores de riesgo que contribuyen de forma independiente al
alcoholismo en la poblacion México-americana (51).

Montano y colaboradores en 2006 estudio a la poblacion Otomi (la ascendencia
Otomi se considerd con al menos tres generaciones previas, lengua indigena en su
habla, participan en los asuntos comunales del pueblo y en ceremonias religiosas
que residen en una comunidad rural), en el cual existe una alta prevalencia de
alcoholismo que incluye la ingesta ancestral de una bebida fermentada obtenida de
un agave local llamada pulque (52). En el estudio que realizaron encontraron alta
frecuencia para los alelos ADH1B*1 y ALDH2*1, lo cual se asocia con una mayor
capacidad para metabolizar el alcohol, esto puede conferir a los otomies consumir
mas alcohol y al mismo tiempo tolerarlo. También encontraron una frecuencia alta
de los polimorfismos del citocromo CYP2EL, principalmente en la variante Taq | A1,
qgue resultod significativamente diferente a lo reportado en caucasicos y México-
americanos, mencionaron que puede ser por la diferencia en el origen étnico. Los
otomies mexicanos expuestos al consumo de alcohol pueden ser mas susceptibles
a desarrollar dafio en el higado; por lo tanto, en &reas de nuestro pais, como Hidalgo
y Puebla, la frecuencia de cirrosis hepatica es, en ocasiones, hasta seis veces mas
alta que la que se presenta en otras poblaciones (52).

En 2010, Gordillo y colaboradores estudiaron una poblacion de Huicholes y los
compararon con los mestizos mexicanos. El primer grupo es considerado una etnia
indigena proveniente de una comunidad rural conocida como “Jesus Maria”,
ubicada en las montafias de la sierra madre occidental. En este estudio se menciona
la importancia de estudiar los grupos étnicos ya que representan una fuente de
informacion valiosa para comprender mejor la composicién génica mexicana y para
la implementacion de estrategias de salud para mejorar la calidad de vida. Como
resultado del estudio encontraron frecuencias casi nulas de los alelos ADH1B*2 y
ALDH2*2 en ambos grupos, por el contrario, estos alelos tienen alta frecuencia en
japoneses y chinos. También reportaron una frecuencia alta en el alelo CYP2E1
Rsa | c2 en Huicholes, que puede estar contribuyendo al problema de salud publica
de la presencia de cirrosis alcohdlica en México. Sin embargo, concluyen que deben
realizarse mas estudios sobre la prevalencia y asociacion de haplotipos para
conocer el papel de los polimorfismos de CYP2E1 y la poblacién mexicana debe ser
estudiada en subgrupos (55).
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5 Planteamiento del problema

Se ha reportado que varios polimorfismos en los genes que codifican para enzimas
metabolizadoras del alcohol como, ADH, ALDH y CYP2EL tienen una asociacién con
el alcoholismo y dafio hepatico relacionado con alcohol. Actualmente, en la poblacion
mestiza mexicana consumidora de alcohol y con alta prevalencia de cirrosis por
alcohol, se desconoce cudl es la participacion de polimorfismos genéticos en estas
enzimas en el desarrollo de la enfermedad hepatica alcohdlica.

Por ello, este estudio pretende identificar los polimorfismos de los genes de las
enzimas metabolizadoras de alcohol ADH1B, ALDH2 y CYP2E1(region promotora 5,
intrén 6 e intron 7) en sujetos mestizos mexicanos atendidos en Hospital General de
México con y sin dafio hepatico por alcohol, y asi identificar la relacion que existe
entre los polimorfismos de estas enzimas con el alcoholismo y la progresién del dafio
hepatico por alcohol.

6 Pregunta de investigacion

¢Los polimorfismos genéticos de las variantes alélicas de las enzimas
metabolizadoras de alcohol ADH1B*2, ALDH2*2, CYP2E1l*c2, CYP2E1*C vy
CYP2E1*Al estan relacionadas con la susceptibilidad al alcoholismo y al dafio
hepatico por alcohol?
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7 Hipotesis

Si los polimorfismos genéticos de las enzimas ADH1B, ALDH2 y CYP2E1 (region
promotora, intron 6 e Intrén 7) estan asociados con la susceptibilidad al alcoholismo
y al dafio hepatico por alcohol, entonces la frecuencia de las variantes alélicas
ADH1B*2, ALDH2*2, CYP2E1*c2, CYP2E1*C y CYP2E1*Al de estos genes se
encontraran en mayor frecuencia en los grupos de alcohélicos y cirréticos por alcohol
gue en sujetos sin consumo de alcohol.

8 Objetivo general

Evaluar los polimorfismos de enzimas metabolizadoras de alcohol ADH1B, ALDH2 y
CYP2EL1 (regidn promotora, intrén 6 e Intron 7) y su asociacion con el alcoholismo y
el dafio hepatico por alcohol en una poblacion de mestizos mexicanos cony sin dafio
hepético por alcohol.

9 Objetivos particulares

v" Analizar los polimorfismos de los genes de las enzimas metabolizadoras de
alcohol ADH1B, ALDH2 y CYP2EL (region promotora 5, intron 6 e intron 7) en
sujetos mestizos mexicanos

v Asociar los SNPs de las enzimas que participan en el metabolismo del alcohol
con alcoholismo y con la presencia o ausencia de dafio hepéatico por alcohol

v" Relacionar los SNPs de las enzimas que participan en el metabolismo del
alcohol con las variables clinicas y bioquimicas de pacientes con presencia o
ausencia de dafio hepatico por alcohol.
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10 Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio transversal donde se incluyeron pacientes entre 18 y 65 afios
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, especificamente del Servicio
de Gastroenterologia y del banco de sangre que cumplieron con los criterios de
inclusion.

A los sujetos que aceptaron participar en el estudio se les elabor6 una historia clinica
gue contenia la evaluacion del tipo de consumo de alcohol mediante una entrevista
personalizada que incluyo la cantidad y frecuencia de bebidas alcohodlicas y
cuestionarios como: AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test), Manual
Diagndstico y Estadistica de los Trastornos Mentales, Cuarta edicion (DSM-IV),
Craving (deseo de beber) (61).

Criterios de inclusion para controles

AUDIT < 8

Sin criterios de consumo de riesgo.

Aceptar participar en el estudio (Consentimiento informado por escrito).
No haber consumido alcohol las 24 horas previas a la toma de la muestra.
No tener alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepético.
Consumo de alcohol < 10 g/dia

ASANENENEN

Criterios de inclusion para alcohdlicos
AUDIT >8
e Criterios de alcoholismo (OMS):
e Consumo de alcohol diario por > 5 afios o consuetudinario
Hombres: > 70 g/dia
Mujeres: > 50 g/dia
Dependencia alcoholica (DSM-1V)
Sin datos clinicos ni bioquimicos de cirrosis hepética.
Aceptar participar en el estudio
No haber consumido alcohol 24 horas previas a la toma de muestra

Criterios de inclusién para cirréticos
s AUDIT >8
¢ Criterios de alcoholismo (OMS)
% Consumo de alcohol diario por > 5 afos:
Hombres: > 70 g/dia
Mujeres: > 50 g/dia
Dependencia alcohodlica (DSM-1V)
» Con datos clinicos y de gabinete de cirrosis hepatica
«» Aceptar participar en el estudio
No haber consumido alcohol 24 horas previas a la toma de muestra

X/
L X4

>

L)

L)

*0

/7
L X4

Criterios de exclusion
Para casos y controles:
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* No poder obtener la muestra de sangre

* Presentar alguna alteracién neuroldgica, psiquiatrica, antecedentes de
traumatismos craneoencefélicos con pérdida del estado de alerta.

* Hepatopatia o nefropatia de cualquier origen, excepto el grupo de casos con
dafio hepético.

* Neoplasias de cualquier origen

* Sujetos menores de edad o mayores a 60 anos.

+ Embarazadas o lactando.

Criterios de eliminacion.

Para casos y controles:
U Imposibilidad de realizar las determinaciones en las muestras de sangre
periférica.
O Que ya no desee participar en el estudio.
MATERIALES Y METODOS

Alcohélicos (OH)
Tipo de estudio Prospectivo, transversal Criterios de alcohclismo (OMS),
dependencia alcohdlica (DSM-1V), sin
estigmas clinicos ni bioguimicos de dafio

Poblacién hepatico
Mexicana-Mestiza HGM SHC
Completa
*BH
.. completa
cm;zzge Bs;;;’r:e “ES Cirréticos (CiOH)
QS Criterios de alcoholismo (OMS),
*PFH dependencia alcohélica (DSM-IV), con
*Perfil de estigmas clinicos y bioquimicos de dafio
Sujetos de 18-65 lipidos hepatico
akos *Tiempos de
coagulacién
*Panel viral
sUltrasonido Controles (CT)
AUDIT AUDIT<8, sin criterios de alcoholismo
Encue'__:,ta (OMS)
personalizada Analisis Sin alteracion en las pruebas de funcién
estadisticot de hepética (PFH)
Student bases sin dafio hepatico
de datos

Procesamiento de muestra

De cada paciente y sujeto control se obtuvieron 2 ml de sangre total, contenida en
tubos con EDTA, de los cuales se colocaron en microtubos (1ml por cada tubo).
Posteriormente con la sangre obtenida se realizé la extraccion de DNA.

Extraccion de ADN

Se utilizé la sangre almacenada de los microtubos, la técnica que se realiz6 fue
precipitacion por sales utilizando el kit comercial: BDTracTMGenomic DNA Isolation
kit: incluye BD-1, BD-2, BD-3 y BD-4.

A partir de 1ml de sangre total, se separ6 en dos tubos de 1.5 ml, 500 pl de sangre
previamente homogenizada, afiadiendo a cada tubo 500 pl de solucion BD1 y se
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mezcld por inmersion, posteriormente se centrifugé a 3000 rpm por 10 min. Retirando
lentamente el sobrenadante, se agregaron 500 pl de solucion BD2 y se resuspendio.
Se centrifugd a 3000 rpm por 10 min, retirando el sobrenadante lentamente, se
resuspendio el boton en 200 pul de solucion BD3 y se incub6 a 65° ¢ por un tiempo
aproximado de 20 min, transcurrido el tiempo de incubacion se le agrego 50 ul de
solucion BD4.

Nuevamente se centrifugé a 13000 rpm por 10 min y se colecté cuidadosamente el
sobrenadante, a ese sobrenadante se le adicionaron 600 pul de isopropanol frio, y se
mezcld por inmersion de 40 a 50 veces hasta que se observaron las hebras de DNA.
Ya que se visualizaron las hebras se centrifug6 a 3000 rpm por 10 min, descartando
el sobrenadante y lavando el DNA con 5000 pl de etanol frio al 70%, se continud
centrifugando a 13000 rpm por 5 min y se desecho el sobrenadante. Al finalizar se
resuspendio con agua estéril, de 100-500 pl.

El volumen de agua utilizado fue dependiendo el tamafio del boton obtenido, se
incubo a 65° C por 25 min y se cuantifico el ADN obtenido.

Cuantificacion de ADN

Una vez obtenido el ADN se utiliz6 el espectrofotémetro BioDrop para conocer la
absorbancia y concentracion. Esto nos permite saber la pureza del ADN, es decir si
contiene proteinas y en caso de contaminacion realizar mas lavados con etanol al
70% o si es necesario realizar nuevamente la extraccion de ADN. Se tomé en cuenta
una pureza del cociente A260/A280 con un valor de 1.8, valores menores de 1.8
indican contaminacion por proteinas y valores mayores de 2 contaminacién por fenol
(en esta técnica no se utiliza fenol).

Protocolo

1.- Se prendio el espectrofotometro BioDrop, y programo para acidos nucleicos en
especifico ADN

2.-Se coloco 1 pl de agua destilada para blanquear, el valor de la absorbancia fue
de 1.8 para el cociente A260/280.

3.- Se coloc6 1 pl del patron de referencia para ADN, y se verificd que la
concentracion fuera correcta.

4.- En caso de que en el paso 3 la concentracion no fuera la que ya se conoce, se
procedié a blanquear nuevamente y repetir el paso 3.

5.-Se coloco 1 pl de cada alicuota de ADN y entre cada lectura realizada se limpié
con una gasa para las muestras y después se limpié con la segunda gasa que era
la que contenia agua destilada.

6.- Finalmente se vaciaron los datos obtenidos del espectrofotdmetro en un archivo
de Excel y se analizaron para identificar la pureza que se obtuvo de cada alicuota
de ADN.

Integridad de ADN

Se realizaron geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio, se utilizo Tris-borato-
EDTA (TBE) 1x y como buffer de carga azul de bromofenol. Se corrieron los geles
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a 100 Volts durante 40 min, posteriormente se tomo una fotografia del gel utilizando
la cAmara Kodak EDAS 290.

Reaccion en cadena polimerasa (PCR)

Con las muestras de ADN, se realizo la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR en sus siglas en inglés) para amplificar las regiones polimérficas
de ADHB1, ALDH2 y CYP2El. Para la PCR se utilizaron oligonucleétidos
especificos para; ADH1B, ALDH2 y CYP2E1. Se amplificd una secuencia del gen
ADH1B que se encuentra en el exdn 3, usando como primers 5'-
AATCTTTTCTGAATCTGAACAG-3' y 3-GAAGGGGGGTCACCAGGTTGC-5', con
un producto de la reaccion de 100 pares de bases (pb), para el gen que codifica
ALDH2 se analiz6 una region que se encuentra en el exén 12, usando como primers
5'-CAAATTACAGGGTCAAGGGCT-3' y 3-CCACACTCACAGTTTTCTCTT-5' con
un producto de 124 pb. Para CYP2E1 se amplifico en 3 regiones, la primera fue
CYP2E1/Rsal que se encuentra en la regidon reguladora 5’ usando como primers 5'-
CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3'y 5-TTCATTCTGTCTTTCTAACTGG-3' que el
producto de la PCR tuvo un peso molecular de 413 pb, la segunda CYP2E1/Dral
que se encuentra en el introbn 6 usando como primers 5
TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3'y 5-GAGCTCTGATGGAAGTATCGCA-3' que
el producto tuvo un peso molecular de 996 pb, el ultimo CYP2E1/Taqgl que se
encuentra en el intrén 7 usando como primers 5' -GGGCTTTCATCTTCATTTCGA-
3'y 5'-CAAAATGTGGGCTTTCATCTG-3' que el producto fue de 154 pb.

Para la mezcla de PCR para ADH1B, ALDH2, CYP2E1/Rsal, CYP2E1/Dral y
CYP2E1/Taq |, por muestra se utilizé Buffer al 10X para la enzima Ampli Taq,
Cloruro de Magnesio (MgClI2) 25 miliMolar (mM), Oligonucleétidos especificos para
ADH1B, ALDH2, CYP2E1l Rsal, CYP2E1 Dral y CYP2E1 Tagl 10 mM, Dimetil
sulfoxido (DMSO), Desoxirribonucleétidos Trifosfato (ANTPs) 10 mM c/u, H20 y por
altimo la enzima Ampli Taq.

Tabla 5. Condiciones utilizadas para la PCR de ADH1B, ALDH2, Dral, Rsal y Taq|

Condiciones para PCR

Reactivos ADH1By| Concentracion Dral Concentracion Rsal Concentracion Taql Concentracion
ALDH2 final final final final

Buffer 3 uL 1X 2.5uL 0.84X 2.5uL 0.89X 25 uL 0.89X
(10X)
MgCl2 3 uL 2.5mM 1.5puL 1.27 mM 3 uL 2.6 mM 1.5uL 1.3 mM
(25mM)
Oligos 2.4 uL 0.8 mM 3L 1mM 3L 1mM 3L 1mM
(20mMm)
DMSO 5X 1.2puL 0.2X 1uL 0.16X 3uL 0.53X 1puL 0.17X
dNTPs (10 2.4 L 0.8 mM 2 uL 0.67 mM 2 uL 0.71 mM 2 uL 0.71 mM
mM c/u)

( 2 )

\ )




Enzima 0.2 uL 1 U/uL 0.2 uL 0.03 U/uL 0.2 uL 0.03 U/uL 0.2 uL 0.03 U/uL
Ampli Taq
(5 U/ul)
ADN 3puL | - 8 uL ---- 6 uL ---- 6 uL
H20 14.8 puL 11.3 8.3 uL 11.8
uL puL
Volumen 30 uL 29.5 28 uL 28 uL
final uL

En cada tubo eppendorf de 0.2 mL la mezcla de la muestra se metié en el
termociclador (Veriti 96 well de Applied Biosystem) por una hora cuarenta y cinco
minutos con una temperatura de alineamiento de 95°C (Figura 8).

El producto de la PCR se analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% a
120 Volts por media hora. Ya que transcurrio el tiempo se toma la fotografia con la
camara Kodak EDAS 290.

Figura 8. Ciclos de temperaturas de ADH1B, ALDH2, Dral, Rsal y Taq|

ADH y ALDH
1 HId 3 Tmp 35 ciclos 2 Holds
95 °C | 95 °C 72°C 72°C
53 °C 4.0
5:00 | 0:45 N— 100 | 1000 Se——
1:00
Dral, Rsal,Taql
1 HId 3 Tmp 35 ciclos 2 Holds
95 °C | 95 °C 72°C 72°C
55 °C 4.0
5:00 | 0:45 N—" 100 | 10:00  Se——
1:00

Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLPS)

Para los RFLPs se utilizaron los productos de PCR, primero para el gen ADH1B de
100 pb, el gen ALDH2 de 124 pb, CYP2E1 Rsal de 413 pb, CYP2EL1 Dral de 996 pb
y CYP2EL Taql de 154 pb. Se utilizé un ADN control.

Se utilizaron 5 enzimas de restriccion, la primera Mae 11l (Methanococus aeolicos),
fue para la ADH1B, que reconoce la region 5-GTNAC-3' y 3'-CANTG-5". Para la
mezcla de la digestion de ADH1B se utilizo por muestra 14 pl de Buffer 2X especifico
para Mae lll, 0.5 ul albimina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés) 10 mg/ml,
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0.5 pl de Mae 111 2 U/ul, en un tubo eppendorf de 0.6 ml se agregara 15 pl de producto
de PCRy 15 ul de mezcla, obteniendo un volumen final de 30 pl. Se dejo incubar por
4 horas a 55°C, en el termoblock (ThemoStal plus).

La enzima Mbo Il (Moraxella bovis) se utilizé6 para ALDH2, reconoce la region 5'-
GAAGA-3' y 3-CTTCT-5'. Para la mezcla de la digestion de ALDH2 se utilizé por
muestra 2.5 pl de Buffer 10X especifico para Mbo II, 0.2 yul de BSA 10 mg/ml, 10.1 pl
de H20 y 0.2 pl de Mbo Il 10 U/ul, en un tubo eppendorf de 0.6 ml se agreg6 12 ul
de producto de PCR y 13 pl de mezcla, obteniendo un volumen final de 25 pl. Se
dej6 incubar por 4 horas a 37°C, en el termoblock (ThermoStal plus).

La enzima Rsa | que fue para CYP2E1 en la region promotora, reconoce la region
5-GTAC-3'y 3'-CATG-5' en la posicion 1419 a 1831. La segunda enzima Dra | que
sera para el intrén 6 de CYP2E1 que reconoce 5-TTTAA-3'y 3-AAATTT-5"en el sitio
10154 a 11149, la tercera enzima Taq | que fue para CYP2EL en el intrén 7 que
reconoce 5-TCGA-3'y 3-AGCT-5' en la posicion 12,646 a 12799. Para la mezcla de
la digestion se utilizé por muestra 2.5 ul de Buffer 10X especifico para cada enzima,
0.2 pl de BSA 10 mg/ml, 10.2 pl de H20 y 0.2 pl de la enzima correspondiente 10
U/ul, en un tubo eppendorf de 0.6 ml se agregd 12 ul de producto de PCR y 13 pul de
mezcla, obteniendo un volumen final de 25 pl. Se dej6 incubar por 18 horas a 37°C,
en el termoblock (ThermoStal plus).

Tabla 6. Los resultados de las digestiones de las enzimas de restriccién

Enzimas de restriccién

Genotipo Mae Il Mbo
Silvestre hl = 100pb hl =124pb
Heterocigoto h1/h2 =100,63,35,28pb h1/h2 =124, 65,55pb
Mutante h2 = 63,35,28pb h2 =55, 65 pb

Enzimas de restriccion
Genotipo Rsal Dral Tagql
Silvestre cl = 350,63pb D = 996pb A2 =79,75pb
Heterocigoto | cl/c2 =413, 350,63pb D/C = 996, 572,306,118pb | A2/A1 = 154,79,75pb
Mutante c2 =413pb C =572,306,118pb Al = 154pb

Para documentar los resultados de la digestion se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 3.5% a 120 Volts por media hora.

——
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Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLPS)

[ Extraccion de ADN ]

Cuantificacion de
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| Digestién
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11 Analisis estadistico
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Andlisis estadistico
SPSS version 23
t de Student
X2
OR
Equilibrio de Hardy-
Weinberg
p<0.05

\

/

Para los resultados clinicos y bioquimicos se utilizo el programa SPSS version 11.
Se utiliz6 la prueba estadistica t de Student con una p<0.05, una X? para evaluar las
variantes genotipicas y las frecuencias alélicas. Para ver si la frecuencia estaba en
equilibrio se aplico la ley de Hardy-Weinberg.

——

38

'



12 Resultados

Se incluyeron 190 pacientes que cumplieron con los criterios de la OMS (>70 g por
dia en hombres y >50 gr por dia en mujeres por al menos 5 afios), con una edad
promedio de 48+11 afios y un IMC de 27+4 Kg/m2. En lo subsecuente los 190
sujetos alcohdlicos los referimos como pacientes. La poblacion control estuvo
conformada por 226 sujetos que no consumian alcohol o que consumian menos de
10 gr al dia con un AUDIT menor a 8, edad promedio de 37+£13 afios, y un IMC de
27+4 kg/mz2, Los pacientes se clasificaron en alcohdlicos (47) y pacientes cirréticos
por alcohol (143) de acuerdo con criterios clinicos y bioquimicos. La edad promedio
fue 46113 y 49111 afios respectivamente. Los gramos de alcohol por dia (gr OH/dia)
para los controles fueron de 3+3 mientras que para los alcohdlicos fue 307+£198 gr
y los cirréticos fue 315+235 gr. Los afios promedio de consumo de alcohol fueron
similares en ambos grupos (28 afos).

Las enzimas alanino aminotransferesa (ALT valores normales 15-41 U/L) y
aspartato aminotransferasa (AST valores normales 14-53). Las transaminasas
hepéticas, AST y ALT se encuentran en el citosol de los hepatocitos. Estas enzimas
son detectadas normalmente en bajas concentraciones en suero. Sin embargo,
cualquier proceso que altere la integridad de la membrana del hepatocito y
progresivamente induzca a necrosis, da como resultado la liberaciéon de estas
transaminasas encontrando concentraciones séricas mas elevadas. La ALT se
encuentra en todo el cuerpo humano, en el rifiébn, el miocardio, el musculo
esquelético, el cerebro, el pancreas, el bazo y los pulmones. Especificamente la
mayor concentracion tisular de actividad ALT se encuentra en el citosol de los
hepatocitos (62). AST también se ha utilizado como marcador de alguna lesién
hepatocelular, ademas de encontrarse en el higado, se produce en otros érganos
incluidos riflones, cerebro, el musculo miocardio y esquelético; el aumento en la
actividad de AST sin elevacion de ALT puede también indicar enfermedad cardiaca,
muscular o hepatitis inducida por drogas, por lo tanto, se ha cuestionado como
indicador de enfermedad hepatica y se le atribuye mayor significancia a ALT como
principal indicador de anomalias hepaticas (63).

La gama glutamiltranspeptidasa (GGT valores normales 7-50 U/L), en el higado la
GGT se encuentra en las membranas de los hepatocitos y en los microsomas de
las células, especialmente en las situadas alrededor de los conductos biliares. Ha
sido ampliamente utilizada como indice de disfuncion hepatica e indicador de
consumo de alcohol. Hay diversos factores que aumentan la GGT sérica, como
enfermedades hepatobiliares, el consumo cronico de alcohol y el uso de farmacos
inductores del sistema microsomal de los hepatocitos, estos con llevan a una mayor
produccion de radicales libres. Aunque los mismos productos de la reaccion de GGT
pueden generar por si solos la produccién de radicales libres, principalmente en
presencia de hierro. Las personas con GGT sérica elevada tienen una mayor
mortalidad, debido a la asociacién entre GGT y otros factores de riesgo; como
obesidad, diabetes, pancreatitis, insuficiencia cardiaca y traumatismos graves. Por
lo cual se considera como predictor independiente de riesgo de alta sensibilidad y
especificidad relativamente baja (64-66).
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La bilirrubina (Bl valores normales 0.0 a 1.0 mg/dL) es un compuesto enddégeno que
procede el catabolismo de la hemoglobina. La bilirrubina se encuentra en su forma
conjugada en la orina y es indicio de enfermedad hepatobiliar, debido a que la forma
no conjugada esta unida a la albumina, y no se filtra en el glomérulo normal. La
cuantificacion de ésta en el suero es importante para evaluar la funcion hepética.
Consiste en dos formas principales, una soluble en agua, conjugada o directa y la
otra soluble en lipidos, no conjugada o indirecta. El nivel sérico de la bilirrubina es
un factor util para pronosticar la enfermedad hepatica cronica, sobre todo en la
cirrosis biliar primaria y otras enfermedades colestéasicas, asi como la insuficiencia
hepatica. Para producir ictericia debe haber un nivel igual o mayor a 2-5 mg/dL. En
hepatitis alcohdlica aguda, una concentracion >5 mg/dL representa un mal
pronéstico, la magnitud del aumento de bilirrubina puede ser atil en cuanto al
prondstico en pacientes con hepatitis alcohdlica, cirrosis biliar primaria e
insuficiencia hepatica aguda (67).

La bilirrubina se ha considerado un producto de desecho no funcional y un signo de
enfermedades hepaticas incluso una sustancia potencialmente toxica. Pero
recientemente se ha reconocido que la bilirrubina no conjugada ejerce una fuerte
actividad antioxidante, asociado con un aumento del estrés oxidativo, una respuesta
inmune exacerbada y disfuncion metabdlica. Siendo utii como marcador de
diagnéstico de trastornos hepaticos y sanguineos (68, 69).

Se sintetiza y secreta alrededor de 10 g de albimina todos los dias de los
hepatocitos, cuantitativamente es la proteina mas importante que sintetiza el higado
en el plasma; ademas, es un indicador usual de la funcién hepética. A pesar de la
abundancia plasmatica de la albimina, la mayor parte no esta en circulacion, ya que
el 60% se almacena en el espacio intersticial. La concentracion de albumina
plasmatica es el resultado del equilibrio entre la sintesis de albumina, el intercambio
entre los compartimentos intravascular e intersticial, la degradacion de la albumina
por catabolismo y la pérdida renal o intestinal. La concentracion de albumina sérica
tiene importancia prondstica en la poblacién general, los niveles mas bajos de
albumina se asocian con una mayor mortalidad. La albumina se puede unir a una
variedad de sustancias, tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, como
consecuencia protege a las células contra la lesion mediada por oxidantes (67, 70).

Tabla 7. Datos demograficos y de laboratorio de sujetos alcohdlicos y controles

Pacientes 190
Controles | Alcohdlicos | Cirréticos | *p

Genero N (%) 226 47 143 0.001*
Hombres 121(54) 40(85) 130(91)
Mujeres 105(46) 7(15) 13(9)
Edad (afios) 37+13 46+13 49+11 0.05*
IMC (kg/m?) 27+4 27+4 27+4 N/S
AUDIT 2+2 28+7 2548 0.001*
gr de OH/dia 3+3 307+198 315+235 | 0.001*
ALT (UI/L) 29+1 30+2 7245 0.001*
AST (UI/L) 29+1 30+2 43+3 0.001*

40

——
| —



GGT (UIIL) 3814 5013 168+17 | 0.001*
BT (mg/dL) 0.80.3 0.90.4 4+0.5 0.001*
BD (mg/dL) 0.1%0.05 0.20.1 2+0.3 0.001*
Bl (mg/dL) 0.70.3 0.8+0.4 2+0.2 0.001*
AlbGmina 5:0.4 410.3 2+0.8 0.05*
(g/dL)

Datos expresados en media + D.E. Fueron estadisticamente significativos los valores de p<0.05. Se utilizé la
prueba estadistica t de Student.

RFLPs
A todos los sujetos incluidos en el estudio, se les realizo extraccion de ADN (véase
figura 9) de sangre periférica. Se amplifico la region de los genes a estudiar ADH1B,
ALDH2, CYP2E1/Rsal, CYP2E1/Dral y CYP2E1/Taql, fragmentos de restriccion de
longitud polimoérfica (RFLPS), el resultado permitio identificar los genotipos y alelos
para cada gen de cada patrticipante.

Gel de integridad de ADN

Banda de
ADN

Figura 9. Gel de integridad de ADN de 2 controles y 6 sujetos alcohdlicos. Gel de agarosa al 1%. Se utilizo la
camara de electroforesis Thermo EC MIDICELL® PRIMO™. La corrida fue a 80 volts por 40 min, se utilizé la
fuente de poder BIO-RAD PowerPac™ HC. La foto se tomé con la camara Kodak EDAS 290.

Electroforesis delos productos PCR de ADH1B y ALDH2

Mrcador
de S0pb

Figura 10. Electroforesis de los productos de PCR de ADH1B y ALDH2. Gel de agarosa al 2.5%. Se utiliz6 la
camara de electroforesis Thermo EC MIDICELL® PRIMO™. La corrida fue a 100 volts por 40 min, se utilizé la
fuente de poder BIO-RAD PowerPac™ HC. La foto se tomd con la camara Kodak EDAS 290. ADH1B amplifica
en 100 pb y ALDH2 en 124 pb. En la foto se puede observar del carril 1 a 10 productos de ADH1B vy del carril
11 a 20 productos de ALDH.
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Electroforesis de los productos PCR de CYP2E1/Rsal, CYP2E1/Dral y CYP2E1/Taq|l

P 2642 pb

750 pb
500 pb

250 pb

Figura 11. Electroforesis de los productos de PCR de CYP2E1/Rsal, CYP2E1/Dral y CYP2E1/Tagl. Gel de
agarosa al 2.5%. Se utilizé la camara de electroforesis Thermo EC MIDICELL® PRIMO™. La corrida fue a 100
volts por 40 min, se utilizé la fuente de poder BIO-RAD PowerPac™ HC. La foto se tomo con la camara Kodak
EDAS 290. CYP2E1/Rsal amplifica 413 pb, CYP2E1/Dral 996 y CYP2E1/Taql 154 pb. En la foto se puede
observar el carril 13,14,17,18,20,21,23 y 24 productos de Rsal, en el carril 8 y 9 productos de Dral y del carril 1
al 5 producto de Taq|!.

Electroforesis de los productos de RFLPs de ADH1B y ALDH2

Marcador
de 50 pb

150 pb

100 pb

50 pb

Figura 12. RFLPs de ADH1B y ALDH2 de alcohdlicos y controles. Gel de agarosa al 3.5%. La corrida se hizo
en la cdmara para electroforesis Thermo EC MIDICELL® PRIMO™ a 120 volts por 40 minutos, se utilizé la
fuente de poder BIO-RAD PowerPac™ HC. La foto se tom6 con la camara Kodak EDAS 290. En este gel se
puede visualizar el resultado de la digestion de ADH1B y ALDH2. El alelo 1/1 tiene un peso de 100pb, el alelo
2/2 tiene un peso de 63,38 y 28pb como las bandas de 38 y 28 estan muy juntas solo se aprecia una sola banda
y el heterocigoto 1/2 su peso es de 100, 63, 38y 28pb. En el caso de ALDH2 no se encontré ningun heterocigoto
y homocigoto al alelo. Asi que como la enzima no encontrd sitio de corte el producto queda del mismo peso,
124 pb. En el carril 1 se muestran un 2/2 de ADH1B, de los carriles 6 al 17 son1/2 deADH1B (estas son muestras
de controles). En los carriles 3,4,5y 18 son 1/1 de ADH1B. En los carriles 19 al 28 son 1/1 de ALDH2 (de la 19
al 23 son de controles y de la 24 a 28 son de alcohdlicos.

42

——
| —



Electroforesis de los productos de RFLPs de CYP2E1/Dral

<4——— 9% pb

572 pb

306 pb

118 pb

Figura 13. Electroforesis de los productos de PCR del gen CYP2E1 después de la
digestion con la endonucleasa Dral. El carril 1 indica homocigotos para el alelo D,
el carril 2 homocigotos para el alelo C y el carril 4 heterocigotos. Marcador de peso

molecular (carril 3).

Electroforesis de los productos de RFLPs de CYP2E1/Rsal

1 2 3 4 5

63 pb

AR

Figura 14. Electroforesis de los productos de PCR del gen CYP2E1 después
de la digestién con la endonucleasa Rsal. El carril 1 y 3 indica homocigoto
para el alelo c2, el carril 2 homocigoto para el alelo c1 y carril 5 heterocigoto.

Marcador de peso molecular (carril 4).




Electroforesis de los productos de RFLPs de CYP2E1/Taql

G

Figura 15. Electroforesis de los productos de PCR del gen CYP2E1 después
de la digestion con la endonucleasa Tagql. El carril 1 y 3 indica homocigotos
para el alelo A1, el carril 2 homocigoto para el alelo A2, y el carril 4 heterocigoto.
Marcador de peso molecular (carril 5).

ADH

En los controles se encontr6 presencia del alelo mutante ADH1B*2 con una
frecuencia del 5%, en los pacientes la frecuencia de este alelo fue del 0% dando
una diferencia significativa de 0.001. Entre los pacientes clasificados como
alcohdlicos y cirréticos no se encontraron diferencias en las frecuencias alélicas, ya
que todos los pacientes tuvieron el alelo de ADH1B*1. Se realizé la prueba de
Hardy-Weinberg para ver si las poblaciones estaban en equilibrio dando una
diferencia de 0.157, lo que indica que la poblacion esta en equilibrio (véase la tabla
8). Asi como un OR de 1.048 (1.019-1.075) no encontrando una asociacion de este
polimorfismo y el alcoholismo.

ALDH

Para ALDH2 en los controles se encontré la frecuencia del alelo mutante ALDH*2
en 1% de la poblacion, en los pacientes alcohdlicos, la frecuencia de este alelo fue
del 0%, obteniendo una diferencia de 0.35 siendo esta no significativa. Entre los
subgrupos de pacientes la frecuencia del ALDH*1 fue del 100%. La prueba de
Hardy-Weinberg fue de 0.43, demuestra que la poblacién esta en equilibrio (véase
la tabla 8).

CYP2E1

En el caso de los polimorfismos del Citocromo P450, el alelo méas frecuente de la
region promotora de CYP2E1/Rsal fue c2, 79% en los controles versus 16% en los
pacientes con una diferencia significativa de 0.001. El analisis de Hardy-Weinberg
fue de 0.426, esto quiere decir que la poblacion se encuentra en equilibrio. Entre los
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subgrupos la frecuencia fue de 16% y 15% respectivamente (véase la tabla 8). Asi
como un OR de 0.013 (IC 95% 0.005-0.034) encontrando una asociacion negativa
para este SNP y el alcoholismo. Lo que indica que poseer este SNP es protector
para desarrollar alcoholismo y cirrosis hepatica por alcohol.

Para CYP2E1/Dral el alelo mas frecuente fue C, con 82% en pacientes alcohdlicos
y 18% en controles con una diferencia significativa de 0.001. La prueba de Hardy-
Weinberg fue de 0.842, esto quiere decir que la poblacién se encuentra en equilibrio.
Se encontré una asociacion fuerte de OR 18.824 (IC 95% 10.51-33.58). Entre los
subgrupos la frecuencia fue de 80% y 79% respectivamente (véase la tabla 8), que
indica que la presencia de alelo C genera susceptibilidad o riesgo para desarrollar
alcoholismo y cirrosis hepéatica por alcohol.
Para CYP2E1/ Taql fue el alelo Al, con 18% en los pacientes y 13% en los
controles, obteniendo una diferencia no significativa de 0.51 (véase la tabla 8).
Mientras que entre los subgrupos la frecuencia fue de 15% para los alcohdlicos y
20% para los cirréticos obteniendo una diferencia significativa de 0.015. La prueba
de Hardy-Weinberg fue de 0.157, esto quiere decir que la poblaciéon se encuentra
en equilibrio. La presencia de este SNP en cirréticos indica que hay una mayor

susceptibilidad a desarrollar cirrosis hepatica si el paciente lo presenta.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de ADH1B, ALDH2, CYP2EL1 Rsal, Dral y
Taqgl de pacientes y controles

Frecuencia alé- HWE OR
Caracteristica No (%) genotipo lica (variante)
S Alelo P P IC-95%
mutante
ADHIB 1/1 1/2 2/2 2
Alcohdlico 190(100) 0(0 0(0) 0 <0.001 | 0.16 1.048
No alcohdlico 202 (91) 22 (8) 2 5 (1.019-1.075)
ALDH2 1/1 1/2 2/2 2
Alcohdlico 190 (100) 0(0) 0(0) 0 0.35 0.43 na
No Alcohdlico 225 (99.5) 1 (0.5) 0(0) 1
CYP2E1 Rsal clicl cl/c2 c2 c2
Alcohdlico 116(71) 45(27) 3(2) 16 <0.001 | 0.42 0.013
No alcohdlico 10(7) 39(28) 93(65) 79 (0.005-0.034)
CYP2EL1 Dral D/D D/C C/C C
Alcohdlico 7(5) 45(27) 112(68) 82 <0.001 | 0.84 18.824
No alcohdlico 100(69) 38(26) 7(5) 18 (10.51-33.58)
CYP2E1 Taql A2/A2 A2/A1 Al Al
Alcohdlico 129(70) 41(22) 14(8) 18 0.51 0.86 na
No alcohdlico 122(71) 41(24) 8(5) 13

Los resultados muestran el total y porcentaje. Se utilizé la prueba estadistica una X2 para evaluar las variantes
genotipicas y las frecuencias alélicas, HWE= Equilibrio de Hardy-Weinberg, na= no aplica.
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13 Discusién

Los datos muestran que el consumo cronico de alcohol es mayor en hombres que
en mujeres. Una posible explicacién para la mayor frecuencia de hombres
alcohalicos es la vulnerabilidad de las mujeres a los efectos adversos del consumo
excesivo de alcohol (71). Las diferencias entre individuos son por variacién en
proporcion de grasa y agua en sus cuerpos, asociada con un niamero menor de
enzimas para el metabolismo del alcohol. Las mujeres tienen un menor volumen de
distribucion de alcohol en comparacion con los hombres, principalmente por su
mayor porcentaje de grasa corporal (2), también interviene el metabolismo de primer
paso del alcohol, se sabe que la actividad de ADH es baja en alcohdlicos,
especialmente en las mujeres en comparacion con hombres (2).

Es notable la gran cantidad de alcohol que consumen los pacientes en comparacion
con los controles. Esto revela que la poblacion mexicana es una gran consumidora
de alcohol debido a la capacidad de metabolizar el alcohol a consecuencia de la
cinética enzimatica por su alta afinidad que confiere el alelo ADH1B*1 (72), los
mexicanos son grandes consumidores de alcohol comparado con otras
poblaciones, como los caucésicos y asiaticos del Este (73). En las pruebas de
funcion hepatica se observaron alteraciones en los pacientes con presencia de dafio
hepatico establecido, principalmente en las transaminasas que son indicadores de
dafo hepético.

Estudios realizados en diversas poblaciones indigenas mexicanas muestran una
baja distribucion del Alelo ADH1B*2. En estudios hechos con poblacion Otomi,
Huicholes y mexicanos mestizos la frecuencia del alelo ADH1B*2 es de 7.7%, 0%y
3.4 % respectivamente. Mientras que en pacientes cirréticos mestizos la frecuencia
fue menos del 2%(74, 75). ADH1B*2 se asocia con la proteccién contra la
dependencia del alcohol en los México-americanos (76). En poblacién caucasica la
distribucién de este alelo fue de menos del 5% (77). Mientras que en poblacion
latina es muy diversa (4, 77) en contraste con la poblacion asiatica de 90%. El alelo
ADH1B*3 se encontr6 en el 4% de los nativos americanos y el 2% de los
mexicoamericanos (este SNP no lo medimos), pero se asocid con la proteccion
contra la dependencia del alcohol sélo en los nativos americanos. Pero no se ha
encontrado asociacion con el desarrollo de cirrosis por alcohol. Por lo tanto, el alelo
ADH1B*1 confiere mayor capacidad catalitica para metabolizar el alcohol tanto en
poblacion indigena como mestiza y la presencia del alelo ADH1B*2 en poblacién
mestiza puede ser por la cruza entre espafioles e indigenas. Existe una probabilidad
del 5% que los sujetos que presenten el alelo ADH1B*2 desarrollen alcoholismo
(tabla 7). No se encontraron diferencias entre los alcohdlicos y los cirréticos por
alcohol.

La variante alélica ALDH2*2 se presenta en 16-24% de los chinos, japoneses y
coreanos, pero muy raro en la raza blanca y en las poblaciones de negros e indios
americanos(77-79). Al igual que en poblacion mexicana indigena (74, 80) y cirréticos
mestizos. Mientras que para Latinoamérica es muy variante (81, 82). La eficacia
catalitica es mucho mayor para las isoenzimas ALDH que para las enzimas ADH lo
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que indica que el acetaldehido producido a partir de etanol por ADH puede ser
eficientemente eliminado en las células.

Lo anterior puede conferir que la poblacion indigena, mestiza mexicana y caucasica
tiene una mayor capacidad de metabolizar el alcohol. Intentamos explorar si
estos polimorfismos genéticos en ADH y ALDH tendrian una relacion directa
relacionada con la susceptibilidad al alcoholismo, los resultados son negativos
porque tanto los alcohdlicos como los no alcohdlicos tienen un patron genético
similar para estas enzimas. Dando asi una mayor capacidad metabdlica de alcohol
como de acetaldehido.

En cuanto al sistema del citocromo P450 se sabe que es inducido por el alcohol a
través de mecanismos transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales,
se ha reconocido que el gen CYP2EL1 juega un papel importante en el desarrollo de
la enfermedad hepatica(83-85) y enfermedad pancreatica (86, 87), relacionado con
el consumo cronico de alcohol. La frecuencia de CYP2E1*cl es asociado con la
severidad de la enfermedad en fases terminales en poblacién mexicana, frecuencia
de este alelo fue del 71% en alcohdlicos. Mientras que el alelo CYP2E1*c2 es
asociado con una mayor actividad transcripcional de CYP2E1, incrementando la
actividad enzimética en comparacion con los no bebedores, lo que indica que puede
asociarse con un metabolismo de alcohol superior y, por lo tanto, muestran un
aumento de los niveles de acetaldehido después del consumo de alcohol,
ocasionando mayores efectos adversos hacia la tolerancia del alcohol en los sujetos
bebedores (65%)(88). Existe una probabilidad del 1% que los sujetos que presenten
el alelo CYP2E1*c2 desarrollen alcoholismo, considerdndose un alelo protector, los
resultados concuerdan con lo publicado. No se encontraron diferencias entre los
alcohdlicos y los cirroticos por alcohol.

La frecuencia de este alelo es variante, en asiaticos es de 20-28%, mientras que en
caucasicos es del menos del 5% asi como en africanos (77-79). En Latinoamérica,
en nicaragienses es del 16% mientras que en los colombianos es del 8.5% (4, 81),
comparando poblacién indigena mexicana la frecuencia es mayor en poblacion
Huichol (51.5%) mientras que los Otomies es del 30% (74, 75). La frecuencia del
alelo CYP2E1*D fue baja en los alcohdlicos (7%). Se ha sugerido que el alelo
mutante, CYP2E1*C, se asocia con un mayor riesgo de desarrollar alcoholismo en
la poblacion japonesa. Este alelo se encontré en mas del 60% de los alcohdlicos, lo
qgue nos dice que los sujetos que presentan este alelo pueden desarrollar
alcoholismo (tabla 7). No se encontraron diferencias entre los alcohdlicos y los
cirréticos por alcohol.

Existen muy pocos estudios en relacion con la frecuencia del alelo variante (Al) y
el metabolismo del alcohol (89, 90). El alelo CYP2E1*Al se ha informado en una
menor frecuencia en personas caucasicas con enfermedad hepatica alcohdlica (78,
79). En poblacion indigena Otomies la frecuencia de este alelo fue mayor en los
alcoholicos comparado con los no consumidores, los sujetos de este estudio son
similares a los México-americanos y caucasicos (74, 77-79). Al dividir al grupo de
alcoholicos en aquellos que presentaban dafio y sin dafio hepatico, se encontré una
diferencia significativa de este alelo (p=0.015).
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Este estudio nos permite entender un poco mas la participacion del alelo Al en el
desarrollo de la enfermedad hepatica por alcohol.

14 Conclusiones

La poblacion mexicana estudiada mostré bajas frecuencias de los alelos variantes
ADH1B*2 y ALDH2*2 en la poblacion alcohdlica y no alcohdlica. Estas variaciones
alélicas se caracterizan por su baja actividad catalitica, en contraste la poblacion de
estudio en ambos grupos presentd altas frecuencias para los alelos ADH1B*1 y
ALDH2*1, se puede considerar a la poblacion como alta metabolizadora de alcohol
y acetaldehido, como consecuencia los sujetos tienen pocos efectos adversos a
pesar de consumir grandes cantidades de alcohol. El alelo ADH1B*2 mostro
diferencias significativas entre los pacientes y controles, el grupo de pacientes
mostré una nula frecuencia.

En el caso de CYP2E1*c2 se encontrd una baja frecuencia en el grupo de pacientes,
lo cual puede asociarse como un alelo protector para el desarrollo de alcoholismo
en sujetos sanos que tengan este alelo.

La frecuencia del alelo CYP2E1*C se encontré en mayor porcentaje en alcohdlicos,
en presencia de este alelo se tiene una mayor susceptibilidad de presentar
alcoholismo, y por consecuencia con el desarrollo de la enfermedad hepatica.
Mientras que en CYP2E1*Al se encontré un porcentaje alto en cirréticos, esta
variante genera la susceptibilidad a desarrollar cirrosis por alcohol en la poblacion
gue la presenta.

En este proyecto se demuestra que, en la poblacion mestiza mexicana, hay una
relacion de las variaciones genéticas de las enzimas que metabolizan el alcohol con
un mayor metabolismo y en consecuencia mayor tolerancia, mientras que en
CYP2E1 los polimorfismos estas asociados con la susceptibilidad a desarrollar
alcoholismo y dafio hepético ocasionado por el consumo de alcohol, por lo que es
importante considerarlos como una herramienta de diagnéstico y prevencion.
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16 Glosario de términos

Areas prefrontales: La corteza prefrontal es laregion del l6bulo frontal del
encéfalo, también conocida como el “centro de la personalidad”. Es la porcion del
encéfalo que se desarrolla por completo en ultimo lugar, especificamente, al final de

la adolescencia.

Aterosclerosis: Endurecimiento de los vasos sanguineos, en especial de ciertas

arterias, por la formacién de ateromas.

AUDIT: Test de Identificacion de los Trastornos Debidos al Consumo de Alcohol, y
describe cémo utilizarlo para identificar a las personas con un patron de consumo

perjudicial o de riesgo de alcohol.
Canaliculos biliares: La bilis es secretada por los hepatocitos en canales delgados
llamados canaliculos, estos canaliculos desembocan en conductos biliares

interlobulillares.

Cavidad pleural: Espacio lleno de liquido que rodea los pulmones. Se sitia en

el térax, separando a los pulmones de las estructuras que los rodean.

Colédoco: Conducto principal de evacuacion de la bilis.

Conducto cistico: Es una porcion de la via biliar que conecta la vesicula biliar con

el conducto biliar extrahepatico.
Craving: Cuestionario que evalla el deseo o ansia por el consumo de drogas
Detoxificacion: Aludir a la neutralizacion y la eliminacion de toxinas (una sustancia

tdxica o nociva producida por un ser vivo).

DSM-IV: Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales.
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https://www.kenhub.com/es/library/anatomia-es/vision-general-de-la-anatomia-pulmonar
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EDTA: Sustancia quimica que se adhiere a los iones metalicos como el calcio,
magnesio, plomo y hierro. Es usado en medicina para prevenir los coagulos de

sangre y para extraer el calcio y el plomo del cuerpo.

Endotelio: El endotelio se puede definir como una monocapa que separa los tejidos

de la sangre

Enfermedades colestésicas: Grupo de enfermedades en las que el flujo biliar se

interrumpe por alteraciones en la secrecion o limitacion del flujo de la bilis.

Fibrilacién auricular: Es un ritmo cardiaco irregular y a menudo muy rapido

(arritmia) que puede provocar coagulos de sangre en el corazon

Infecciones concomitantes: Cualquier afeccion clinica padecida antes del

diagndstico de epilepsia y registrada en el momento del diagndstico

Mielodisplasia: Alteraciones que pueden ocurrir cuando las células productoras de

sangre en la médula 6sea se convierten en células anormales.

Perfusion vascular: Aporte o circulacion sanguinea, bien sea natural o artificial, a

un érgano o tejido.

RFLPs: Son un tipo de polimorfismo que resulta de la variacion en la secuencia de

ADN reconocida por las enzimas de restriccion.

SNPs: Los polimorfismos de nucleétido unico (“Single Nucleotide Polymorphisms”,
SNP) son la forma mas sencilla de polimorfismo genético ya que consisten en el
cambio de un so6lo nucleétido en el contexto de una secuencia genética. Se
distribuyen de manera heterogénea por todo el genoma y se encuentran tanto en

las regiones codificantes (exones) como no codificantes (intrones y region
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promotora) de los genes, asi como en las zonas del genoma en donde no asientan

genes conocidos (a veces llamado “ADN basura”).

Trabécula: Estructura alargada que, frecuentemente unida o entrecruzada con

otras, sirve de soporte a un érgano o atraviesa una cavidad.

Tractos portales: Filamentos o fasciculos de fibras que se hallan en la superficie o

en el espesor de una parte del organismo.

Transaminasas: Tipo de enzima que provoca la transferencia de una sustancia que
se llama grupo amino de una molécula a otra. Las transaminasas participan en

muchos procesos corporales, como la elaboracién de aminoacidos.

Tris-borato-EDTA (TBE): Es una solucion tampon que consista en la base de Tris,
el acido boérico, el EDTA, y el agua. Uso frecuente en los procedimientos que
implican al ADN, el ser mas comun electroforesis. Tris es un almacenador
intermediario eficaz para las soluciones levemente basicas, que mantiene al DNA 'y

solubilidad agua. El EDTA ata a los cationes bivalentes.

Xenobidticos: Son compuestos sintéticos y quimicos que fabrica el ser humano

con distintos fines.
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17 Anexos

AUDIT

Test de Identificacion de Trastornos por consumo de alcohol:

version de entrevista.

Lea |as preguntas 1al como estan esonies. Regsine las respuestas cuidadosamente. Empeece & suoim
dickendo sahora voy a hacerle algunas preguitas sobre su consumo de bebidas aloohdlicas durante el
dltirmo afios. Explique gué entiende por sbebidas alcohdlicase utilizando ejemplos tpioos coma ceneza,
ving, wodka, etc. Codifique las respuestas en tenrenos de consumiciones (sbebadas estandars). bangue b
cifra de |a respuesta aderuada en el recuadio de la derecha.

1. fCon gué recuencia consume alguna bebida
alcohalica?
{0} Munca (Pase & las preguntas 9-10)
{1} Una & menos vece 8 mes
{2} De 2 &4 vecss Al mes
(E)De 2 & 3 veced & |a semana
{4} 4 0 mAs veces & la Semana

[ ]

6. jCon qué frecuencia en o cursa del dlme abo ha
meecessiladn Deber en Syunas pans recuperarss
despuis de haber bebida mucha & dis anterics?
10} Munca
{1} Mencs de una vez al mes
12} Mersualments
13} Semanalments
14} A deario o casi a diario

[ ]

2. pCuanias consumiciones de bebidas alcobdlicas
fusle realizar en un dia de cormumo narmal?
1ol
LANERY
Z}5eb
(37, 8,09
{3} 10 & més

[ ]

7. fCon qué frecuencia en o cursa del dleme aibo ha
tendo remordimesnios o senlimientos de culpa
despuis de haber bebida?.
{0p Murca
{1} Mencs de una vez al mes
12} Mersualments
13} Semanalments
14} A deario o casi a diario

[ ]

3 ¢ Con qué frecuencs toma 6 o mds bebides
aleohalicas en un Sk dia?
10F Munca
{1} Ments de una vez al mes
12} Bersualmenle
13} Semanalmenle
14} A diario 0 casi a diario
Page & las preguatas 9 10 5 la suma
total e Las preguatas 2 y 3 = O

fCon gué frecuencia en & cursa del dltsms s no
ha podide recardar ke gue swuoedio la noche anbarior
pargue habia estado bebienda?
10} Munca

{1} Menos de una vez al mes
12} Mersualments

13} Semanalments

(4h A dhario o casi a diario

[ ]

4 sCon gué freceencia @n el curso del dlteno aifa ha
side incapaz de parar de beber una ver habia
empezada?

{0} Munca

{1} Mencs de una vez al mes
12} Bersualmenle

13} Semanalmenle

14} A diario 0 casi a diario

[ ]

9. jUsted o alguna alra persona ha resultada heride
porgue wsted habia bebido?

{0} Mo
{2} 50, peso no en &l cursa del ultime afo

{4} 5, &l alimo afia

[ ]

5 fCon gué freceencia en o curso del dltsno aibo na
pudks hacer o que s& siperabs de usled pangue
habia bedido?
10F Munca
{1} Mencs de una vez al mes
12} Bersualmenle
13} Semanalmenle
14} A dianio 0 casi a diario

[

10 jddgin familiar, amego, médicn o prodesional
danitann ha mostrads preociupacitn por L
consume de bebidas aleohdbcas o le han sugerido
que dee de beber?

{0} Wa
12} 5i, pero no en & curso de ultima ano
14} 5i, &l Glirmo afio.

[ ]

Reqistre k puntuacitn total squi |:|

5 I3 punluacidn Iotal e mayor gue o purdo de corte recomendads, consulte & Manual de Lisusnio
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DSM-IV
Criterios diagndsticos

Conteste las siguientes preguntas, respondiendo Sl o No segun sea el caso, en este ultimo afio
1. éConsidera que cada ocasidn que toma necesita ingerir mayor cantidad de copas para

sentirse bajo los efectos del alcohol?
2. Después de un tiempo de dejar o reducir el consumo prolongado en grandes cantidades
de alcohol, ¢Ha notado que tiene algunos de los siguientes sintomas?
Signo / Sintoma Si No

Sudoracion

Temblor distal de las manos

Insomnio

Nauseas o vomitos

Alucinaciones visuales, tdctiles o auditivas
transitorias o ilusiones

Agitacion

Ansiedad

Crisis epilépticas

¢Considera que sus periodos de consumo se han ido alargando en cantidad y tiempo?
¢Ha notado que una vez que empieza a tomar ya no puede parar?
¢Ha dejado de realizar sus actividades cotidianas por consumir alcohol?

I

¢Consume alcohol a pesar de haber tenido un problema fisico o psicolégico persistente u
ocurrente?

En este ultimo afio:
1. ¢El consumo de alcohol le ha impedido realizar sus actividades cotidianas?

2. ¢Por consumir alcohol ha puesto en peligro su integridad fisica?
3. ¢Hatenido problemas legales recurrentes por haber consumido alcohol?
4. ¢Ha tenido conflictos personales con familiares, amigos o vecinos a consecuencia del

alcohol?
¢Cumple criterios de abuso segun el DSM-IV? Si: No:
¢Cumple criterios de dependencia segun el DSM-IV? Si: No:

——
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CRAVING

Escala multidimensional de Craving de Alcohol (E.M.C.A.)

Durante la ultima semana:

Muy de
acuerdo
5 puntos

Bastante de
acuerdo
4 puntos

Ni deacuerdo ni
en desacuerdo
3 puntos

Bastantemente
en desacuerdo
2 puntos

Muy en
desacuerdo
1 punto

. He tenido ansias de beber

. Habria hecho casi
cualquier cosa por beber

. He deseado beber

. He podido controlar
completamente mi deseo
de beber

. Tomar una copa habria
sido ideal

. He estado pensando la
manera de ir a por una
bebida

. Beber hubiera sido
maravilloso

. He tenido muy a menudo
la mente ocupada con
imagenes relacionadas con
la bebida

. Las ganas de beber han
sido muy intensas

10.Me hubiera sentido mejor

si hubiera podido beber

11.He experimentado una vez

0 mas un intenso deseo de
beber

12.Aunque hubiese tenido la

oportunidad no hubiera
bebido

PUNTAIJE TOTAL:

PUNTAJE DESEO DE BEBER:

PUNTAJE DESINHIBICION:
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