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RESUMEN

POLIMORFISMOS DE CITOCINAS RELACIONADAS CON EL PROCESO DE
INFLAMACION Y SU ASOCIACION CON EL CONSUMO DE ALCOHOL

INTRODUCCION: En México, el consumo de alcohol riesgoso y potencialmente dafino
(CRDA) es frecuente entre los estudiantes de primer ingreso a la licenciatura. EI consumo de
alcohol agudo y cronico produce efectos diferenciales en la produccién de citocinas pro y
antiinflamatorias a nivel sistémico. Polimorfismos en las regiones reguladoras de los genes
de estas citocinas pueden favorecer o disminuir su expresion. OBJETIVOS. Determinar las
frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los genes: TNF alfa en las regiones -
238G/A 'y -308G/A, IL10 en -1082G/A, -819C/T y -592C/A y TGF beta en -509 C/T y +869
C/T y determinar su posible asociacion con el consumo excesivo de alcohol en una
poblacién mexicana de jovenes universitarios. MATERIALES Y METODOS. A 140
estudiantes voluntarios se les tomaron medidas antropométricas, y se les aplicaron los
cuestionarios AUDIT, Craving y CIDI para definir su consumo de alcohol. Se obtuvieron 97
controles y 43 consumidores que se clasificaron en abuso y dependencia y de los cuales se
extrajeron 20 mL de sangre periférica para biometria hematica y extraccion de ADN de
leucocitos, la genotipificacion se realizd por medio de la técnica reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). RESULTADOS. En la poblacién consumidora de alcohol como en la no
consumidora se encontr6 el polimorfismo que genera el productor intermedio de IL10, TNF
alfa y TGF beta. Entre los consumidores, el alelo A (bajo productor) de -1082G/A de IL10
fue mas frecuente en los sujetos con abuso, al igual que el alelo G (bajo productor) de TNF
alfa de -308G/A. No hubo ninguna asociacion de los haplotipos con el consumo excesivo de
alcohol. CONCLUSIONES. Los polimorfismos en los genes que regulan IL-10, TNF alfa 'y
TGF beta parecen no tener una asociacion clara con el consumo excesivo de alcohol,
posiblemente la influencia de otros factores podrian ejercer un papel en la segregacion de

alelos que podrian enmascarar la identificacién de polimorfismos en nuestra poblacion.

PALABRAS CLAVE: Alcohol, Polimorfismos, Citocinas.
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ABSTRACT

CYTOKINE POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH THE INFLAMMATION
PROCESS AND ALCOHOL CONSUMPTION

INTRODUCTION: In Mexico, risky alcohol consumption and potentially harmful (CRDA)
is common among the freshmen to graduate. Acute and chronic alcohol consumption causes
several effects on pro and anti-inflammatory cytokines production at systemic level.
Polymorphisms in the regulatory regions of these genes can enhance or decrease their
expression. OBJECTIVES: Determine the genotypic, allelic and haplotypic frequencies of
TNF alpha (-238G/A and -308G/A regions), IL10 (-1082G/A,-819C/T and -592C/A) and
TGF beta (-509C/T and +869C/T) and determine their possible association with excessive
alcohol consumption in a mexican population of young students. MATERIALS AND
METHODS: Anthropometric measurements were taken from a total of 140 volunteers
students, and questionnaires AUDIT, CIDI and Craving were applied to define the alcohol
consumption. 97 Controls were obtained and 43 consumers which were classified as abuse
and dependence, 20 mL of peripheral blood were taken from all participants for hematic
biometry and leukocyte DNA extraction, genotyping was performed by polymerase chain
reaction technique (PCR). RESULTS: In the drinkers population and non drinkers we found
the polymorphism that gives origin to the intermediate producer of IL10, TNF alpha and
TGF beta. Among consumers, the A allele (low producer) of -1082G/A IL10 was more
frequent in subjects with abuse, also the G allele (low producer) of TNF alpha of -308G/A.
There was no association of haplotypes with excessive consumption of alcohol.
CONCLUSIONS: Polymorphisms in genes that regulate 1L10, TNF alpha and TGF beta
seem to have no clear association with excessive alcohol consumption, possibly other factors
may play a role in the segregation of alleles that could mask the identification of

polymorphisms in our population.

KEY WORDS: Alcohol, Polymorphisms, Cytokines.
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INTRODUCCION

El consumo de alcohol a nivel mundial

Historicamente el consumo de alcohol forma parte integral de la vida diaria de muchas
sociedades. En 2002, la Organizacion Mundial de la Salud report6 que el alcohol constituye
uno de los 10 factores de riesgo mas importantes para la salud en paises desarrollados y en
vias de desarrollo, junto con el tabaco, la presion sanguinea, el colesterol, la obesidad, baja
ingesta de frutas y vegetales, inactividad fisica, drogas ilicitas, sexo inseguro y deficiencia
de hierro, siendo el consumo de alcohol el responsable de aproximadamente 9.2% de la
reduccion de afios de vida saludable en naciones al noreste de Europa, Centro y Sur de
América y paises del Este Asiatico (Tsukamoto 2007, Spanagel 2009). La ingesta de alcohol
per capita es alta en algunos paises europeos (10 litros de etanol puro al afio) en
comparacion con Norte América donde en la Ultima década el promedio fue 8.5 litros por

afio y México de 3-5 litros por afio (Spanagel 2009).

El Consejo Nacional de Alcoholismo y Dependencia de Drogas de Estados Unidos y la
Sociedad Americana en Medicina Adictiva han definido al alcoholismo como una
enfermedad crénica compleja en la que interactian factores genéticos, psicosociales y
ambientales que influencian su desarrollo y manifestaciones. Se caracteriza por la pérdida de
control sobre la ingesta de alcohol a pesar de las consecuencias negativas, distorsion del
pensamiento y de manera notable la negacion de la ingesta. Cada uno de estos sintomas
puede tener un curso continuo o periodico. Es una enfermedad grave, que puede ser

progresiva y llevar a la muerte (NIAAA).
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En los Estados Unidos el impacto socioeconémico y en la salud del consumo de alcohol se
estima en 185 mil millones de dolares anuales, costo que incluye tratamiento, enfermedades
asociadas con la ingesta excesiva, comorbilidades, crimenes, abuso maternal, cuidado
perinatal, apoyo federal en alimentos y pérdida de tiempo laboral. Otros costos econémicos
que no se han podido estimar son los relacionados con la violencia doméstica, el abuso

infantil o la pérdida de vida productiva (Harwood 2000).

El consumo de alcohol y sus complicaciones entre los estudiantes de educacién superior ha
sido identificado por el gobierno federal como un problema de salud publica mayor, que
aqueja a las universidades (US Department of Health and Human Services). Se ha estimado
que el consumo de bebidas alcohdlicas en las instituciones de educacion superior de ese pais
puede relacionarse anualmente con la muerte de 1,400 estudiantes, 500,000 lesiones,
600,000 agresiones fisicas y 70,000 agresiones sexuales (Hingston et al. 2002). Debido a
que se ha observado que la prevalencia del consumo de alcohol y problemas relacionados es
generalmente mayor en los estudiantes universitarios que entre los jovenes de la misma edad
que no son estudiantes (Johnston et al. 2003, Substance Abuse and Mental Health Services
Administration, Slutske 2004), se ha sugerido que la poblacién estudiantil de estos centros
de educacion superior es un grupo de mayor riesgo para el desarrollo de problemas

asociados al consumo de alcohol (Slutske 2004, Brower 2002).

El consumo de alcohol en México

En México, la investigacion cientifica sobre los patrones de consumo y el alcoholismo como
tal es muy reciente, ain cuando estos constituyen graves problemas de salud pablica en casi

todos los paises del mundo lo anterior se agrava en aquellos donde sus efectos se conjugan
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con graves retrasos econdémicos y sociales como es el caso de nuestro pais donde se calcula
que en la actualidad, el alcoholismo representa el 11.3% de la carga total de enfermedades
(SSA-INEGI ENA 2003). El 49 % de los suicidios y 38 % de los homicidios en el pais se
cometen bajo los efectos de las bebidas alcohdlicas, ademas el 38 % de los casos de lesiones
ocurren como resultado del consumo excesivo de bebidas embriagantes, particularmente
entre jovenes de 15 y 25 afios de edad, etapa de la vida en la que los accidentes ocupan la
primera causa de mortalidad. Los jovenes entre 15 y 19 afios de edad, sufren accidentes
automovilisticos relacionados con el consumo excesivo de alcohol que constituyen la
primera causa de defuncion concentrando el 15% de las muertes, los homicidios son el

14.6% y los suicidios el 6% de los fallecimientos (SSA-INEGI ENA 2003) .

El consumo de alcohol en jovenes universitarios de la Ciudad de México

En México el alcohol es una sustancia potencialmente adictiva que se utiliza con mayor
frecuencia por los jovenes, especialmente entre aquellos en edad de recibir una educacion
universitaria o superior. Segun la ENA del 2008, el 71.3 % de los jovenes entre 18-29 afios
ha consumido bebidas alcohdlicas al menos una vez en su vida, mientras que el 52.5 % lo ha

hecho al menos una vez durante el Gltimo mes.

Durante los altimos afios en México, la edad en la cual los hombres han consumido con
mayor frecuencia e intensidad bebidas alcoholicas se ha reducido de manera alarmante,
después de situarse entre los 30-49 afios de edad en 1988, disminuyd hasta encontrarse entre
los 18-29 afios a partir de 1998, rango de edad en el que los adultos jévenes en México
asisten a los centros de educacion superior (Medina-Mora et al. 2003, Medina-Mora et al.

2001, Medina-Mora et al. 2007).
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En cuanto al consumo de alcohol que excede los niveles seguros para las salud (>2 bebidas
estandar al dia en las mujeres o >3 bebidas estandar al dia en los hombres), el Observatorio
Mexicano de Alcohol y Drogas describié que en el afio 2003 el consumo de cinco copas 0
mas por ocasion afecté mas frecuentemente a los hombres (32 %) que a las mujeres (20.8%)
(Quiroga et al. 2003). Posteriormente, Mora-Rios et al. reportaron una prevalencia mayor
de dicho consumo 68 % para los hombres y 39 % para las mujeres es decir, tres de cada
cinco hombres y a una de cada cinco mujeres (Mora-Rios et al. 2005). Aunque problemas
metodoldgicos y sesgos de seleccidon en estas encuestas dificultan su interpretacion, sus
resultados sugieren que el consumo de alcohol, particularmente el Consumo Riesgoso y
Potencialmente Dafiino (CRDA) es comln entre los estudiantes universitarios de la ciudad

de México (Mora-Rios et al. 2005, Diaz et al. 2008).

El CRDA se define como un patrén de consumo de bebidas embriagantes que colocan al
sujeto en riesgo de desarrollar problemas de salud y/o que desemboca en complicaciones
fisicas y/o psicologicas (accidentes, victimizacion, violencia, dependencia al alcohol,
cirrosis hepatica, etc.). De acuerdo a un estudio realizado por el Departamento de Psiquiatria
y Salud Mental de la Facultad de Medicina de la UNAM en el 2008 (Diaz et al. 2008), en el
cual se estudié a una poblacion de 24,921 estudiantes aceptados al primer afio de la
licenciatura en las diferentes facultades de la UNAM en el area metropolitana de la Ciudad
de México, el cual empled como instrumento de tamizaje del CRDA el AUDIT con un punto
de corte en 8 y otro en 6, se encontré que el CRDA es frecuente entre los estudiantes de
primer ingreso a la licenciatura, especialmente entre los hombres de 20 a 25 afos de edad.
Se estimd la prevalencia de CRDA de acuerdo a las variables socio demogréficas y

familiares (edad, estado civil, persona(s) con las que el estudiante residia, estatus laboral,
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ingreso familiar mensual y nivel escolar del padre y la madre). Se encontré que cuando el
CRDA se definié por un puntaje en el AUDIT igual o mayor a 8 puntos, afecté a poco méas
de uno de cada 10 estudiantes, cuando se utilizé igual o mayor de 6 puntos el CRDA se

encontrd en uno de cada cinco estudiantes (Diaz et al. 2008).

Se observo que en los estudiantes de ambos sexos, el trabajar increment6 el riesgo de ser
afectado por el consumo de alcohol, particularmente aquellos que trabajaban un mayor
numero de horas, posiblemente debido a los efectos benéficos que confiere el trabajar como
incrementar el autoestima, la autonomia y la responsabilidad personal, ademas de estar en
contacto con comparfieros quizas de mayor edad y que posiblemente consumen niveles
elevados de alcohol. Un mayor ingreso familiar también increment6 el riesgo en ambos
sexos quiza dada la mayor disponibilidad monetaria destinada a la compra de estas
sustancias. En las mujeres pero no en los hombres un mayor nivel educativo tanto en el
padre como en la madre se relacion6 con un incremento en el CRDA, hallazgo que podria
ser explicado por el hecho de que en las familias con mayores niveles educativos, las normas
que regulan el consumo de alcohol serian menos tradicionales y més tolerantes del consumo

de alcohol entre las mujeres jovenes (Diaz et al. 2008).

Contrariamente el riesgo de ser afectado por este problema fue menor en los hombres y
mujeres que reportaron ser casados y en los y las estudiantes de mayor edad, quiza porque
estos se exponen con menos frecuencia a actividades de alto riesgo. Finalmente no se
observd influencia del parentesco o de la relacion de las personas con quien los estudiantes
residian. Otro dato importante fue que el CRDA se incremento en los estudiantes de ambos

sexos después de los 19 afios de edad, alcanzando su mayor frecuencia en aquellos de entre
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20 y 25 afios para posteriormente disminuir y alcanzar su nivel més bajo en los estudiantes

de 29 0 mas afios de edad (Diaz et al. 2008).

Esta relacion curvilineal entre la edad y la prevalencia de CRDA sugiere la presencia de un
fendmeno de “maduracion” conocido como “alcoholismo limitado por el desarrollo”, el cual
consiste que cuando los estudiantes maduran biolégica y psicoldgicamente, al mismo tiempo
que adquieren mas responsabilidades (escolares, familiares y/o profesionales), el consumo
problematico de alcohol declina (Zucker 1987) y solamente en el caso de un subgrupo de
estudiantes genética y ambientalmente predispuestos, el consumo de alcohol en niveles

excesivos persistiria durante el resto de la vida adulta (Diaz et al. 2008, Zucker 1987).

En los estudios que ha evaluado el consumo de alcohol en los estudiantes universitarios de
ambos sexos, consistentemente se ha descrito que en comparacion con las mujeres, los
hombres beben con mayor frecuencia e intensidad, experimentando mas frecuentemente sus
consecuencias negativas y sus complicaciones. En la mayoria de los estudios se ha
considerado el hecho de que las mujeres al tener mas tejido adiposo, menos agua, menor
cantidad de sangre en proporcién a su distribucion corporal y menor capacidad para
metabolizar el alcohol, bebiendo menos alcanzan niveles sanguineos de alcohol y de
intoxicaciéon similares a los de los hombres (Haseba et al. 2010), y que en general los
hombres tienden a experimentar con mas frecuencia consecuencias relacionadas con
conductas antisociales (discusiones, violencia, accidentes, dafio a propiedad ajena,
problemas legales y vandalismo) que afectarian al individuo e importantemente a las
personas en su entorno, mientras que en las mujeres es mas comun observar consecuencias

en el ambito privado y personal (desempefio académico deficiente, actividad sexual no

17



consentida, lagunas mentales, pérdida de la memoria, lesiones autoinflingidas, etc.) (Diaz et

al. 2008).

Efectos del alcohol sobre las funciones cognitivas en los jovenes.

El consumo de alcohol durante la adolescencia incrementa la probabilidad de desarrollar
desordenes por el uso de alcohol (AUD), debido a que los adolescentes responden a los
efectos del alcohol de manera distinta a los adultos, de tal manera que el cerebro de los
adolescentes exhibe una mayor sensibilidad a los efectos positivos del alcohol, (por ejemplo,
la facilitacion social, la busqueda de la novedad, el impulso de explorar, la toma de riesgos),
los cuales refuerzan o promueven la ingesta excesiva de esta sustancia, ademas de hacerlos
mas susceptibles a efectos neurodegenerativos de estructuras que regulan los sistemas de

control del comportamiento y la adiccion (Nixon et al. 2010).

Las bases neurobiolégicas responsables de esta sensibilidad incrementada involucran al
sistema de motivacion y recompensa mesocorticolimbico y la corteza prefrontal (PFC),
también llamado circuito limbico-motor (Nixon et al. 2010). Hasta ahora se sabe que los
reforzadores positivos naturales (comida, agua, sexo) y artificiales (drogas) promueven la
liberacion de dopamina (efecto que es pronunciado durante la adolescencia) desde uno de
los nucleos del tallo cerebral denominado &area ventral tegmental (VTA), el cual tiene
proyecciones hacia otro nucleo localizado en la parte basal y anterior del cerebro
denominado nucleo accumbens (NAc), y cuyas estructuras fueron identificadas en 1954 por
James Olds y Peter Milner como “los centros del placer”. Esta DA activa los receptores D1
de dopamina del NAc, los cuales son esencialmente excitadores, y tras un periodo, el D2 que

es inhibidor, regresa al NAc al estado anterior a la excitacion (Corinne et al. 2005). En el
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caso contrario, una baja liberacién de dopamina e incrementada expresion de los receptores
D2 puede crear un estado hipodopaminérgico, el cual reduce los efectos recompensantes del
alcohol y enciende circuitos cerebrales relacionados con la inhibicion del comportamiento
ante la presencia de alcohol. Dicho de otra manera, los receptores D2 modulan la motivacién
a beber alcohol, por lo que se ha pensado que el aumento de estos receptores podria jugar un

papel importante en los tratamientos contra el alcoholismo (Corinne et al. 2005).

Por el otro lado, asi como los adolescentes son méas sensibles a los efectos positivos del
alcohol, también son menos sensibles a los efectos negativos de dicha sustancia tales como
los efectos intoxicantes que produce, deterioro motor, al “hangover” (cruda), y sedacion la
cual recae sobre la neurotransmision GABAérgica, y los receptores GABA,, Las variaciones
en las respuestas de los adolescentes dependen de distintos factores como el género, la edad,

absorcion y metabolismo (Nixon et al. 2010).

Por altimo se ha visto que los adolescentes que retnen criterios diagndsticos para AUD,
presentan una reduccion importante en el volumen de la CPF y éarea hipocampal, a pesar de
pocos afios de consumo excesivo, areas que regulan el comportamiento impulsivo y la toma
de decisiones. Ademas de inducir neurodegeneracion, el alcohol agudo también puede
inhibir la neurogénesis adulta reduciendo la proliferacién de células tallo neurales y

reduciendo la sobrevida de neuronas recién nacidas (Crews et al. 2009).

Higado y alcohol

Ademas de las implicaciones sociales, el consumo cronico de alcohol puede afectar de
manera importante a otros drganos. En el higado puede provocar enfermedad hepética por

alcohol (ALD), la cual comprende una serie amplia de manifestaciones que abarca un
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amplio espectro, desde esteatosis o0 higado graso, el 35% de los bebedores crénicos llegan a
desarrollar hepatitis alcohdlica y entre 10 y 20 % cirrosis hepética, siendo el alcohol la
principal causa de cirrosis hepéatica en México (Méndez et al. 2009, Mendez-Sanchez et al.

2004).

Estructura Hepatica

El higado es uno de los primeros 6rganos que se forman en el embrién, proviene del
endodermo (de la parte anterior del tubo digestivo) (Si-Tayeb et al. 2010). Ocupa el
hipocondrio derecho, el epigastrio y una pequefia porcién del hipocondrio izquierdo, en el
hombre adulto pesa alrededor de 1,500 g y en la mujer 1,300 g, el higado de un recién
nacido pesa menos de 80 g, su coloracién es rojo obscuro (Aguirre et al. 1988, Stephen et
al. 1995). EIl higado humano estd cubierto por una cépsula fibrosa de tejido conectivo
(capsula de Glisson), consta de dos lébulos principales de tamafio semejante, el derecho y el
izquierdo, cada I6bulo tiene cuatro segmentos que se designan con nimeros romanos. En el
I6bulo izquierdo se encuentran los segmentos | a IV y en el derecho los segmentos V a VIII

(Aguirre et al. 1988).

El tejido hepético estd compuesto de parénquima y estroma, el parénquima hepético esta
formado por células epiteliales de origen endodérmico llamadas hepatocitos, en tanto que el
segundo es tejido conectivo de origen mesenquimatoso (Aguirre et al. 1988, Stephen et al.

1995).

A nivel histolégico, de acuerdo a la descripcién hecha por Kiernan desde 1833, el higado
estd constituido por formaciones diminutas que reciben el nombre de lobulillos y estan

separados entre si por tejido conectivo; en la periferia también se encuentran los espacios
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porta, que contienen cada uno un conducto biliar, una rama de la vena porta y otra de la
arteria hepatica (triadas portales). Estos lobulillos tienen forma hexagonal; estan compuestos
por una columna de hepatocitos dispuestas de forma radial alrededor de la vena
centrolobulillar, rodeadas por canales diminutos, conocidos como canaliculos biliares

(Aguirre et al. 1988).

El higado es el Unico 6rgano que recibe sangre de dos fuentes: el 15 % de la arteria hepética
que es portadora de sangre oxigenada y que se bifurca de la aorta y el 85 % de la vena porta
que drena la sangre del intestino la cual transporta sangre desoxigenada y cargada de
nutrientes. Las ramificaciones de estos dos vasos transportan la sangre a los capilares o
sinusoides hepaticos, donde los hepatocitos extraen el oxigeno, la mayoria de los nutrientes
y algunas toxinas. Los hepatocitos producen la bilis la cual contiene esencialmente agua,
acidos biliares, fosfolipidos, colesterol y pigmentos biliares, y la secretan en pequefios
canales llamados canaliculos biliares que se unen y recogen la bilis para almacenarla en la
vesicula biliar, posteriormente durante y despues de las comidas, la vesicula se contrae para
expulsar la bilis que entra al conducto cistico y luego al conducto principal o colédoco para

llegar al duodeno y ayudar a la digestién de las grasas (Stephen et al. 1995).

Funciones del Higado

Se han identificado méas de 5000 funciones vitales relacionadas con el higado (Stephen et al.

1995) entre las mas conocidas se incluyen las siguientes:

a) La produccion de bilis, que ayuda a la digestion de las grasas en el intestino delgado.
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b)

d)

f)

9)

h)

)

K)

Sintesis de proteinas plasmaticas (proteinas de fase aguda, albumina, proteinas de unién
a esteroides), factores de coagulacién (fibrindgeno, protrombina, proconvertina),
lipoproteinas.

Metabolismo de carbohidratos: conversion del exceso de glucosa en glucégeno de
almacenamiento (glucogénesis) que luego puede ser convertido nuevamente en glucosa
(glucogendlisis) para la obtencion de energia.

Metabolismo de lipidos: sintesis de colesterol, produccién de triglicéridos.
Procesamiento de la hemoglobina para utilizar su contenido de hierro (el higado
almacena hierro).

La destoxificacion de la sangre de compuestos xenobidticos como farmacos, alcohol,
nicotina, insecticidas, disolventes, etc.

Conversion de amoniaco toxico en urea (producto final del metabolismo proteico que se
excreta en la orina).

Regulacién de los niveles sanguineos de aminoécidos y otros compuestos quimicos.
Deposito de maltiples sustancias, como: glucosa en forma de glucdgeno, vitamina B12,
vitamina D, vitamina K, retinol, hierro, cobre.

Resistencia a infecciones mediante la produccion de factores de inmunidad (citocinas
proinflamatorias, quimiocinas) y la eliminacion de bacterias del torrente sanguineo.
Durante el primer trimestre del embarazo, es el principal érgano de produccion de
glébulos rojos en el feto. A partir de la semana 12 de la gestacion, la médula dsea asume

esta funcion.
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Pruebas de Funcién Hepatica (PFH)

El consumo crénico de alcohol puede generar un desbalance e interferir con los procesos
metabolicos de proteinas, grasas y carbohidratos y causar enfermedad hepatica alcohdlica.
La evaluacion de la funcién hepatica se realiza mediante la utilizacién de métodos directos
e indirectos que permiten identificar alteraciones en los procesos fisioldgicos que tienen
lugar en el higado. Dentro de estas pruebas de funcionamiento hepéatico (PFH) se encuentran
aquellas que reflejan i) lesion de los hepatocitos o conductos biliares, ii) aquellas que miden
la funcidn sintética del higado, y iii) las que evaltan la capacidad del higado para transportar
aniones organicos y depurar sustancias endogenas y exdgenas de la circulacion (Méndez et

al. 2009).

i) Marcadores enzimaticos de dafio hepatocelular: Dentro de este grupo se encuentran
las aminmotransferasas (ALT y AST), deshidrogenasa lactica (LDH), isocitrato

deshidrogenasa, sorbitol reductasa y glutamato deshidrogenasa.

a) Aminotransferasas

La enzima alanina aminotransferasa (ALT o TGP) y la aspartato aminotransferasa (AST o
TGO) son los indicadores de lesién hepatica mas utilizados y representan marcadores de
necrosis hepatocelular. La enzima AST se encuentra como isoenzima mitocondrial y
citosélica en varios tejidos como higado, corazén, masculo, rifién, cerebro, pancreas,
pulmones, células sanguineas, desde los cuales se libera a la circulacién cuando alguno de
los mismos sufre dafio, razén por la cual también aumenta su concentracion si hay lesiones
cardiacas o musculares o ambas. De aqui se deduce que no constituye un indicador
especifico de lesién hepatica. Por el contrario, la enzima hepéatica ALT se localiza en el
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citosol de las células hepéticas y se encuentra en forma normal en el higado en altas
concentraciones y se libera a la circulacion como respuesta al dafio hepatico, por lo que

representa un fiel indicador del mismo (Méndez et al. 2009).

Las aminotransferasas se presentan en altas concentraciones dentro de los hepatocitos, donde
catalizan la transferencia del grupo alfa amino desde sus respectivos aminoacidos hacia el
acido alfa cetoglutarato, lo cual da como resultado la formacion de acido alfa cetoglutarato y

piruvato mas glutamato.

El rango de normalidad en suero para AST se ubica entre 5y 40 UI/L y entre 7 y 56 UI/L en
el caso de ALT. A pesar de esto, es importante recalcar que la interpretacion de los valores
elevados de las mismas debe ir estrechamente ligada al cuadro clinico, ya que los valores de

dichas enzimas no reflejan la gravedad de las lesiones (Méndez et al. 2009).

La ALT puede llegara ser normal en el 50 % de los enfermos de cirrosis alcohdlica y la AST
es normal en 25 % de los casos. La relacion en suero de AST/ALT puede ser util para el
diagndstico diferencial. En las hepatitis alcohdlicas (con necrosis) este indice es
generalmente >1, mientras que en las hepatitis virales es generalmente <1 (Méndez et al.

2009).

En la mayor parte de los casos de dafio hepatico agudo, la relacion es menor o igual a 1. Una
relacion mayor a 2 con ALT < 300 U/L es indicio de hepatitis alcohdlica, y una relacion > 3
sefiala de manera categorica enfermedad hepatica. Este indice elevado puede resultar en
parte por la deficiente de piridoxina, lo cual se presenta con frecuencia en pacientes con

alcoholismo crénico
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b)_Deshidrogenasa Lactica (LDH)

Tiene poca especificidad diagndstica de padecimientos hepéticos; posee una amplia
distribucion tisular y se observan concentraciones séricas elevadas en casos de lesion en
musculo cardiaco o esquelético, hemdlisis, choque, infarto renal y dafio hepético agudo o
crénico. A menudo resultan aumentos moderados cuando hay trastornos hepatocelulares

como hepatitis virica y cirrosis (Méndez et al. 2009).

c)_Isocitrato Deshidrogenasa

Son enzimas citoplasmaticas especificas del higado, y los cambios en sus concentraciones se
asemejan a los que manifiestan las aminotransferasas aunque con menor sensibilidad

(Méndez et al. 2009).

d) Glutamato Deshidrogenasa

Es una enzima mitocondrial que se localiza en hepatocitos centrolobulillares. Tiene mayor
sensibilidad para sefialar hepatitis alcohdlica que las AST, pero no es (til para diferenciar

entre un higado graso y una hepatitits alcoholica (Méndez et al. 2009).

Entre los marcadores enzimaticos de colestasis se encuentran: la fosfatasa alcalina,
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT), nucleotidasa 5’ y aminopeptidasa de leucina (Méndez

et al. 2009).

ii) Pruebas que miden la funcion sintética del higado:

a) Albdmina
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Es la proteina mas importante que sintetiza el higado en el plasma, su vida media en suero es
de casi 20 dias. La concentracion sérica de esta proteina no es un indicador confiable de la
sintesis proteica ante enfermedad hepatica aguda, ya que la concentracion sérica refleja una
variedad de factores extrahepaticos como estado nutricional, integridad vascular, factores
hormonales, pérdida por la orina y por las heces. A pesar de sus limitaciones la albumina se
relaciona en forma directa con el prondstico de la enfermedad hepética crénica. Una
albimina < 3 g/dl, una vez excluidas las pérdidas o carencias, indica insuficiencia

hepatocelular (Méndez et al. 2009).

b) Tiempo de Protrombina (TP) y factores de coagulacion

El higado sintetiza los factores de coagulacion I (fibrindgeno), Il (protrombina), V, VII, IX,
y X. El TP se usa como valor pronéstico en los casos de sobredosis con acetaminofen y en

hepatitis alcohdlica aguda (Méndez et al. 2009).

iii) Pruebas que evaltan la capacidad del higado para transportar aniones organicos y

depurar sustancias enddgenas y exdgenas de la circulacion:

a) Bilirrubina (0.0-1.0 mg/dL)

La bilirrubina es un anion inorgéanico que procede del catabolismo de la hemoglobina. La
cuantificacion de esta en el suero es importante para evaluar la funcion hepética. Consiste en
dos formas principales, una soluble en agua, conjugada o directa, y una soluble en lipidos,
no conjugada o indirecta. Si los valores de la bilirrubina directa en bilirrubina total son < 20
% directa, sefialan dafio constitucional (enfermedad de Gilbert o sindrome de Crigler-Najjar)

0 bien estado hemolitico. Si la relacién es de 20 a 40 % directa entonces hay enfermedad
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hepatocelular. Si la relacion es 40 a 60 % directa, entonces hay tanto enfermedad de tipo
hepatocelular como obstruccion extrahepatica. Cuando la relacion es 50 % directa hay
indicios de obstruccion extrehepética en lugar de enfermedad hepatocelular (Méndez et al.

2009).

La concentracién de bilirrubina es significativamente mas alta en el género masculino que
en el femenino, pero no es un indicador sensible de disfuncion hepatica. Para producir
ictericia clinica debe haber una concentracion igual o mayor a 2.5 mg/dL (Méndez et al.

2009).

Marcadores de alcoholismo

Los marcadores de alteracion de la funcion hepética son Utiles para sefialar la causa de la
enfermedad hepética, valorar la gravedad del dafio, formular el pronostico y evaluar la
eficiencia del tratamiento, sin embargo estos presentan algunas desventajas debido a que
presentan baja sensibilidad, especificidad y poder pronéstico, ya que pueden resultar
anormales en algunos trastornos que no se correlacionan con dafio hepatico (ej. insuficiencia
cardiaca, sepsis, infecciones como brucelosis, entre otros), por lo que no son especificos de
alcoholismo, por esta razon se ha tratado de encontrar biomarcadores méas sensibles y
especificos cominmente usados de la ingesta de alcohol como: transferrina deficiente de
carbohidratos (CDT), la combinacion de GGT y CDT, volumen corpuscular medio de
eritrocitos (VGM) vy el cociente AST/ALT (Das et al. 2008). Entre los nuevos
biomarcadores no usados todavia en la préctica clinica estan: fosfatidiletanol, esteres de
acidos grasos, etil glucuronido, é&cido sialico y aductos de acetaldehido, el 5-

hidroxitryptophol, etil sulfato, AST mitocondrial, beta hexosaminidasa, existen otros menos
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conocidos como acetato, metanol, acido alfa amino butirico, dolicol (Waszkiewicz et al.

2010).

Relacion AST/ALT: En la enfermedad hepatica alcohdlica habitualmente hay una
elevacion desproporcionada de AST en relacion a la ALT, con una relacion
habitualmente mayor a 2 (Méndez et al. 2009).

GGT: Los niveles normales de GGT se encuentran entre 8-78 U/L. Frecuentemente
hay elevaciones de la GGT en las personas que beben alcohol en exceso, sin
embargo, este hallazgo no es especifico, ya que otras enfermedades hepaticas pueden
producir elevaciones de la GGT (en particular las enfermedades colestasicas), al

igual que el consumo de muchos medicamentos (Méndez et al. 2009).

Volumen corpuscular medio (VCM): La macrocitosis, expresada como aumento de
los eritrocitos es otro marcador de ingesta excesiva de alcohol cuando se encuentra
por arriba de las 99 micras, sin embargo su sensibilidad es baja (40%) (Méndez et al.

2009).

Metabolismo del Etanol

El etanol o alcohol etilico es el constituyente fundamental de las bebidas alcohdlicas las

cuales son basicamente de dos tipos: Bebidas fermentadas: Son las obtenidas por el proceso

de fermentacién a partir de un mosto abundante en azlcares, ejemplo, sidra, cava, vino,

cerveza, y su grado de alcohol puede oscilar entre 5y 15 grados. Bebidas destiladas: Se

obtienen mediante un proceso artificial de destilacion, lo que aumenta su concentracion de

alcohol puro. Ejemplo, ginebra, ron, whisky, vodka, anis, cognac, aguardiente, licores

afrutados. Su grado de alcohol oscila entre 17 y 45 grados.
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El grado de alcohol o graduacion alcohodlica de una bebida esta indicado en su etiqueta y
representa la concentracion o porcentaje (%) de etanol que contiene. Cuando se habla de que
un vino tiene 12° de alcohol, lo que quiere decir es que en un litro de ese vino hay 120 ml de

alcohol puro.

Aunque la mayoria de las personas consume alcohol en alguna cantidad, s6lo algunas llegan
a desarrollar dafio en el higado. Al ingerir alcohol, este pasa a lo largo del esdfago, llega al
estdbmago, ahi se absorbe una pequefia parte y luego ingresa al intestino delgado, donde la
mayoria del alcohol entra al torrente sanguineo. La sangre lo distribuye a todas las partes del
cuerpo y se absorbe en los tejidos en proporcién a su contenido de agua, afectando de forma

especial al cerebro (y por tanto al comportamiento de las personas) y al higado.

El nivel maximo de alcohol en sangre se alcanza entre los 30 y 90 minutos desde que se
ingiere la bebida. Su eliminacidn cuesta méas tiempo, aproximadamente 8-10 horas, pudiendo
mantenerse hasta 18 horas después de haber sido ingerido. Entre el 2 y el 10 % se elimina
sin sufrir modificaciones en la orina, las lagrimas, el sudor y especialmente por el aire
expirado, constituyendo la base de la utilizacion de los etilometros o alcoholimetros (la
concentracion de alcohol en el aire expirado es proporcional y constante a la concentracion
presente en la sangre). Mas del 90% del etanol ingerido se elimina por el metabolismo
hepatico a través de tres sistemas enzimaticos: en primer lugar por la enzima Alcohol
Deshidrogenasa (ADH) presente en el citosol de los hepatocitos (Haseba et al. 2010,
Kohnke 2008, Konishi et al. 2003), posteriormente el sistema oxidativo microsomal
(MEOS) presente en los microsomas hepaticos y que comprende al citocromo P450

(CYP2EL) y la catalasa presente en los peroxisomas, estos tres sistemas convierten el etanol
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en acetaldehido, el cual es un metabolito reactivo que por si mismo puede producir dafio

hepatico (Savolainen et al. 1997, Konishi et al. 2003).

Por ultimo la enzima Aldehido Deshidrogenasa (ALDH) convierte el acetaldehido en
acetato el cual pasa al torrente sanguineo y a los tejidos donde se incorpora al ciclo de Krebs
en forma de acetil coenzima A y es metabolizado a diéxido de carbono y agua y puede mas
facilmente ser eliminado por la orina o se convierte en productos intermedios como cuerpos

cetonicos y &cidos grasos (Agarwal et al. 1989, Zintzaras et al. 2006) (Figura. 1).

NADPH + H* OH
+ 02 A [ C E1

CHaCH,OH -
etanol {

| \ acetaldehido v
NAD* NADH + H* Y 40
CHaC
NoH
acido acetico

Figura. 1. Metabolismo hepético del etanol a través de tres sistemas enzimaticos que
convierten el etanol a acetaldehido y el sistema de la ALDH que lo convierte a acetato.

Se ha estimado que la capacidad del higado para metabolizar alcohol es de
aproximadamente 120-150 mg/Kg/hora, o sea 200 a 240 g/ dia para una persona de 70 kg, y
se ha calculado que puede llegar a ser hasta 370 g/dia en individuos alcoholicos crénicos. El
factor limitante en la oxidacién es la conversion de etanol en acetaldehido por la ADH que

tiene una constante de Michaelis-Menten (Km) baja de 0.05-0.1 g/L (Norberg et al. 2003).
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Las diferencias en la capacidad del metabolismo del etanol dependen en cierta medida de la
cantidad de enzimas metabolizadoras presentes en el higado que varia entre las personas, el
género, la composicién corporal, el vaciamiento gastrico y variaciones en la proporcion de

agua y grasa de cada persona (Haseba et al. 2010, Norberg et al. 2003).

Cuando la cantidad de alcohol ingerida es excesiva, la velocidad con que el higado puede
metabolizarlo es superada, entonces el nivel de alcohol se eleva en la sangre produciendo

diversos efectos en el organismo dependiendo de su concentracion en este fluido (Tabla 1).

Concentracion de alcohol Efecto que produce en el organismo

en sangre (g/dl)

0.05 Desinhibicion y facilita las interacciones sociales.

0.10 Dificultades al hablar

0.20 Euforia y deterioro motriz

0.30 Confusion

0.40 Letargo

0.50 Coma

0.60 Pardlisis respiratoria y la muerte, por ser un depresor del Sistema

Nervioso Central, deprime el ritmo respiratorio, el ritmo cardiaco y

los mecanismos de control del cerebro.

Tabla 1. Concentracion de alcohol en sangre y sus efectos asociados.

Patrones del consumo de etanol

Los estudios epidemioldgicos han determinado que se requiere de una cantidad minima de
ingesta de alcohol para el desarrollo de enfermedad hepatica alcohdlica. Por tal motivo, en la
literatura se han tratado de establecer algunos conceptos para delimitar lo que es un consumo

moderado, excesivo, dependencia y abuso a fin de lograr identificar un patron de consumo.
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El Instituto Nacional de Abuso de Alcohol y Alcoholismo (NIAAA) define una ingesta
moderada de alcohol como el nimero promedio de bebidas consumidas diariamente que
pone a la persona en un riesgo bajo para presentar problemas relacionados con el alcohol. El
nimero de bebidas al dia que define una ingesta moderada es de por lo menos tres para
hombres y dos para mujeres; en personas mayores de 65 afios la cantidad es menos de dos

bebidas diarias (Courtney et al. 2009).

También define una ingesta excesiva como aquella persona en riesgo de desarrollar algin
problema relacionado con el alcohol. Con base en el nimero de bebidas, se considera una
ingesta abundante el consumo de cuatro bebidas por ocasion o més de catorce bebidas a la
semana en hombres y més de tres bebidas por ocasién o mas de siete a la semana en mujeres

(Courtney et al. 2009).

El “binge drinking ” se caracteriza por ser un tipo de consumo en el que se ingieren grandes
cantidades de alcohol en un periodo de tiempo muy corto, en el 2009 el NIAAA lo definio
como un patrén de consumo de alcohol con el que se alcanza un concentracién de alcohol en
sangre (BAC) de 0.08 g % o maés, equivalente a consumir 5 bebidas para hombres y 4 para
mujeres en 2 horas, ocurriendo més de una vez dentro de un periodo de 6 meses (Courtney et

al. 2009).

De acuerdo a las definiciones de abuso de alcohol y dependencia que establecen el Manual
Estadistico y Diagnostico de Desordenes Mentales, 42. ed. (DSM-IV) y a lo establecido por

el NIAAA:
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Abuso se caracteriza por un trastorno desadaptativo del uso de la sustancia que conduce a un
deterioro o alteracion clinicamente significativa ocurridas dentro de un periodo de 12 meses

y que se manifiesta por una o mas de las siguientes caracteristicas:

1) Falla en cumplir con las obligaciones principales en el trabajo, escuela, casa (por
ejemplo repetidas ausencias 0 bajo rendimiento laboral, suspensiones, expulsiones.
2) Consumo recurrente en situaciones de peligro fisico, (por ejemplo conducir un
automavil u operar una maquina cuando el uso de la sustancia causa un deterioro).

3) Problemas legales en relacion al uso de la sustancia (arrestos por desordenes
conductuales).

4) Uso continuo a pesar de presentar problemas sociales o interpersonales causados o
exacerbados por los efectos de la sustancia (peleas fisicas a consecuencia de la
intoxicacion).

5) Los sintomas nunca reunen los criterios para dependencia de la sustancia.

(Courtney et al. 2009, DSM-1V).

Dependencia: Un trastorno desadaptativo del uso de la sustancia, llevando a un deterioro
clinicamente significativo, manifestado por tres 0 mas de los siguientes puntos ocurridos en

cualquier tiempo en el mismo periodo de 12 meses:

1) Tolerancia, definida por cualquiera de los siguientes: a) una necesidad por
incrementar la cantidad de la sustancia para alcanzar conseguir el efecto deseado. b)
efecto marcadamente disminuido con el uso continuado de la misma cantidad de

sustancia.

2) Abstinencia o sindrome de supresion.
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3) Consumo en grandes cantidades o por un periodo mas largo del que se pretendia.
4) Un deseo persistente o esfuerzos fracasados por reducir o controlar el uso de la
sustancia.

5) Gastar gran parte del tiempo en actividades para obtener la sustancia o recobrarse
de sus efectos.

6) Abandonar o reducir actividades sociales, ocupacionales o recreacionales
importantes por el uso de la sustancia.

7) Uso continuo de la sustancia a pesar de saber que se tienen problemas
psicoldgicos o fisicos recurrentes causados o exacerbados por la sustancia (Courtney

et al. 2009, DSM-IV).

Segln la Encuesta Nacional de Adicciones del 2008, se consideran bebedores altos a
aquellas personas que por lo menos alguna vez en su vida han consumido cinco copas 0 mas
en una sola ocasién para los hombres, o cuatro copas 0 mas en una sola ocasion para las
mujeres. Como abuso/dependencia al alcohol cuando existe la presencia de distintos
problemas en el area interpersonal, social, laboral, ademas de algunas manifestaciones
fisicas, cognoscitivas y del comportamiento que llevan al individuo a un malestar
significativo. El criterio de abuso/dependencia se cumple si al menos tres 0 mas de los
sintomas de dependencia, 0 al menos uno de abuso, estan presentes en algin momento

repetitivamente dentro de los ultimos 12 meses (ENA 2008).
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Para efectos de establecer el patrén de consumo per cépita, el NIAAA define una bebida
estdndar como cualquier bebida que contiene aproximadamente 14 g de alcohol puro

(aproximadamente 0.6 onzas liquidas o 1.2 cucharadas) (NIAAA) (Figura 2).
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Figura 2. Equivalentes de una bebida estandar segiin el NIAAA

Para conocer la cantidad de alcohol que se consume en las bebidas de manera habitual se

utiliza la siguiente operacion matematica:

Gramos de etanol = (G° x ml x 0,8) /100
Donde:

e G°: Lagraduacion alcoholica de la bebida, la cual suele visualizarse en la etiqueta de
la misma.

ml: La cantidad de bebida consumida, expresada en mililitros.

0,8: El peso especifico del etanol (es decir, el peso de 1 gramo de alcohol puro es de

0,8 0).
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La OMS considera algunos limites como seguros para personas adultas, estos son: Hombres
sanos, no superar los 30 g de alcohol puro al dia y mujeres no superar los 20 g de alcohol
puro al dia. Sin embargo, considera que el Unico limite que es seguro para todos es la
abstinencia, ya que cada persona y cada circunstancia son Unicas, por lo que ha divulgado el

mensaje de: “alcohol, cuanto menos mejor.”

Respuesta inmune en el higado

La inmunidad hepética innata estd mediada principalmente por elementos moleculares y
celulares: macréfagos o células de Kupffer (KCs), células dendriticas (DCs), células natural
Killer (NKs), y natural killer T (NKT), citocinas inflamatorias, componentes del

complemento, proteinas de fase aguda y quimiocinas (Abbas et al. 2004, Cliona et al. 2003).

a) Células de Kupffer (KC)

Representan la poblacion méas grande de macrofagos residentes en el cuerpo, forman parte
de la pared de los sinusoides hepaticos, desempefian un papel significativo en la remocion de
particulas, células asi como de sustancias toxicas y elementos infecciosos de origen
intestinal principalmente y que llegan a través de la sangre portal. Estas células son
productoras de diversos mediadores involucrados en mecanismos de defensa como
eicosanoides, radicales libres, citocinas proinflamatorias como factor de crecimiento tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 beta (IL-1B), e interferon alfa (IFN-a),
factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), factor activador de plaguetas
(PDGF) y quimiocinas como la proteina inflamatoria de macrofagos alfa (MIP-0) y
(RANTES) (Cliona et al. 2003, McCuskey 2000). La superficie de las KC es muy irregular

debido a la presencia de microvellosidades, se encuentran ancladas a la superficie luminal
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del endotelio sinusoidal y por lo tanto estan expuestas al flujo sanguineo. Parte de sus
prolongaciones entran al espacio de Disse, donde entran en contacto con células estelares y

ocasionalmente hepatocitos (Arii et al. 2000).

Entre las funciones que desempefian estan la de fagocitosis, pinocitosis, captaciéon y
metabolismo de lipidos, eliminacion de eritrocitos seniles, degradacién de hemoglobina, y
almacenamiento de hierro (Cliona et al. 2003). Expresan de manera constitutiva moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y moléculas coestimuladoras, por lo que
pueden ser potenciales células presentadoras de antigeno (APC). En el area periportal se
presentan en mayor proporcion, tamafio y capacidad fagocitica en comparacion con el area

centrolobulillar donde estas producen gran cantidad de citocinas (Arii et al. 2000).

b) Células Denditicas (DCs)

Son células fagociticas y células presentadoras de antigeno (APCs) por excelencia.
Morfologicamente muestran proyecciones de membrana muy delgadas. Después de capturar
antigenos, las DCs comienzan a madurar y transportar los antigenos a los noédulos linfoides
para iniciar una respuesta inmune adaptativa. El fenotipo inmaduro expresa bajos niveles de

MHC Il y coestimuladores CD80 y CD86 (Cliona et al. 2003).

c) Células Asesinas Naturales (NK)

Las células asesinas naturales ¢ natural Killer constituyen mas del 50 % del total del pool
linfoide en el higado sano. En el higado se localizan en el espacio de Disse y su funcion es
eliminar de forma espontinea células tumorales y células infectadas por diferentes

patégenos como virus, bacterias, parasitos y células transformadas. El fenotipo caracteristico
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de una célula NK es CD16", CD56" y CD3". El elevado nimero de células NK en el higado
comparado con la sangre es reflejo de los altos niveles de actividad citotdxica hepatica de las
NK. Sus actividades son controladas por receptores que median activacion o inhibicion a

través de union de moléculas superficie sobre células blanco (Cliona et al. 2003).

La inmunidad adaptativa describe la defensa hospedera mediada por factores humorales
celulares como los linfocitos B y linfocitos T los cuales a su vez constituyen un subgrupo de
linfocitos denominados linfocitos TCD8+ o citotoxicos (LTc) y TCD4+ o cooperadores

(LTh) (Cliona et al. 2003, Abbas et al. 2004).

Respuesta inmune celular:

a) Linfocitos B

Comparados con las células T se sabe poco sobre su papel en el higado o en enfermedades
hepéticas. Se encuentran en menor nimero en el higado sano y pueden ser encontradas tanto
en el tracto portal y en el parénquima. Participan en la erradicacion de infecciones virales a

través de la produccion y secrecion de anticuerpos (Cliona et al. 2003).

b) Linfocitos TCD4"

Las células TCD4" efectoras reconocen péptidos presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-I1) y producen una gran variedad de citocinas.
Tradicionalmente han sido clasificadas en dos subgrupos (Thl y Th2), sin embargo
hallazgos mas recientes sugieren la existencia de otros subgrupos como las Treg y las Th17
y que las citoinas IL-12 e IL-4 influencian la diferenciacion de céluals T ndive hacia células

Th1ly Th2 efectoras, respectivamente (Cliona et al. 2003).
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¢) Linfocitos TCD8"

Son importantes para la eliminacién de patégenos intracelulares, particularmente virus. Las
células CD8+ efectoras reconocen péptidos presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) e inducen muerte por medio de diferentes
mecanismos como apoptosis a través de Fas ligando (FasL), a través de la inserciéon de
perforinas a las células blanco, creando agujeros usados para el depdsito de granzimas,
resultando en la destruccion estas células. Estos linfocitos T citotdxicos (CTLs) pueden
eliminar también virus hepatotrépicos como el virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC) a
través de la liberacion de citocinas como IFN-y o TNF-o interviniendo en su replicacion

(Cliona et al. 2003).

Respuesta inmune molecular: Citocinas y Quimiocinas

Las citocinas son proteinas solubles con acciones pleiotropicas que actian como reguladores
humorales a muy bajas concentraciones (pg/ml), mediando muchas de las funciones
celulares. Modulan la comunicacion y activacion celular, intervienen como mediadores de la
respuesta inmunoldgica e inflamatoria, como factores de crecimiento y diferenciacion,
participan en la apoptosis. Son secretadas por diversos tipos celulares y sus acciones pueden
ser locales o sistémicas (Cliona et al. 2003). De acuerdo al subtipo de linfocitos TCD4 (Th)
que las secreta, clasicamente se les ha clasificado en citocinas tipo Thly tipo Th2. Entre las
tipo Thl estén las interleucinas IL-2, IL-1pB, IL-12, interferon gamma (IFNy) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). Entre las de tipo Th2 principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,

IL-10, IL-13 (Abbas et al. 2004, Cliona et al. 2003).
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IL-10

IL-10 es una proteina de 35-kDa, ha sido descrita principalmente como una citocina anti-
inflamatoria, Es producida por linfocitos del tipo Th2, asi como también por macréfagos,
linfocitos B, y otros tipos celulares. Es una citocina inmunosupresora que inhibe la sintesis
de otras citocinas como IFN-y ¢ IL-2 por parte de los LThl y NK, y la sintesis de IL-1, IL-6

y TNF-a por parte de los Macrofagos (Abbas et al. 2004, Cliona et al. 2003).

TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una proteina secretoria de 17 kDa, formada por
185 aminodcidos, que procede de un propéptido formado por 212 aminoacidos. Posee 2
receptores de transmembrana, uno de 55 kDa (TNFR1 6 p55R 6 CD120a) y otro de 75 kDa
(TNFR2 6 p75R 6 CD120b), que regulan los niveles circulantes de esta citocina. Es una
citocina pro-inflamatoria, producida principalmente por macréfagos y células NK en
respuesta a antigenos bacterianos, tales como el LPS (Qin et al. 2007), también puede ser
producido por linfocitos T y B, NK, fibroblastos y mastocitos. Junto con otras citocinas
como IL-1 B e IL-6 estimula la respuesta de fase aguda en los procesos inflamatorios
derivados de procesos infecciosos elevando la temperatura corporal y produciendo cansancio
y suefio al actuar sobre el sistema nervioso central. Es un agente clave en la inmunidad del
huésped, con actividad antitumoral, antiviral y antimicrobiana. En individuos sanos, sus
niveles son variables, fluctuando entre 50 pg/ml y no detectables (Abbas et al. 2004, Cliona

et al. 2003, Qin et al. 2007).
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TGF-B

El TGF-B es miembro de una familia de factores de crecimiento celular importantes en los
procesos de apoptosis, proliferacion celular, diferenciacion, inflamacion y reparacion de
tejidos ejerciendo sus efectos a través de las proteinas Smad, que constituyen la via candnica
de sefializacion del TGF-B (Vazquez et al. 2007). Ha sido descrito como una citocina anti
inflamatoria, regula la respuesta inmune al suprimir la proliferacién y diferenciacion de
células B, T y NKs antagonizando los efectos de IL-1p y TNF-o que participan en la
inflamacién. Estimula la fibrogénesis ya que induce la activacion de células estelares a
miofibroblastos y estimula la produccién de proteinas de matriz extracelular contribuyendo
al desarrollo de fibrosis hepatica y pancreética (Cliona et al. 2003). EI TGF- es sintetizado
por muchas estirpes celulares como linfocitos, macréfagos y células dendriticas (Abbas et al.

2004).

ANTECEDENTES

El consumo de alcohol agudo y crénico se ha relacionado a un deterioro de la respuesta
inmune innata y adaptativa provocando una mayor susceptibilidad a infecciones como
neumonias bacterianas, infeccién por el virus de la Hepatitis C (VHC) y el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (Brown et al. 2006). Szabo y col. 2004, observaron que
los monocitos de sujetos voluntarios abstemios que bajo experimentacion consumieron
niveles de alcohol moderado (2 ml de vodka/kg de peso en 300 ml de jugo de naranja,
equivalentes a 25 mM o 0.1 g/dL de alcohol en sangre) ingerido en un periodo de 30
minutos (periodo agudo) mostraron una baja capacidad aloestimuladora de linfocitos T en

respuesta a antigenos especificos como el toxoide tetanico (TT), comparados con los
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monocitos controles de los mismos voluntarios antes de la ingesta de alcohol, asi como una
disminucion en la capacidad de presentacion de antigenos por monocitos y células
dendriticas (DCs) (Szabo et al. 2004, Lau et al. 2009), ademas de mostrar una baja
expresion de moléculas coestimuladoras CD80/CD86 en DCs, y una baja secrecion de 1L-12
por estas células, sugieriendo que el etanol afecta la diferenciacion de monocitos a DCs

(Mandrekar et al. 2004).

Ademas de alterar la respuesta inmune, el etanol produce efectos diferenciales en la
produccion de citocinas pro y antiinflamatorias a nivel sistémico principalmente en
monocitos humanos, y este efecto varia dependiendo del tiempo de exposicion al alcohol
(agudo o cronico) y la activacion de diferentes receptores de citocinas (Crews et al. 2006).
Szabo y col. 1993, demostraron que la administracién etanol agudo (25mM) in vitro puede
inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-o en monocitos humanos
(Verma et al. 1993), a traves de la inhibicion del factor nuclear Kappa B (NF-«B)
(Mandrekar et al. 2006) inducido por lipopolisacérido (LPS), IL-1pB e IL-6 y un aumento en
la produccion de citocinas antiinflamatorias como IL-10 (Mandrekar et al. 1996, Szabo et al.
1996) a traves de la activacion de factores de transcripcion como STAT3, AP-1y Sp-1 por
la via de la familia de Src cinasas (Norkina et al. 2007) y TGF-p (Szabo et al. 1996);
mientras que el consumo croénico estd asociado con activacion de NF-kB incrementando la
expresion de genes de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p, IL-6 y MCP-1
(proteina quimio atrayente de monocitos) inducidas por estimulacion del Toll-like receptor-
4 (TLR-4) sobre los monocitos, ademas de una disminucioén de CREB, y una disminucion de

IL-10 en suero (Crews et al. 2006).
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Polimorfismos genéticos de citocinas

En los Gltimos afios se ha estudiado la presencia de diversos polimorfismos de citocinas pro
y anti-inflamatorias como TNF-a, IL-10 y TGF-B, que al estar presentes en las regiones
reguladoras de estos genes pueden influir en su expresion. Los polimorfismos genéticos son
variaciones en la secuencia de ADN que se producen entre los individuos de una poblacion
debido a las posibles formas alternativas que puede tener un gen (alelos), estos se presentan
con una frecuencia mayor al 1% en la poblacion y se sabe que pueden afectar la respuesta de
los individuos a ciertas enfermedades al producir cambios importantes en la estructura de las
proteinas o en la regulacion de su expresion. Los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs), producen la sustitucién de una base nitrogenada (por ej. la sustitucién de una
Adenina por una Citosina), este tipo de polimorfismos constituyen hasta el 90% de todas las
variaciones genomicas humanas, y aparecen cada 100 a 300 bases en promedio, a lo largo
del genoma humano (Benjamin 2008). Estos SNPs pueden afectar a la secuencia codificante
0 a la secuencia reguladora (promotora), los que se localizan dentro de la secuencia
codificante pueden modificar o no la secuencia de aminoacidos, los que no la modifican se
denominan mutaciones silenciosas, por su parte, los que se encuentran en las regiones no
codificantes (reguladoras) pueden tener efectos en el proceso de traduccion, el proceso de

splicing o la union de factores de transcripcion.

Polimorfismos en el gen de IL-10

El gen de IL-10 se localiza en el brazo largo del cromosoma 1 (q31-g32) y es altamente
polimorfico. En la region promotora del gen se han descrito al menos 11 polimorfismos de

nucleotido simple o (SNPs). Los mas estudiados se encuentran ubicados en las posiciones -
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1082 (G/A), -819 (C/T) y -592 (C/A) (Koss et al. 2000, Turner et al. 1997, Moreno et al.
2007, Schneider et al. 2004%, Grove et al. 2000). Estos se encuentran en fuerte desequilibrio
de unién y generan los tres haplotipos: GCC (G en la posicion -1082, C en la posicion -819
y C en la posicion -592), ACC y ATA. De los cuales GCC/GCC esta considerado como
altamente productor de IL-10, GCC/ACC y GCC/ATA esta considerados como
productores intermedios y ACC/ACC, ACC/ATA y ATAJ/ATA, estan asociados a una

baja produccion de IL-10 (Lim et al. 1998, Moreno et al. 2007).

Polimorfismos en el gen de TNF-a

El gen que codifica TNF-a estd ubicado en la region central del MHC, entre los loci HLA-B
y HLA-D, en el brazo corto del cromosoma 6, en el segmento correspondiente a las
moléculas MHC de clase Il1. El locus de TNF-o posee una variedad de sitios polimérficos,
tanto en la region codificante como en su vecindad. Dentro de las primeras variantes
polimérficas se encuentran los SNPs, que representan cambios de un nucleétido, pudiendo
detectarse estos en cualquier lugar del DNA, ya sea en las secuencias regulatorias en el
extremo 5' (promotor) o después de la region codificante (region no transcrita del extremo

3"), 0 bien, dentro del DNA que codifica la proteina.

Al respecto se han identificado dos polimorfismos en la region promotora del gen de TNF-a,
uno en la posicién -238 G>A que se localiza dentro de una region reguladora, y donde el
alelo G ha sido relacionado con una expresion incrementada de TNF-o y -308 G>A, donde
se da una transicion G/A (Kroeger et al. 1997). Este polimorfismo define los alelos TNF1
(G/G) y TNF2 (A/A). El alelo TNF2, se ha descrito como el mas importante en la regulacion

de la produccion de TNF-a. Estudios in vitro en células estimuladas con lipopolisacérido,
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indican que las de genotipo TNF2 presentan una mayor sobreexpresion de la citocina que las

de genotipo TNF1.
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Figura 3: Localizacion y organizacion del gen de TNFa. Ubicado en el MHC clase 111, en el brazo corto del
cromosoma 6 humano. Los cuadrados representan exones. Los polimorfismos del TNFa descritos estan
incluidos en el mapa genético: la insercion de una C en la posicion +70, las transiciones G/A en las posiciones
+489, -163, -238, -244, -274, -308 y -376, C/T en las posiciones -850 y -863, T/C en la posicion -1031.

La segunda variante polimorfica es el DNA microsatélite, que se distribuye en todos los
cromosomas a través del genoma. Estas son secuencias repetitivas de DNA (generalmente C
y T), no transcritas y de longitud variable, que se ubican en regiones no codificantes. Aun
cuando no se transcriben a RNA mensajeros, la insercion de microsatélites puede alterar el

plegamiento del DNA, afectando la unién de proteinas y enzimas al DNA y por
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consecuencia el nivel transcripcional. El andlisis del locus de TNF-a ha revelado la

presencia de los microsatélites TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe y Tau-a (Figura 3).

Polimorfismos en el gen de TGF-p

Al igual que otras citocinas, los mecanismos y niveles de regulacion de la expresion génica
del TGF-B1 son complejos (Suarez et al. 2003). Uno de los primeros niveles de regulacion
del TGF-B1 es el transcripcional, donde su expresion génica puede ser mediada por las
interacciones de los factores transcripcionales con los diferentes elementos reguladores

descritos en el promotor (Figura 4).
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RAI e RAl

Figura 4: Esquema del promotor del gen de TGF-p; humano. Se indican los factores transcripcionales, los
elementos reguladores y los cuatro sitios de inicio de la transcripcion idetificados: E, Enhancer; ERN, regién

reguladora negativa; ERP, Regién reguladora positiva; PB, Promotor Basal; RAI, Region de autoinduccion.

Se han descrito dos polimorfismos en los codones 10 (CTG>CCG) en posicion -509 (C>T),
+869 (C>T) y 25 (CGG>CCQG) en posicién +915 que implican un cambio de aminoacido
(C>G). Estos polimorfismos se han asociado con diversas enfermedades como hipertension
arterial, pancreatitis crénica (Schneider et al. 2004% Schneider et al. 2004), fibrosis

pancreatica (Bendicho et al. 2005) y ALD (Oliver et al. 2005).
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Se ha sugerido que la combinacion de los genotipos -509 T/T con +869 T/T (que codifican
para leu/leu) en el codén 10 y +915 G/G (arg/arg) del codén 25 de TGF-B podrian
incrementar la secrecién de esta citocina. Al respecto Powell y sus colaboradores
encontraron una asociacion del genotipo G/G en +915 en pacientes con estados avanzados
de fibrosis hepatica que se potencia con un segundo polimorfismo en el gen de angiotensina
(Powell et al. 2000), y otro grupo encontré una asociacion del polimorfismo alto productor
del coddn 10 del gen de TGF-B; con presencia de fibrosis en pacientes con PC (Bendicho et
al. 2005). Otros grupos en cambio, no han detectado ninguna relacion entre los

polimorfismos de TGF-p y el estado fibrético en PC o HCC.

La siguiente tabla muestra los SNPs de TNF-a, IL-10 y TGF-B estudiados en diferentes
poblaciones y sus asociaciones con cirrosis hepética por alcohol (ALC), enfermedad
hepética por alcohol (ALD), alcoholismo sin enfermedad hepéatica (AWLD) y pancreatitis
cronica (PC) (Tabla 2). Solamente se ha reportado un estudio analizando las frecuencias de
los polimorfismos de IL-10 en consumidores excesivos de alcohol sin dafio organico y en
sujetos con ALC inducido por alcohol, en donde se encontrd que la presencia del alelo A en
la region -592 A/C no esta relacionada con el riesgo de ALC, pero si con alcoholismo

(Marcos et al. 2008).

En un estudio hecho en poblacion espafiola, se reportd que la presencia del alelo A del
polimorfismo en la region -238 de TNF-a esta asociado con un elevado riesgo a desarrollar
cirrosis hepatica por alcohol (ALC), pero no encontraron ninguna asociacion de la region -
308 G/A del mismo gen entre alcohdlicos y no alcohdlicos, ni entre alcoh6licos con cirrosis

y alcohdlicos sin enfermedad hepética (Pastor et al. 2005) (Tabla 2).
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SNPs PAPEL DESCRITO ASOCIACIONES

-308 (G>A) TNF-a  G/G: Bajo productor e No asociacion entre alcoholicos y no
TNF1=G G/A: Intermedio productor alcohg:|09§, nt entfelA!,‘,gtgﬁ QQ{VZ%(E?,)
TNF2 = A en poblacidn espafiola.

AJA: Alto productor

¢ No asociacion con PC por OH
(Schneider et al. 2004b)

-819 (C>T) IL-10 T/T: Bajo productor
T/C: Intermedio productor
C/C: Alto productor

-1082 (G>A) IL-10  Haplotipo GCC: Alta produccién
-819 (C>T) IL-10 Haplotipo ATA: Baja produccion
-592 (C>A) 1L-10




TGF-f codon 25 Alelo C: Bajo productor ¢ No asociacion con PC por OH

(Schneider et al. 2004b) . i
+915 (C>G) Alelo G: Alto productor , Ni PC hereditaria,

familiar y esporadica, (Sehmeider etal
2004a)

e No relacionados con ALD (©'veretal.
2005)

* Alelo G; en fibrosis hepéatica
avanzada  (Powell etal. 2000)

e No Asociacion con fibrogénesis en
PC (Bendicho et al. 2005)

TGF-p codones 10 Haplotipo TTG: Incrementan la
y 25 produccion de TGF-f.

-509 (C>T)

+869 (C>T

+915 (C>G)

Tabla 2: SNPs de TNF-o, IL-10 y TGF- estudiados en diferentes poblaciones y sus posibles asociaciones con
ALC = Cirrosis hepatica por alcohol, ALD= Enfermedad hepética por alcohol, AWLD= Alcohdlicos sin
enfermedad hepatica, PC= pancreatitis cronica.

HIPOTESIS

Los polimorfismos de genes de citocinas relacionadas con la inflamacién como TNF-a, IL-
10 y TGF-B, pueden estar asociadas con el consumo de alcohol en poblacion mestiza

mexicana joven universitaria
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los genes: TNF-a, IL-10 y
TGF-B y determinar su posible asociacion con el consumo excesivo de alcohol en una

poblacion mexicana de jovenes universitarios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen de TNF-a en la region
-308 G/A y determinar su posible asociacion con el consumo excesivo de alcohol

en una poblacion mexicana de jovenes universitarios.

2. Determinar las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas del gen de I1L-10 en
las regiones -1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A y determinar su posible asociacion
con el consumo excesivo de alcohol en una poblacion mexicana de jovenes

universitarios.

3. Determinar las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas del gen de TGF-$
en las regiones -509 C/T, +869 C/T (codo6n 10) y determinar su posible asociacion
con el consumo excesivo de alcohol en una poblacion mexicana de jovenes

universitarios.
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METODOLOGIA

Casos y controles

El tamafio de la muestra se determind con base en la férmula propuesta por Torgerson &
Miles (Torgerson et al. 2007), con base en esta se incluyeron 140 estudiantes universitarios
voluntarios de la ciudad de México, que no hubiesen consumido alcohol 48 horas antes de
su participacion en el estudio y los cuales firmaron un consentimiento informado. A cada
uno se les tomaron medidas antropométricas, y se les aplicaron los cuestionarios AUDIT
(Séiz et al. 2002), Craving (Guardia et al. 2004) y CIDI (Séiz et al. 2002, Medina-Mora et
al. 2005) validados en poblacién mexicana para definir su consumo de alcohol y se calculd

el consumo de alcohol en gramos/dia (VER ANEXOS).

De acuerdo a los resultados obtenidos de los cuestionarios se clasificaron en: controles a
aquellos que tuvieron un puntaje de AUDIT < 8 y que no consumieron alcohol o consumian
menos de 10g/dia (n= 97), y consumidores a aquellos con AUDIT > 8 y un consumo de
alcohol mayor a 10g/dia (n= 43), y que hubieran dejado de consumir alcohol 48 horas antes
de la toma de muestra. De acuerdo al CIDI, los consumidores se clasificaron en abuso (n=

13) y dependencia (n= 30).

Toma de muestras

Se extrajeron 20 ml de sangre periférica de cada sujeto en tubos con EDTA como
anticoagulante. Se tomé una alicuota de 2 ml y se almacend a -70° C para hacer la extraccion
del ADN vy los polimorfismos genéticos de las citocinas, el resto de la sangre se utiliz6 para

realizar estudios de biometria hematica de cada uno de los sujetos.
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Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN gendémico, la sangre se tratd con una solucion de lisis de
hematies que contenia 50 mM de NaCl y 5 mM MgCl; en un tampén 10 mM Tris-Cl pH 7,6
y posteriormente se utilizd la técnica de salting out con el Kit “BDtractTM ADN
genomico” descrito por Miller (Miller et al. 1988). Se separé 1ml de sangre total en dos
tubos de 500 pl, a cada tubo se le adicionaron 500 puL de buffer de fosfatos (PBS 1X). Se
adicionaron 500 uL de la solucion BD1 10mM Tris-Cl pH 7,6, 10 mM &cido etileno
diamino tetracético (EDTA) y 50 mM NaCl, 10% dodecil sulfato sédico (SDS), Se mezcl6
bien por inversion. Se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos. Se retird lentamente el
sobrenadante y se enjuago el boton nuclear. Se lavo el boton con 500 pl de solucion de BD2,
se centrifugd a 3000rpm por 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y se disolvio el pellet
con 120 pl de solucion BD3 y se pipeteo varias veces. Se incub6 a 65 °C por 15 min. Lo
siguiente fue agregar 50 ul de solucion de BD4 y se mezcld bien. Se centrifugd a 13000rpm
por 10 minutos y se colectd cuidadosamente el sobrenadante en un tubo de eppendorf de 1.5
ml evitando el pellet. Se adiciono 600 ul de isopropanol al sobrenadante. Se mezclé bien la
muestra por inversion (40-50 veces) hasta hacer precipitar las hebras de ADN. Se descarto el
sobrenadante y se la lavd la hebra de ADN con 1 ml de etanol al 70% frio. Cuidadosamente
se retird el sobrenadante y se seco el pellet y se adicionaron de 300 a 500 pl (de acuerdo al

tamario del botén) de H,O estéril. Por ultimo se calent6 el tubo a 65 °C por 20 minutos.

Cuantificaciéon y pureza del ADN

La concentracion y pureza del ADN obtenido se valoraron mediante espectrofotometria con

el sistema Beckman DU800. Para conocer la concentracion se aplico la siguiente formula:
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» Concentracion de ADN [ug/ul] = (Ao nm) (factor de dilucion) (ADN de doble
cadena).

Donde:
Azs0= La absorbancia a 260 nm
Factor de dilucion = 125
ADN de doble cadena = 0.05 pg/ pl
Para determinar la pureza:
* Pureza= A Nm/ Aggonm = 1.6-2.0

Todas las muestras fueron ajustadas a la misma concentracion (50 pg/ml).

Determinacién de la integridad del ADN

Para determinar la integridad del ADN extraido se realizo una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y se corrieron a 120 V por 30 minutos, utilizando como buffer de carga el

colorante blue orange 6X y la solucion amortiguadora TBE 1X.

Genotipificacion de las citocinas

La genotipificacion e identificacion de los polimorfismos para cada citocina se realizaron
por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de dos brazos usando como
controles internos el gen de B-actina, utilizando las secuencias iniciadoras descritas en la
Tabla 4. Con 100 ng de ADN gendmico y 1U de ADN polimerasa (Tag ADN polymerase;
Bio Rad) en un volumen final de 25 pl. La amplificacion se llevé a cabo en un

termociclador “GeneAmp PCR system 2700 (Applied Biosystems).
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Tamafio de los

Genotipo Iniciadores Condiciones de fragmentos Referencias
amplificacion amplificados
TNF -308 G/A Genérico 5’-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3’ 95° C 20s, 61°C 184 pb Verjans et al. 1994.
TNF1=G G 5>-ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3’ 50s, 72° C 50s: 25
TNF2=A A 5-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3’ ciclos
IL-10-1082 G/A  Genérico 5>-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3>  95°C 20s, 61° C 258 pb Crilly et al. 2003.
G 5’-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3’ 50s, 72° C 50s: 25
A 5-ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3’ ciclos
IL-10-819 C/T Genérico 5’-AGGATGTGTTCCAGGCTCCT-3’ 95° C 20s,59°C 233 pb Crilly et al. 2003.
C 5’-CCCTTGTACAGGTGATGTAAC-3’ 50s, 72° C 50s: 25
T 5’-ACCCTTGTACAGGTGATGTAAT-3’ ciclos
IL-10 -592 C/A Genérico 5’-AGGATGTGTTCCAGGCTCCT-3’ 95° C 20s,59° C 233 pb Crilly et al. 2003
C 5’-CCCTTGTACAGGTGATGTAAC-3’ 50s, 72° C 50s: 25 ' '
A 5’-ACCCTTGTACAGGTGATGTAAT-3 ciclos
TGF-B codén 10  Genérico 5’-TCCGTGGGATACTGAGACAC-3>  95°C 20s,59°C
-509 (C/T) C 5’-GCAGCGGTAGCAGCAGCG-3’ 50s, 72° C 50s: 25 241 pb Li et al. 2004.
+869 (C/T) T 5-‘AGCAGCGGTAGCAGCAGCA-3’ ciclos

Tabla 4. Secuencias de primers para cada uno de los polimorfismos. Condiciones de
amplificacion y tamarfio del fragmento en pares de bases (pb).

Visualizacion en gel de agarosa

Para ver el resultado de la PCR se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% a

120 V por 30 minutos, utilizando el buffer de carga blue orange 6X y la solucion

amortiguadora TBE 1X.
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Figura. 5. Estandarizacion de la
genotipificacion de los polimorfismos del gen
de IL-10. Lado izquierdo SNP -1082 G/A.
G/G homocigoto del alelo G; A/A
homocigoto del alelo A; G/A heterocigoto;
Control de B-Actina, Peso Molecular (PM)
258 pb. Lado derecho SNP -819 C/T y -592
C/IA. C/C homocigoto del alelo C; T/T

homociaoto del alelo T; C/T heterociaoto,

Figura. 6. Estandarizacion de la
genotipificacion de los polimorfismos de
TGF-B. SNP del codén 10 -509 C/T y +869
C/T. Control de B-Actina, C/C homocigoto al
alelo C; T/T homocigoto al alelo T; C/T
heterocigoto; PM 241 pb.

Figura. 7. Estandarizacion de la
genotipificacion de los polimorfismos de
TNF-a. SNP-308 G/A. Control de B-Actina,
G/G homocigoto del alelo G; A/A
homocigoto del alelo A; G/A heterocigoto;
PM 184 pb.



ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis comparativos se realizaron con el programa informético “Statistical
Package for the Social Sciences” (SPSS) version 16.0 para Windows. Las frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas se determinaron por conteo directo. La comparacion de
las frecuencias de alelos, genotipos y haplotipos entre los grupos se realiz6 mediante la
prueba de Chi cuadrada (x?) y mediante el uso de tablas de cotingencia. Las variables
cuantitativas se analizaron mediante la prueba de T-student, y se resumieron en su media y

error estandar (EE), considerando un nivel de confianza del 95 % (p < 0.05).
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RESULTADOS

Los datos demogréaficos de los controles y los sujetos consumidores de alcohol se muestran

en la tabla 5. El promedio de edad de los controles fue significativamente menor al de los

consumidores (21 £ 0.2 vs. 22 + 0.3 afios respectivamente) (p= 0.036), con un IMC de 23 £

0.4y 24 + 0.5 sin diferencia significativa.

El 60 % de los consumidores fueron hombres con un promedio de edad de 22 £ 0.5 afios

sin diferencias significativas en comparacion con las mujeres consumidoras 21 + 0.4, (p=

0.071). El 63 % de los controles fueron mujeres con un IMC de 23 + 0.5 y un promedio de

edad de 20 + 0.2 afos, el cual mostr6 una diferencia en comparaciéon con los hombres

controles con 21 £ 0.5 afios y IMC de 23 £ 0.5 (p = 0.048) (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de los sujetos con consumo de alcohol y el grupo control.

Controles Consumidores p
n =140 97 43
Edad (afios) 21+0.2 22+0.3 0.036
IMC (kg/m?) 23+0.4 24+0.5 0.196
Proporcion de sexos n F/M (%) 61/36 (63/37) 17/26 (40/60) 0.014
Edad F/M (afios) 20£0.2/21+05 21+04/22+05 0.596
70.071
*0.355
"0.048

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE); F/M: Femenino/Masculino; IMC: indice de masa corporal.
Diferencia entre F consumidor vs. F Control. ~ Entre F consumidor vs. M consumidor. © Entre M consumidor vs. M

Control. ** Entre F control vs. M control.

Los controles consumieron una cantidad de alcohol promedio de 1.6 g £ 0.2 de alcohol puro

por dia, en tanto en los consumidores la ingesta fue de 25.9 + 4 g de etanol puro (Tabla 6).
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Aunque la cantidad de alcohol ingerida por el subgrupo de abuso fue menor en comparacion
con el de dependencia no se alcanzd una diferencia significativa mediante la prueba de t-
student (p= 0.668), tampoco hubo diferencia entre estos dos subgrupos en cuanto al deseo
por la bebida ni la falta de resistencia al consumo, pero si en el puntaje del AUDIT

(p =0.038), (Tabla 7).

Tabla 6. Resultados de los cuestionarios del grupo control y los sujetos con consumo de alcohol.

Controles Consumidores
n =97 n=43
g OH/dia 16+0.2 259+4
AUDIT 2+0.1 15+£0.7
CIDI: Abuso/Dependencia n (%) 0 13 (30)/ 30 (70)
Craving Total 17+ 05 3212
Deseo por la bebida 13+04 26+ 1
Desinhibicion conductual 4+0.2 6+£0.7

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE).

Tabla 7. Caracteristicas de los sujetos con consumo de alcohol clasificados de acuerdo al CIDI en

Abuso y Dependencia
Consumidores

Abuso Dependencia p

n=13 n=30
Edad (afios) 22+0.6 21+05 0.514
g OH/dia 23+3 27+6 0.668
AUDIT 12+£0.6 16+1 0.038*
Craving Total 3212 32+3 0.875
Deseo por la bebida 262 262 0.940
Desinhibicion conductual 5+05 611 0.571

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE), * Estadisticamente significativos.
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No hubo diferencias en el consumo de etanol/dia, los puntajes de AUDIT ni Craving de

acuerdo al género (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de los cuestionarios AUDIT, CIDI y Craving de acuerdo al género.

Consumidores

Mujeres n =17 Hombres n =26 p
g OH/dia 17+2 32+7 0.077
AUDIT 15+1 15+1 0.358
CIDI: Abuso/Dependencia n (%) 3/14 (18/82) 10/16 (38/62) 0.087
Craving Total 332 31 £3 0.630
Deseo por la bebida 282 252 0.380
Desinhibicion conductual 5+04 61 0.523

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE).

Los resultados de las pruebas bioquimicas se compararon mediante la prueba de t-student,
los niveles de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio y AST se
encontraron ligeramente elevados en los consumidores en comparacion con los controles

(Tabla 9), y particularmente AST en el grupo de dependencia (Tabla 10).

Tabla 9. Pruebas de laboratorio en sujetos con consumo de alcohol y el grupo control.

Controles Consumidores p
n= 97 n=43
Eritrocitos (10° 5.1+ 0.06 5.3+0.07 0.048*
Hb (g/dl) 156 +0.1 16.3+0.2 0.013*
Hto (%) 453+0.6 48.4 £ 0.7 0.001*
VGM (p) 88.4+04 91+0.6 0.007*
HCM (pg) 30.4+0.2 30.6+0.2 0.343
GGT (U/L) 254+2.4 28+3 0.573
AST (U/L) 306+1 36.3+3 0.046*
ALT (U/L) 3062 37+5 0.056

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE). Hb: hemoglobina; Hto: hematocrito; VGM: volumen
corpuscular  medio; HCM:  hemoglobina  corpuscular  media; ALT: alaninaaminotransferasa;  AST:
aspartatoaminotransferasa; GGT; gamaglutamiltransferasa; EE: Error Estandar; U/L: Unidades por litro; g/dl: gramos por
decilitro; pg: picogramos; p: micras, * Estadisticamente significativos.
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Tabla 10. Pruebas de laboratorio en sujetos con abuso y dependencia.

Abuso Dependencia p
n=13 n=30
Eritrocitos (10°) 54+0.1 53+0.1 0.505
Hb (g/dl) 169104 16.2+0.3 0.153
Hto (%) 50.2+1.3 479+0.8 0.123
VGM (p) 91.7+0.9 90.4+3.9 0.279
HCM (pg) 309+04 30.5+£0.3 0.399
GGT (U/L) 24.9+3.2 29.2+4.4 0.443
AST (U/L) 29.7+23 39.1+4.1 0.055*
ALT (U/L) 32.8+4.2 41.5+6.7 0.280

Todos los datos se muestran en media + error estandar (EE). Hb: hemoglobina; Hto: hematocrito; VGM: volumen
corpuscular  medio; HCM:  hemoglobina  corpuscular  media;  ALT: alaninaaminotransferasa;  AST:
aspartatoaminotransferasa; GGT; gamaglutamiltransferasa; EE: Error Estandar; U/L: Unidades por litro; g/dl: gramos por
decilitro; pg: picogramos; p: micras, * Estadisticamente significativos.

La comparacion de las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los polimorfismos
en el gen de IL-10 entre sujetos con consumo de alcohol y el grupo control se analizé

mediante la prueba de Chi cuadrada (x?). No se encontraron diferencias entre estos grupos

en las regiones -1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A del gen (Tablall).
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los polimorfismos en el gen de IL-10, en sujetos
controles y con consumo de alcohol.

SNPs Controles Consumidores p
(%) (%)

Alelos

-1082 G 51 50 1.000
A 49 50

-819 C 45 50 0.57
T 55 50

Genotipos n (%)

-1082 GG 13 (14) 4 (10)
AA 11(12) 4 (10) 0.683
GA 67 (74) 33 (80)

Total 91 41

-819 CC 7(8) 5(11.5)
TT 16 (18) 5(11.5) 0.545
CT 66 (74) 33 (77)

Total 89 43

Haplotipos n (%o)

GCCI/GCC*** 0(0) 1(2)

GCC/ACC**

GCC/ATA** 61 (69) 24 (59)

ACC/ACC** 0.187

ACC/ATA* 21 (23) 5(12)

ATA/ATA*

GCC/GTA" 7(8) 11 (27)

GTA/ATA"

Total 89 41

Las frecuencias alélicas estan expresadas en porcentaje. Las frecuencias genotipicas de -819 C/T son iguales a
las de -592 C/A por ligamiento completo -819 C con -592 C y -819 T con -592 A. SNPs: polimorfismos de
nucledtido simple. *** Alto productor, **Medio productor y *Bajo productor de IL-10. "No descritos en la
literatura.
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La distribucién de las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los polimorfismos
en el gen de IL-10 en los subgrupos de abuso y dependencia se encuentran en la Tabla 12.
Se encontrd una diferencia en las frecuencias alélicas, aunque no en las genotipicas de -1082
G/A entre estos dos subgrupos, siendo el alelo A el predominante en el grupo de abuso, y el
alelo G en dependencia (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los polimorfismos en el gen de IL-10, en sujetos
con abuso y dependencia de alcohol.

SNPs Consumidores
Abuso n (%) Dependencia n (%) p
Alelos
-1082 G 39 55 0.043
A 61 45
-819 C 50 50 0.689
T 50 50
Genotipos
-1082 GG 0 (0) 4 (14)
AA 3(23) 1(4) 0.140
GA 10 (77) 23 (82)
Total 13 28
-819 CC 2 (14) 3(10)
TT 2 (14) 3 (10) 0.575
CT 9 (72) 24 (80)
Total 13 30
Haplotipos
GCC/GCC*** 0 (0) 1(4)
GCC/ACC**
GCC/ATA** 5(38) 19 (68) 0.398
ACC/ACC**
ACC/ATA* 3(24) 2(7)
ATA/ATA*
GCC/GTA" 5 (38) 6 (21)
GTA/ATA"
Total 13 28

Las Frecuencias alélicas estan expresadas en porcentaje. Las frecuencias genotipicas de -819 C/T son
iguales a las de -592 C/A por ligamiento completo -819 C con -592 C y -819 T con -592 A. SNPs:
polimorfismos de nucleétido simple. *** Alto productor, **Medio productor y *Bajo productor de
IL-10."No descritos en la literatura.
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No se encontr6 alguna diferencia entre los haplotipos alto (GCC/GCC), medio (GCC/ACC,

GCC/ATA, ACC/ACC) y bajo productor (ACC/ATA, ATA/ATA) de IL-10. En el caso de -

819 C/T y -592 C/A no hubo diferencias en las frecuencias genotipicas ni alélicas (Tabla

12).

En el gen de TNF-a en -308 G/A, no se encontr6 diferencia significativa en las frecuencias y

genotipicas y alélicas entre consumidores y controles (Tabla 13), pero si entre los subgrupos

de abuso y dependencia (Tabla 14).

Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en el gen de TNF-a, en sujetos controles y

con consumo de alcohol.

SNPs Controles Consumidores p
n (%) n (%)
Alelos
TNF-308 G 66 65
A 34 35 1.000
Genotipos
GIG 10 (32) 3(30)
AIA 0 (0) 0 (0) 0.610
G/A 21 (68) 7(70)
Total 31 10

Las Frecuencias alélicas estan expresadas en porcentaje. SNPs: polimorfismos de nucle6tido simple.

Tabla 14. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en el gen de TNF-a, en sujetos con abuso y

dependencia de alcohol.

SNPs Consumidores
Abuso n (%) Dependencia n (%) p
Alelos
TNF -308 G/A
G 75 50 0.0005
A 25 50
Genotipos

63



G/G
AlA
G/A
Total

3 (50)

0(0)

3 (50)
6

0(0)
0(0)
4 (100)
4

0.058

Las Frecuencias alélicas estan expresadas en porcentaje. SNPs: polimorfismos de nucleétido simple.

En el coddén 10 del gen de TGF-B, el SNP de -509 (C/T) que se encuentra en union con el

+869 (C/T) se observa una tendencia del genotipo C/C en los controles, pero al calcular las

frecuencias alélicas no hubo diferencias entre consumidores y controles (Tabla 15) ni entre

abuso y dependencia (Tabla 16).

Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en el gen de TGF-[3, en sujetos controles y

con consumo de alcohol.

SNPs Controles Consumidores p
n (%) n (%)
Alelos
TGF-B codon 10 -509 C/T
C 52 42 0.20
T 48 58
Genotipos
TGF-$ codon 10
-509 C/IT
C/C 20 (21) 2 (5)
T 16 (16) 10 (26) 0.063
CIT 61 (63) 27 (69)
Total 97 39

Las Frecuencias alélicas estan expresadas en porcentaje. Las frecuencias genotipicas de TGF--509 son iguales a
las de +869 por ligamiento completo de -509 con +869. SNPs: Polimorfismos de nucledtido simple (Single

Nucleotide Polymorphisms).
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Tabla 16. Frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas de los polimorfismos en el gen de TGF-B3, en
sujetos con abuso y dependencia de alcohol.

SNPs Consumidores
Abuso Dependencia p
Alelos
TGF-B codon 10 -509 C/T
C 38 41 0.203
T 62 59
Genotipos
TGF-$ codon 10 -509 C/T
C/C 0 (0) 2(7)
T/IT 3 (25) 7 (26) 0.614
CIT 9 (75) 18 (67)
Total 12 27
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DISCUSION

A pesar de que se ha descrito que el alcoholismo constituye un problema grave de salud
publica en el mundo, la mayoria de los estudios realizados sobre el tema se han hecho en
poblacion caucésica adulta y con enfermedad hepética por alcohol, sin embargo no se han
realizado estudios en poblacion mexicana particularmente joven, quienes constituyen la
poblacion mas susceptible de consumo de alcohol que aun no tienen dafio organico y en la

cual se incrementa la probabilidad de desarrollar desérdenes por el uso de alcohol (AUD).

En nuestra investigacion encontramos que nuestra poblacion se localizé dentro del rango de
edad en el cual se incrementa el consumo riesgoso y potencialmente dafiino de alcohol
reportado por Diaz et. al. 2008, ubicado entre los 20 a 25 afios. Sumado a esto, los
estudiantes consumidores de alcohol fueron mayores en cuanto a edad en comparacion con
los controles de manera significativa, con 22 = 0.3 y 21 + 0.2 afios respectivamente (Tabla
5). Ambos grupos mostraron tener un peso normal y saludable de acuerdo al IMC
establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (20 a 25 kg/m?), siendo de 24 + 0.5 en
el caso de los consumidores y 23 + 0.4 en los controles (Tabla 5), disminuyendo las
posibilidades de padecer enfermedades ligadas al sobrepeso como hipertension,

enfermedades cardiacas, diabetes, higado graso, etc.

El promedio de alcohol ingerido de los controles fue de 1.6 + 0.2 g de alcohol por dia con un
puntaje de AUDIT de 2 + 0.1, mientras que en los consumidores fue de 25.9 £+ 4 g y un
AUDIT de 15 £ 0.7 (Tabla 6). De acuerdo a la Escala Multidimensional de Craving de
Alcohol (EMCA) (Guardia et al. 2004), los controles presentaron un deseo por beber leve,

en tanto que los consumidores se encontraron en el nivel moderado, la desinhibicién
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conductual interpretada como falta de resistencia al consumo fue moderada en ambos grupos

(Tabla 6).

Entre los consumidores, la cantidad de alcohol ingerida por el subgrupo de abuso fue menor
en comparacién con el de dependencia (23 £ 3y 27 + 6 g/dia respectivamente), sin embargo
no mostraron diferencia estadistica, tampoco en cuanto a la edad ni al craving, siendo
moderado en ambos subgrupos para los dos factores, en cambio, el AUDIT, si mostrd

diferencia significativa siendo de 12 + 0.6 para abuso y 16 + 1 para dependencia (Tabla 7).

No se encontraron diferencias en los consumidores de acuerdo al género en: la edad (F:
21+0.4 vs. 22+0.5 afios, p=0.071) (Tabla 5), la cantidad de alcohol ingerida (F: 17 + 2 g/dia
vs. M: 32 + 7 g/dia) (Tabla 8), ni los puntajes de AUDIT siendo 15 para ambos, craving
resultando moderado para ambos sexos, ni CIDI ya que tanto hombres como mujeres fueron

en mayor porcentaje dependientes (Tabla 8).

Al analizar las pruebas de laboratorio entre controles y consumidores encontramos que en
ambos los valores de eritrocitos, Hb, VGM, HCM, GGT y ALT se encontraron dentro del
rango considerado como normal: (eritrocitos: 4.2-5.4 x10%/ml, Hb: 12.5-16.8 g/dl, VGM: 81-
99 micras, HCM: 27.0- 33.0 pg, GGT: 8-78 U/L, ALT: 9-52 U/L), en tanto que hematocrito
y AST sobrepasaron ligeramente este rango (Hto: 37.0- 47.0%, AST: 14-36 U/L). A pesar
de esto, si se encontraron diferencias estadisticas entre controles y consumidores en los
valores de: eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, VGM, el cual se eleva cuando hay un
déficit de vitamina B12 o de acido fdlico, o cuando hay un consumo elevado de alcohol y

AST, siendo mayores en los consumidores de esta sustancia (Tabla 9).
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Entre los subgrupos de abuso o dependencia, Unicamente se encontraron diferencias en los
valores de AST: (abuso: 29.7 £ 2.3 U/L vs. dependencia: 39.1 £ 4.1 U/L, p= 0.055) (Tabla
10), sin embargo como se menciond anteriormente una elevacion en AST por si solo no

constituye un indicador especifico de dafio hepéatico dada su localizacion en otros 6rganos.

Se sabe que la IL-10 ejerce efectos sobre distintas poblaciones celulares y ejerce un efecto
regulador sobre el sistema inmune. Entre los individuos existe una gran variaciéon en la
produccion de IL-10, en estudios previos se ha descrito que la produccion de esta citocina en
monocitos de sangre periférica se ve favorecida en presencia del alelo G del polimorfismo
-1082 G/A, y que este efecto se mantiene al adquirir el haplotipo GCC, en tanto que los
genotipos ACC/ACC, ACC/ATA y ATA/ATA la producen en menor cantidad (Moreno et
al. 2007). En nuestra investigacion no encontramos una significancia estadistica en las
frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas del SNP -1082 G/A del gen de IL-10 entre
controles y consumidores, pero observamos un predominio del genotipo intermedio
productor (G/A) en ambos grupos (Tabla 11), sin embargo al hacer la clasificacion del
grupo consumidor, encontramos que el alelo A (descrito como el bajo productor de IL-10)
estuvo més relacionado con el grupo de abuso de manera significativa, mientras que el alelo
G (alto productor) con el grupo de dependencia (Tabla 12), estos hallazgos contrastan con lo
descrito anteriormente en la literatura, donde se propone que el etanol agudo puede inhibir la
produccidn de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 en monocitos humanos
a través de la inhibicion del factor nuclear Kappa B (NF-«kB) y producir un aumento en la
produccion de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-f, mientras que el consumo
cronico esta asociado con activacion de NF-kB incrementando la expresion de genes de

citocinas proinflamatorias y una disminucion de IL-10 en suero.
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Algunos estudios que analizaron la presencia del polimorfismo -592 C/A el cual se
encuentra en fuerte equilibrio de union con el -819 C/T no pudieron determinar una
asociacion de estas variaciones genéticas con pancreatitis cronica por alcohol, ni enfermedad
hepatica por alcohol, pero un estudio realizado por el grupo de Marcos et al. 2008, reportd
una asociacion del alelo A en -592 C/A con alcoholismo sin enfermedad hepética. Sin
embargo, nosotros no encontramos alguna diferencia entre controles y consumidores,
incluso los consumidores mostraron la misma proporcion para ambos alelos: 50% para A de
-592 C/A (6 T de -819 C/T) y 50% para C (Tabla 11), y tampoco hubo diferencias entre
tener abuso o dependencia (Tabla 12). Al realizar el andlisis de los haplotipos descritos para
el gen de IL-10 (GCC: alto productor, ACC/ACC, ACC/ATA y ATAJ/ATA: bajos
productores) tampoco encontramos una diferencia entre controles y consumidores ni entre

los mismos consumidores (Tabla 11y 12).

Posiblemente la discordancia entre los datos pueda ser un factor de etnicidad, tomando en
cuenta que existen grandes variaciones en la distribucion de los polimorfismos del promotor
de IL-10 en las distintas poblaciones, lo que podria explicar los diferentes hallazgos. Se ha
documentado que el alelo A de -1082 esta presente en el 94 % de la poblacién en el sur de
China, en un 47 a 51 % en el norte de Europa y en un 66 % en nuestra poblacion, fenbmeno

que se podria ver reflejado como un efecto de enmascaramiento en nuestra poblacion.

Por otra parrte, TNFa es una molécula pleiotropica que tiene efectos pro-inflamatorios, es un
agente clave en la inmunidad del huésped, con actividad antitumoral, antiviral y
antimicrobiana. El alelo TNF2 de la region -308 G/A del TNF-a, se ha descrito como el mas
importante en la regulacion de la produccion de TNF-o (Kroeger et al. 1997). Estudios in

vitro en células estimuladas con lipopolisacérido, indican que las de genotipo TNF2 (A/A)
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presentan una mayor sobreexpresion de la citocina que las de genotipo TNF1 (G/G). Al
hacer nuestros estudios de comparacion, pudimos observar que el grupo heterocigoto (G/A)
(intermedio productor) fue el que predominé en ambos grupos tanto control y consumidores,
pero ademas que el genotipo A/A (alto productor) no estuvo presente en ninguno de estos
dos grupos (Tabla 13). Al hacer la estratificacion de acuerdo al CIDI, el grupo de abuso
exhibié una mayor proporcién del alelo G con una significancia estadistica (Tabla 14), a
diferencia del estudio realizado en poblacién espafiola donde no encontraron ninguna
asociacion de esta region entre alcohélicos y no alcoholicos, ni entre alcohdlicos con cirrosis

y alcohdlicos sin enfermedad hepatica (Pastor et al. 2005).

Al igual que las demas citocinas, la produccion de TGF-B se encuentra sujeta al control
genético de una forma compleja. A pesar de que el alelo T (alto productor de TGF- B) de -
509 C/T y +869 C/T ha sido asociado con fibrogénesis pulmonar y pancreética (Bendicho et
al. 2005), al analizar nuestros resultados, observamos que el genotipo que predomind fue el
intermedio productor (C/T) en controles y en consumidores y al calcular las frecuencias
alélicas, no se encontrd una diferencia entre ellos (Tabla 15), ni entre abuso y dependencia

(Tabla 16).
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CONCLUSIONES

Este estudio es el primer trabajo realizado en una poblacion joven en el aspecto demografico
como genético que analiza las frecuencias de los genes de IL-10, TNF-o y TGF-B. En los
sujetos estudiados se encontré6 con mayor frecuencia el polimorfismo que da origen al
productor intermedio de IL-10, determinado por los SNPs -1082 (G/A), -819 (C/T) y -592
(C/A), de la misma manera que de TNF-a -308 (G/A) y TGF-p -509 (C/T) y +869 (C/T)
tanto en la poblacion consumidora de alcohol como en la no consumidora. A pesar de esto si
se encontraron diferencias marcadas entre los consumidores en el SNP de -1082 G/A de IL-
10, siendo el alelo A (bajo productor) més frecuente en los sujetos con abuso clasificados de
acuerdo a la entrevista diagndstica (CIDI), pero estando presente también el alelo G (bajo
productor de TNF-a) del SNP -308G/A en este mismo grupo, ademas de diferencias en los
niveles de AST y en el test de identificacion de desordenes por el consumo de alcohol
(AUIDIT) entre ambos subgrupos. En relacion a los haplotipos no hubo ninguna asociacién
de los polimorfismos con el consumo excesivo de alcohol, posiblemente la influencia de
algunos factores de tipo ambientales, podrian ejercer un papel en la segregacion de alelos

que podrian enmascarar la identificacion de polimorfismos en nuestra poblacion.
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ANEXOS

1. Alcohol Use Disorders ldentification Test (AUDIT)

El AUDIT consiste en 10 preguntas que consideran los siguientes aspectos: Preguntas 1-3:
La cantidad y frecuencia del consumo de alcohol, Preguntas 4-6: Examinan sintomas de
dependencia al alcohol, Preguntas 7-10: Exploran las consecuencias negativas asociadas al
consumo de alcohol. Cada pregunta tiene de tres a cinco posibles respuestas. Cada respuesta
tiene un valor numérico que va de cero a cuatro puntos. La sumatoria de los puntos de cada
respuesta da un puntaje total con un maximo de 40 puntos. En general se considera que en la
poblacion adulta mayor de 21 afios de edad, un puntaje total de 0 a 7 puntos refleja niveles
de consumo seguro de alcohol, mientras que puntajes de 8 0 méas puntos indican la presencia

de consumo riesgoso y dafiino (VER ANEXO 1).
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ANEXO 1

Por favor teclea el nimero de la respuesta correcta para cada pregunta en el recuadro rosa.

f tets

Criterios operativos de valoracion

. 3Con qué frecuencia consume alguna bebida alcohélica?

Nunca

. Una o menos veces al mes

. De 2 a 4 veces al mes

. De 2 a 3 veces a la semana

. Cuatro o mds veces a la semana

;Cudntas consumiciones de bebidas alcohdlicas suele realizar en un dia
de consumo normal?

lo2
3od
S06

.De7a9
. 10 o mas

;Con qué frecuencia toma 6 o mas bebidas alcohdlicas en una sola ocasidn
de consumo?

Munca

. Menos de una vez al mes
. Mensualmente

. Semanalmente

. A diario o casi a diario

;Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha sido incapaz de parar
de beber una vez habia empezado?

Munca
Menos de una vez al mes

. Mensualmente

. Semanalmente
. A diario o casi a diario

;Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo no pudo hacer lo que
se esperaba de usted porque habia bebido?

Munca

. Menos de una vez al mes
. Mensualmente

. Semanalmente

. A diario o casi a diario

. ;Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha necesitado beber en

ayunas para recuperarse después de haber bebido mucho el dia anterior?

. Nunca

. Menos de una vez al mes
. Mensualmente

. Semanalmente

. A diario o casi a diario

|

. ;Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha tenido remordimientos

o sentimientos de culpa después de haber bebido?

. Nunca

Menos de una vez al mes
. Mensualmente

. Semanalmente

. A diario o casi a diario

. 3Con qué frecuencia en el curso del tltimo afo no ha podido recordar

lo que sucedid la noche anterior porque habia estado bebiendo?

. Nunca

. Menos de una vez al mes
. Mensualmente

. Semanalmente

. A diario o casi a diario

;Usted o alguna otra persona han resultado heridos porque usted
habia bebido?

No

. Si, el ultimo ano

10.

;Algun familiar, amigo, medico o profesional sanitario ha mostrado
preccupacion por su consumo de bebidas alcohélicas o le ha sugerido
que deje de beber?
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. Si, el ultimo ano

. 5i, pero no en el curso del altimo afio

Si, pero no en el curso del ultime afo



2. Craving

La Escala Multidimensional de Craving de Alcohol (EMCA) evalia dos factores del
craving: 1) Deseo intenso de beber o la necesidad imperiosa de autoadministrarse una
determinada sustancia, 2) Desinhibicién conductual o falta de resistencia al consumo. El
cuestionario consiste en 12 preguntas y a cada una de las 5 posibles respuestas se les asigna
un puntaje: Muy de acuerdo (5), Bastante de acuerdo (4), ni de acuerdo ni en desacuerdo (3),
bastante en desacuerdo (2) y muy en desacuerdo (1) (VER ANEXO 2). De manera que la
EMCA da lugar a dos puntuaciones parciales (una para cada factor) y una puntuacion global,
cuyos rangos son 10 a 50 para el deseo de beber, 2 a 10 para la desinhibicién conductual y
12 a 60 para la puntuacion bruta global. La puntuacion bruta del factor de deseo por beber se
obtiene acumulando las respuestas de los 10 items correspondientes, mientras que la
puntuacion para desinhibicion conductual se calcula restando a 12 la suma de las respuestas
a los items 4 y 12, por ejemplo si un paciente responde 1 en el item 4 y 2 en el item 12, la
puntuacién de desinhibicion serd 12- (1+2)= 9. La puntuaciéon bruta global se obtiene
sumando la puntuacién obtenida en los dos factores. La interpretacion de los puntajes se

realizo de acuerdo a la tabla 17 (Guardia et al. 2004).

Ausente Leve Moderado Intenso

Deseo de beber 10 11-17 18-34 >34
Desinhibicién conductual 2 3 4-7 >7

Puntuacion global del craving 12 13-22 23-40 > 40

Tabla 17. Interpretacion de los resultados de la escala y sus factores.
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ANEXO 2

Por favor pon una X en el recuadro segln sea tu respuesta

Dirante la iltitna semand...

1. He tenido ansia de beber

2. Habria hecho casi cualquier cosa
por beber

3. He deseado beber

4. He podido controlar completamente
mideseo de beber

5. Tomar una copa habria sido ideal

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

7. Beber hubiera sido maravilloso

&. Hetenido muy 2 menudo la mente
ocupada con imdgenes relacionadas
con la bebida

9. Las ganas de beber han sido
muy intensas

10. Me hubiera sentido mejor si
hubiera podido beber

11. He experimentado una vez o mdis
unintenso deseo de beber

12. Aungue hubiese tenido la oportunidad,
no hubiera bebido
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3. Composite Internacional Diagnostic Interview (CIDI)

El CIDI es una entrevista diagnostica desarrollada por la OMS para evaluar y clasificar
desordenes mentales y problemas relacionados con el consumo de alcohol y otras drogas . El
CIDI esta basado en el ICD-10 y el DSM-IV. Existe una versién reducida denominada CIDI
substance abuse module (CIDI-SAM), disefiada para realizar diagndstico de abuso o
dependencia, segun criterios DSM-1II R o CIE-10, de las siguientes sustancias: alcohol,
tabaco, cannabinoides, cocaina, estimulantes, barbitlricos, sedantes, hipnéticos,
alucindgenos, inhalantes y opioides, esta version evalGa los sintomas tipicos de la
abstinencia de cada sustancia y las consecuencias fisicas, sociales y psicolédgicas de su uso,
con el fin de determinar la severidad del sindrome de dependencia (Saiz et al. 2002,

Medina-Mora et al. 2005).

4. Consumo de alcohol en g/dia

Adicionalmente se calcul6 el consumo de alcohol (g de OH/dia) reconocido por los sujetos
voluntarios de acuerdo a la siguiente formula:
Gramos de etanol = (G° x mlx 0,8) /100

Donde:

e G°: Lagraduacion alcohdlica de la bebida, la cual suele visualizarse en la etiqueta de

la misma.
e ml: La cantidad de bebida consumida, expresada en mililitros.
e 0,8: El peso especifico del etanol (es decir, el peso de 1 gramo de alcohol puro es de

0,89).
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