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BREVE RESENA HISTORICA

Los origenes del término alcohol son inciertos; mientras que algunos autores
afirman que proviene del arabe al-kukhil, el espiritu, hay quien sostiene que el origen
esta en la palabra arabe Kohdl, polvo finisimo a base de minerales que utilizaban las
mujeres de cierta categoria social para maquillarse .

Los indicios mas antiguos de consumo de vino datan del afo 8000 a.C., dado
que de esta época se han datado semillas de uva de vitis vinifera encontradas en
Turquia y El Libano % En el antiguo Egipto, la vid era el segundo cultivo en
importancia, tras los cereales, y se sabe que también se bebia cerveza, aunque esta
era poco apreciada entre las clases sociales elevadas. Asimismo, en las sociedades
griega y romana el vino era una bebida muy apreciada, y su consumo se generaliz6 en
todas las clases sociales °.

En la peninsula ibérica, el cultivo del vino se relega a la minima expresion
durante la dominacion arabe, pero esta situacion cambia ante el avance cristiano y el
asentamiento definitivo de las o6rdenes monasticas, que incrementan de nuevo el
cultivo y produccion de vino, que se incorpora a la dieta humana como un aporte
hidrico y calérico fundamental *. El avance tecnolégico permite que en el siglo XV se
establezca en numerosas ciudades el gremio de destiladores, y existen abundantes
documentos que hacen referencia también al cultivo del vino. Ello estaba muy ligado al
feudalismo, que basaba parte de su economia en la vid y los cereales.

El amplio consumo de alcohol a lo largo de la historia se debe, en parte, a sus
potenciales aplicaciones, entre las que destaca su papel como bebida de consumo en
tiempos en los que era dificil encontrar agua potable. Fue también ampliamente usado
en Medicina como método para paliar el dolor o reducir la fiebre, y es indudable que el
alcohol, mas que un simple bebida, era reconocido como un factor de integracion
social y una forma de celebrar acontecimientos, dada su capacidad para desinhibir y
provocar sensaciones de bienestar.

No es hasta el siglo XVI cuando comienza a cambiar en Europa el concepto
qgue se tiene de las bebidas alcohdlicas, pensamiento iniciado por los reformadores
encabezados por Lutero, quien no se cansaba de predicar contra el “diablo de la
bebida™. Gracias a la llegada y difusién en Europa de las bebidas calientes, como el
café, se logré descender el consumo de bebidas alcohdlicas entre las clases elevadas
y la burguesia, que comenzo a repudiar la costumbre de beber sin mesura. Para las
clases inferiores, sin embargo, el alcohol y la embriaguez no eran considerados un
estigma social, sino una expresion de la “alegria de vivir’ y una forma de diversién con

la que evadirse durante unas horas de la realidad °.



A partir del siglo XIX comienzan a surgir en Estados Unidos organizaciones que
promocionan la abstinencia del consumo de bebidas alcohdlicas, creandose las
primeras ligas antialcohdlicas en Nueva York (1808), Massachusetts (1813) y
Connecticut (1813). En Europa este tipo de organizaciones se fundaron en las
décadas de 1820 y 1830, siendo las mas importantes las de Gran Bretafia y de los
paises escandinavos, mientras que en Espafa apenas tuvo una repercusion
anecdotica ’. Probablemente, el intento mas serio para acabar con el consumo de
alcohol lo podemos encontrar en la primera mitad del siglo XX, cuando Estados Unidos
promulga la Ley Volstead 8, conocida universalmente como “Ley Seca”, que prohibe
contundentemente la produccion, suministro y consumo de alcohol. Esta ley estuvo
vigente trece afos, hasta 1933, siendo finalmente abolida.

En la actualidad, el alcohol es una de las sustancias de abuso que, por su facil
acceso, se ha convertido en un verdadero problema sociosanitario en numerosos

paises, y acarrea graves repercusiones médicas y sociales.

EPIDEMIOLOGIA DEL CONSUMO DE ALCOHOL

Segln datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) °, el consumo
excesivo de alcohol es responsable de la muerte de 2,5 millones de personas
anualmente en el mundo. En 2005 la media de consumo mundial fue de 6,13 litros de
alcohol puro por persona mayor de 15 afios, siendo Europa una de las regiones con un
mayor consumo, con niveles superiores a 10 litros de alcohol puro al afio por persona
en practicamente todos los paises °. Sin embargo, a medida que otras partes del
mundo se desarrollan econdmicamente, también aumentan los niveles de consumo de
alcohol y el dafio relacionado con dicho toxico.

En Europa, el alcohol constituye el tercer factor de riesgo mas importante que
contribuye a la morbimortalidad total, segun datos de la Oficina Regional para Europa
de la OMS ™, solo superado por la hipertension arterial y el tabaquismo, y representa
asimismo el principal factor de riesgo de morbimortalidad entre los jévenes. Los
fallecimientos relacionados con el alcohol suponen el 6,3% del total, y si tomamos en
consideracion los afos de vida perdidos debido a mortalidad prematura, asi como los
afos de vida vividos con discapacidad, la importancia del alcohol es incluso mas
elevada, siendo los varones y el grupo de edad entre 15 y 30 afos el mas afectado. El
efecto perjudicial del alcohol parece ser mas pronunciado cuando se combina con
pobreza y malnutricién. Ademas, no debemos olvidar que el alcohol contribuye

significativamente al desarrollo de problemas sociales, familiares y laborales. Ante esta



situacion, la Oficina Regional de la OMS para Europa fue, en 1992, la primera entidad
regional de la OMS en llevar a cabo la iniciativa de lanzar un plan de actuacion sobre
el alcohol, con un conjunto de medidas para el control del consumo en Europa ™.

En Espafia, segun datos del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e
Igualdad "', en 2008 se produjeron 24 339 defunciones relacionadas con el consumo
de alcohol, siendo 1626 de ellas directamente atribuibles a esta sustancia. Los datos
publicados de los afios 2011 y 2012 en la Encuesta Domiciliaria sobre Alcohol y
Drogas en Espafia (EDADES) ' revelan que mas de un 60 % de la poblacién
espafola entre 15 y 64 afos habia consumido alguna vez bebidas alcohdlicas en los
ultimos 30 dias. Ademas, aunque esta estabilizada o en descenso la proporcion de
consumidores de bebidas alcohdlicas, ha aumentado en los ultimos afios la frecuencia
de episodios de consumo intensivo o borracheras, sobre todo entre los jovenes. En
2011, un 41,3 % de los hombres y un 23,5% de las mujeres con edades comprendidas
entre los 15 y los 34 afios se habia emborrachado alguna vez en los ultimos 12 meses
12.

Todos estos datos reafirman la preocupacion sobre el grave problema de salud
publica que supone el consumo excesivo de alcohol, debido a los importantes costes
socioecondmicos y sanitarios en términos de morbimortalidad, utilizacién de servicios
sanitarios, pérdidas de productividad, asi como las consecuencias derivadas de

accidentes de trafico y conductas delictivas relacionadas con el consumo.

CONCEPTO DE ALCOHOLISMO Y PATRONES DE CONSUMO DE ALCOHOL

El término alcoholismo es impreciso y se usa unicamente para describir una
situacién en la que el consumo de alcohol es excesivo o resulta perjudicial para el
sujeto, por lo que resulta mucho mas adecuado utilizar los términos de “consumo de

” o«

riesgo”, “consumo perjudicial” o “dependencia” definidos por la OMS ™.

La unidad de medida utilizada para cuantificar el consumo de alcohol es la UBE
(Unidad de Bebida Estandar), que en Espafa equivale a 10 gramos de etanol puro, y
corresponde a un vaso de vino, una cafa de cerveza, o medio vaso de bebida
destilada como whisky o cofiac . Segun las directrices de la OMS, se considera
consumo de riesgo de alcohol, en varones, a la ingesta de, al menos, 28 UBE por
semana o mas de 5 UBE por ocasion de consumo. En mujeres y mayores de 65 afios,
el limite esta en 17 UBE a la semana o mas de 3 UBE por ocasién de consumo. El

patron de ingesta de grandes cantidades de alcohol en una sola ocasion se ha



denominado binge drinking en la literatura anglosajona, que podria traducirse por
“‘consumo concentrado”, “consumo en atracones” o “botelléon”, que con frecuencia
realizan los jovenes en nuestro pais.

Segun los criterios de la clasificacion internacional de enfermedades (CIE-10)
de la OMS ™ existen tres patrones de consumo de alcohol:

- Consumo de riesgo: se superan los niveles anteriormente mencionados, sin
consecuencias directas relacionadas con el consumo de alcohol pero con riesgo futuro
de dafio psicolégico, social y fisico.

- Consumo perjudicial: existe dafo fisico, psiquico, familiar, social, legal o
economico asociado al consumo.

- Dependencia alcohdlica: sus criterios se exponen en la tabla 1.

Por su parte, la Asociacién Americana de Psiquiatria en el DSM-IV (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition) '° define los diferentes patrones
de consumo de alcohol con dos términos. Ademas de la dependencia de alcohol,
utiliza el concepto “abuso de alcohol”, que continda siendo muy utilizado. Este patron
se caracteriza por un uso de alcohol que conlleva un deterioro o malestar clinicamente
significativos, manifestado por uno o mas de los siguientes, durante un periodo de
doce meses:

- Incumplimiento de obligaciones en el trabajo, en la escuela o en casa.

- Consumo recurrente del alcohol en situaciones en las que hacerlo es

fisicamente peligroso.

- Problemas legales repetidos relacionados con el alcohol.

- Problemas sociales continuos o recurrentes.

- Problemas interpersonales causados o exacerbados por los efectos del

alcohol.



Tabla 1. Criterios de la CIE-10 para el diagnéstico de dependencia

e Tolerancia, de tal manera que:

- Se requiere un aumento progresivo de la dosis de alcohol para conseguir los mismos
efectos que originalmente producian dosis mas bajas; lograr la intoxicacién o conseguir
el efecto deseado

- Se obtiene un efecto marcadamente disminuido con el uso continuado de la misma
cantidad de alcohol

e Sintomas somaticos de un sindrome de abstinencia, cuando se confirme por:

- El sindrome de abstinencia caracteristico del alcohol con el cese o disminucién del
consumo

- El consumo de la misma sustancia (o una muy proxima) con la intencion de aliviar o
evitar los sintomas de abstinencia

e Deseo intenso o vivencia de una compulsién a consumir alcohol

e Disminucién de la capacidad para controlar el consumo de alcohol, unas veces
para controlar el inicio del consumo y otras para poder terminarlo o para
controlar la cantidad consumida, demostrado por:

- El alcohol se consume en mayores cantidades o durante un periodo mas largo de lo
que se pretendia inicialmente

- Existen deseos persistentes o esfuerzos infructuosos para reducir o controlar el uso
de alcohol

e Preocupacion con el alcohol, tal como se manifiesta por:

- Abandono progresivo de otras fuentes de placer o diversiones a causa del consumo
de alcohol

- Aumento del tiempo necesario para obtener o ingerir el alcohol o para recuperarse de
sus efectos

e Persistencia en el consumo de alcohol a pesar de sus evidentes consecuencias
perjudiciales, tal y como se evidencia por el consumo continuado una vez que el
individuo es consciente, o era de esperar que lo fuera, de la naturaleza y
extensién del daiio

Tres o mas de estas manifestaciones deben haber estado presentes durante al menos
un mes o, si han durado menos de un mes, deben haber aparecido juntas de forma

repetida en algun periodo de doce meses

En todo caso, la nueva clasificacion DSM-V, de la Asociacién Americana de
Psiquiatria (APA), publicada en mayo de 2013, sustituye los términos de abuso vy
dependencia de alcohol por el de “Trastorno por uso de alcohol” ', cuyos criterios se

exponen en la tabla 2.



Tabla 2. Criterios de la APA para el trastorno por uso de alcohol (DSM-V)

Trastorno por uso del alcohol

Patron desadaptativo de consumo de alcohol que conlleva un deterioro o malestar
clinicamente significativos, expresado por dos (0 mas) de los items siguientes en algun
momento de un periodo continuado de 12 meses:

itern 1 La sustancia es tomada con frecuencia en cantidades mayores o
durante un periodo mas largo de lo que inicialmente se pretendia

item 2 Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de controlar o
interrumpir el consumo de alcohol

item 3 Se emplea mucho tiempo en actividades relacionadas con el consumo
o la obtencién de alcohol

item 4 Deseo de consumo irrefrenable

item 5 Incumplimiento de obligaciones

item 6 Consumir alcohol a pesar de sus consecuencias en las relaciones
familiares e interpersonales

item 7 Reduccién de actividades sociolaborales, familiares o recreativas

ftem 8 Consumo de alcohol en situaciones peligrosas

item 9 Persistencia del consumo a pesar de las consecuencias fisicas o
psicologicas causadas o exacerbadas por el consumo de alcohol

item 10 Tolerancia

ftem 11 Abstinencia

Criterios  de Leve: 2-3 items

ravedad Moderado: 4-5 items
9 Grave: 6-11 items

DIAGNOSTICO DEL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL

Existen varios cuestionarios usados en la poblacibn para cribado e
identificacion precoz de los consumidores de riesgo, como el ISCA (Interrogatorio

Sistematizado de Consumo de Alcohol) o el CBA (Cuestionario Breve para




Alcohdlicos), aunque los de mayor difusién son el CAGE y el AUDIT "' EI CAGE
(acrénimo obtenido a partir de su version inglesa: Cut, Annoyed, Guilty, Eye-opener)
es un test muy sencillo de cuatro preguntas, util en el cribado de alcoholismo. El
AUDIT (Alcohol use disorders identification test) consta de diez preguntas (tabla 3)
sobre la cantidad y frecuencia de alcohol consumido, asi como las consecuencias de
dicho consumo, por lo que es eficaz para detectar diferentes patrones de consumo en

funcion de los puntos de corte.

METABOLISMO DEL ETANOL

El etanol o alcohol etilico (CH3-CH,-OH) es el componente que define a las
diferentes bebidas alcohdlicas, y responsable de sus efectos sobre el organismo. Es
una molécula anfipatica, que penetra con facilidad a través de las membranas
celulares, alcanzando su concentracion maxima a los 30-60 min de su ingesta. Se
absorbe por difusién simple por la mucosa de todo el tubo digestivo, en mayor
proporcion en el estbmago (20%) y en la parte proximal del intestino delgado (80%).
Su volumen de distribucién es distinto en el varén (0,7 L/Kg) que en la mujer (0,6
L/Kg), principalmente por su diferente composicién corporal, ya que se trata de una
molécula mas hidrosoluble que liposoluble '°. No se une a proteinas plasmaticas, y es
capaz de atravesar la barrera placentaria y hematoencefalica. Ademas de realizar la
determinacion de su concentracion en la sangre, también puede cuantificarse en el
aire exhalado, ya que el etanol accede a los pulmones y se vaporiza en el aire a una
velocidad constante.

Respecto a su eliminacién, una pequefia proporcién del alcohol ingerido se
excreta directamente por el pulmoén, riién o en el sudor %, pero la mayor parte se
metaboliza en el higado por oxidacion. La via metabdlica mas importante se localiza
en el citosol de los hepatocitos, donde la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH),
transforma el etanol en acetaldehido ' (Figura 1). Existen otras dos vias de oxidacion
del etanol a acetaldehido en el higado. Una de ellas, que tiene lugar en los
microsomas del reticulo endoplasmico liso, es el sistema conocido como MEOS
(microsomal  ethanol-oxidizing system) 2', actta principalmente cuando las
concentraciones de etanol en sangre son altas o su consumo es cronico. Este sistema
enzimatico es un componente de la familia de los citocromos microsomales P450, y la

denominacién actual mas extendida para este sistema P450 es CYP2E1.



Tabla 3. Test AUDIT (Alcohol use disorders identification test)

1. ¢ Con qué frecuencia consume alguna bebida alcohoélica?

0. Nunca

1. Una o menos veces al mes

2. De 2 a 4 veces al mes

3. De 2 a 3 veces a la semana

4. Cuatro o mas veces a la semana
2. ;Cuantas consumiciones de bebidas alcohdlicas suele realizar en un dia
de consumo normal?

0.Unao?2

1. Treso 4

2.Cincoo 6

3.De7a9

4. Diez o mas
3. ¢Con qué frecuencia toma 6 o mas bebidas alcohélicas en una sola ocasién de consumo?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario
4. ;Con qué frecuencia en el curso del ailo ha sido incapaz de parar de beber
una vez habia empezado?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario
5. ¢Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo no pudo hacer lo que se esperaba
de usted porque habia bebido?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario
6. ¢ Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha necesitado beber en ayunas
para recuperarse después de haber bebido mucho el dia anterior?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

10




Tabla 3 (continuacion)

7. ¢Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha tenido remordimientos
o sentimientos de culpa después de haber bebido?
0. Nunca
1. Menos de una vez al mes
2. Mensualmente
3. Semanalmente
4. A diario o casi a diario
8. ¢ Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo no ha podido recordar
lo que sucedi6 la noche anterior porque habia estado bebiendo?
0. Nunca
1. Menos de una vez al mes
2. Mensualmente
3. Semanalmente
4. A diario o casi a diario
9. ¢ Usted o alguna otra persona han resultado heridos porque usted habia bebido?
0. No
1. Si, pero no en el curso del ultimo afio
2. Si, el tltimo afio
10. ;Algun familiar, amigo, médico o profesional sanitario han mostrado preocupaciéon por su
consumo de bebidas alcohdlicas o le han sugerido que deje de beber?
0. No
1. Si, pero no en el curso del ultimo afio
2. Si, en el ultimo ano
Puntos de corte: Sin problemas: hombres 0-7; mujeres 0-5. Bebedor de riesgo: hombres 8-12; mujeres

6-12. Problemas fisico/psiquicos y probable dependencia alcohdlica: hombres 13-40; mujeres 13-40.

Una segunda via metabdlica alternativa corresponde a la de las catalasas,
enzimas localizadas en los peroxisomas y en las mitocondrias de los hepatocitos;
parece estar implicada en la oxidacién del etanol cuando las concentraciones de este
son elevadas ??, aunque constituiria tan sélo un 2% de la oxidacién total %°.

El acetaldehido es metabolizado a acetato, principalmente por la enzima
aldehido deshidrogenasa hepatica (ALDH), en el citosol y las mitocondrias. A su vez,
el acetato resultante se transforma en acetil-coenzima A, que es oxidado a CO;, y H,O
en el ciclo de Krebs, o bien constituye el primer eslabon en la biosintesis de acidos
grasos.

Asimismo, aunque de mucha menor importancia, existe un metabolismo

oxidativo extrahepatico del etanol en diferentes 6rganos, como el corazén, estbmago
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2 rifion ?° o cerebro %, y vias de metabolismo no oxidativas que se desarrollan a partir

de la formacién de esteres etilicos de los 4cidos grasos ' y fostatidil-etanol .

Figura 1. Principales vias de metabolismo del etanol

MEOS
20% ACETALDEHIDO

< 80%——-2HoL ACETALDEHIDO

DESHIDROGENASA

ALDEHIDO
DESHIDROGENASA

ACETATO

Acetil
CoA

Ciclo
de Krebs

Acidos grasos CO, y agua

Modificado de: Harrison: Principios de Medicina Interna. 172 Edicién. Cap 387 Alcohol y Alcoholismo.

PATOLOGIA RELACIONADA CON EL ALCOHOL

El etanol ejerce efectos téxicos sobre un gran numero de aparatos y sistemas
del organismo. La revision exhaustiva de todas las consecuencias negativas de la
ingesta de alcohol escapa a los objetivos de este trabajo, pero a continuacién se

resumen las repercusiones mas importantes.

Sistema nervioso central (SNC)

El alcohol es un depresor del SNC al actuar sobre diversos neurotransmisores;
fundamentalmente potencia la accion del 4cido gamma-aminobutirico (GABA) e inhibe
las acciones del neurotransmisor excitador glutamato. Estos aspectos referidos a la
neurobiologia se expondran detenidamente al referirse mas adelante a la dependencia
alcohdlica.

Las acciones del etanol sobre el SNC dependen de su concentracion en
sangre, del tipo de consumo, agudo o cronico, y de caracteristicas del propio
consumidor. En concreto, los efectos de una intoxicacion aguda en funcion de la

concentracion alcanzada de etanol en sangre se reflejan en la tabla 4.
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Tabla 4. Efecto de las concentraciones de alcohol en sangre en un sujeto sin tolerancia.

CONCENTRACION SANGUINEA EFECTO

Disminucion de las inhibiciones
0,02 g/ 100 mL Sensacion de ebriedad, excitacion

Disminucion de funciones cognitivas

0,08 g/100 mL complejas y del rendimiento motor

Incoordinacidon motora, irritabilidad,

0,20 g/100 mL disminucioén de la percepcion del riesgo

Coma superficial
0,30 g/100 mL Alteracion de los signos vitales

0,40 g/100 mL Muerte

Modificado de: Harrison: Principios de Medicina Interna. 17° Edicién. Cap 387 Alcohol y Alcoholismo.

El sindrome de abstinencia alcohdlica surge tras la interrupcion o disminucion

de un consumo prolongado de grandes cantidades de alcohol. Se caracteriza por la

apariciéon de dos o mas de los siguientes sintomas, horas o dias tras el cese del

consumo:

Hiperactividad autonémica

Temblor distal de manos

Nauseas o vomitos

Insomnio

Ansiedad

Agitacién psicomotora

Alucinaciones visuales, tactiles o auditivas transitorias o ilusiones (delirium
tremens)

Crisis comiciales.

El consumo crénico y continuado de alcohol puede ocasionar problemas

cognitivos derivados de una atrofia encefalica, presente hasta en el 50 % de los

alcohdlicos crénicos, asi como atrofia cerebelosa, puesta de manifiesto por

inestabilidad y alteraciones de la marcha. Como consecuencia del déficit de tiamina,

puede producirse la triada clasica del sindrome de Wernicke (oftalmoplejia, ataxia y

encefalopatia)

% v el de Korsakoff (amnesia anterégrada y retrégrada). Menos

comunes son el sindrome de Marchiafava-Bignani, una desmielinizacion del cuerpo

calloso que cursa con sintomas de afectacién frontal bilateral y disfuncién hemisférica,
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y la mielindlisis pontina central, rara enfermedad desmielinizante que afecta a la
protuberancia.

Por otra parte, es frecuente la coexistencia del alcoholismo con trastornos
psiquiatricos independientes del alcohol (patologia dual), como esquizofrenia, trastorno
bipolar o trastornos de ansiedad, y muchos sindromes psiquiatricos surgen durante el
estado de embriaguez o durante la abstinencia posterior, como el trastorno del animo

inducido por alcohol, ansiedad, alucinaciones o delirios paranoides.

Sistema nervioso periférico
La neuropatia alcohdlica es una polineuropatia axonal, sensitivo-motora, de
predominio distal, de inicio en extremidades inferiores, y de un curso insidioso y

progresivo .

Aparato gastrointestinal

El consumo de alcohol provoca inflamacién de la mucosa esofagica y gastrica
Es asimismo responsable de hasta un tercio del total de pancreatitis agudas y de la
gran mayoria de casos de pancreatitis cronica. Asimismo, el alcohol es capaz de
producir un amplio espectro de alteraciones en el higado, desde la esteatosis hepatica

alcoholica hasta la cirrosis hepatica, pasando por la hepatitis aguda >".

Neoplasias

El consumo excesivo de alcohol se ha relacionado con el incremento en la
incidencia de un amplio abanico de tumores, entre los que destacan el cancer de
mama, los tumores de faringe y laringe, el carcinoma orofaringeo, esofagico, gastrico,

hepatocarcinoma y el cancer de colon y recto.

Sistema hematopoyético e inmune

Ademas del incremento en el volumen corpuscular medio de los hematies, por
efecto toxico directo sobre los eritroblastos, el alcohol puede determinar una
trombocitopenia leve, actuando sobre los megacariocitos. Altera también el sistema
inmune, al disminuir la produccién leucocitaria, la movilidad y adherencia de los
granulocitos y la respuesta de hipersensibilidad tardia a nuevos antigenos. Por el
contrario, el consumo cronico de etanol activa la respuesta inflamatoria, que puede ser

lesiva, entre otros 6rganos, sobre el higado.
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Aparato cardiovascular

En los ultimos afios han sido publicados estudios que avalan los efectos
beneficiosos del etanol sobre el desarrollo de cardiopatia isquémica y accidentes
cerebrovasculares, siempre en relacion con la ingesta de pequefias cantidades *2. Sin
embargo, el consumo cronico en cantidades consideradas de riesgo contribuye al
desarrollo de hipertension arterial y aumenta el riesgo de miocardiopatia y de
insuficiencia cardiaca. Se han descrito, ademas, arritmias auriculares y ventriculares,
sobre todo taquicardia paroxistica o fibrilacién auricular, tras una ingesta excesiva de
etanol en personas sin signos previos de cardiopatia, sindrome conocido como holiday

heart (“corazén de vacaciones”, o “del dia de fiesta”).

Sistema endocrino y reproductivo

El alcohol produce alteraciones en el metabolismo de la glucosa, acidosis
lactica y trastornos del metabolismo del calcio, asi como disminucion de la secrecion
de hormonas tiroideas y de vasopresina, e incremento de las concentraciones de
cortisol (seudosindrome de Cushing). En varones produce atrofia testicular y descenso
del recuento de espermatozoides. En la mujer puede producir amenorrea, esterilidad
por disminucion del tamafo ovarico y aborto espontaneo

El consumo excesivo de alcohol durante el embarazo puede dar lugar a abortos
espontaneos, bajo peso al nacer, retraso del desarrollo y el denominado sindrome fetal
por alcohol, un trastorno caracterizado por cambios en la fisionomia facial, dientes
pequenos con defectos del esmalte, anomalias cardiacas con posible comunicacion

interauricular e interventricular, y microcefalia con retraso mental.

Aparato locomotor

Hasta el 50% de los alcohdlicos crénicos muestran una disminucion de la
fuerza muscular esquelética, debido a miopatia alcohdlica **. Asimismo, el consumo
cronico de alcohol provoca cambios en el metabolismo del calcio, y estos enfermos
tienen una menor densidad 6sea, es mas frecuente la osteoporosis y presentan un

riesgo mas elevado de fracturas.
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NEUROBIOLOGIA DEL ALCOHOL: MECANISMOS DE ACCION DEL ALCOHOL EN
LAS DIFERENTES VIAS DE NEUROTRANSMISION

El etanol ejerce su efecto sobre el SNC mediante su unién a multiples proteinas
de la membrana neuronal a través de grupos hidréfobos, alterando su estructura
tridimensional y funcioén, asi como actuando sobre transportadores, proteincinasas y
otras estructuras celulares. Por todo ello, el etanol es capaz de modificar la
neurotransmision en multiples sistemas y circuitos cerebrales.

De forma resumida, el etanol potencia la accién del GABA, neurotransmisor
inhibidor, y antagoniza la accion del glutamato, neurotransmisor excitador. En
consecuencia, a nivel cerebral, sus acciones generales son las de un depresor del
SNC *, lo que explica los efectos sedantes inducidos por la ingesta de alcohol.

A continuacién revisaremos brevemente la actuacidn del etanol sobre cada uno

de los sistemas, y las repercusiones correspondientes.

Sistema gabaérgico

El GABA es el neurotransmisor inhibidor por excelencia del SNC. Las neuronas
que lo utilizan como neurotransmisor disminuyen de manera transitoria las respuestas
de otras neuronas a estimulos posteriores. En concreto, el etanol potencia la accion
del GABA, principalmente actuando sobre el receptor GABA A *. Este receptor esta
formado por cinco subunidades ensambladas entre si formando un canal, a través del
cual pueden pasar moléculas de muy pequefio tamarfio, especialmente cloro. La
activacion del receptor asociado al canal determina la apertura de este ultimo,
permitiendo el paso de cloro y produciendo asi una hiperpolarizacion de la membrana,
lo que disminuye la excitabilidad de la neurona y, por tanto, su funcién.

El receptor GABA A presenta sitios de fijacion especifica para el GABA, las
benzodiacepinas y los barbituricos. El etanol no actua directamente sobre estos sitios
de union, pero incrementa la apertura del canal determinada por sus agonistas. Esto
explica que se potencien los efectos de esas sustancias con el consumo de alcohol.

La importancia del receptor GABA A en la dependencia alcohdlica se ha
comprobado en modelos animales y en estudios clinicos. Asi, se sabe que un agonista
GABA A, el TPI, produce autoadministracion de etanol en ratas, mientras que su
antagonista, el flumazenilo, la disminuye **. En humanos, el uso de sustancias que
aumentan la transmision gabaérgica, como las benzodiacepinas o los bloqueantes de
la recaptacion del GABA, forman parte de las terapias disponibles en el tratamiento de

la abstinencia alcohdlica ¥'.
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Aunque con menor relevancia, el receptor GABA B también se ha visto
implicado en la dependencia alcohdlica. Agonistas de este receptor son capaces de
reducir la autoadministracién de varias sustancias de abuso, entre ellas el etanol *®.

En humanos, se ha utilizado el baclofén, farmaco agonista del receptor GABA
B, en el tratamiento de la dependencia a drogas. Los datos disponibles indican que es
un farmaco capaz de disminuir las propiedades reforzantes y motivacionales del

alcohol, asi como el craving o deseo de consumo en pacientes alcohdlicos *°.

Sistema glutamatérgico

El glutamato es, junto con el aspartato, el neurotransmisor excitador por
excelencia del SNC. El etanol es capaz de ejercer su accion a través de tres tipos de
receptores, denominados segun la molécula agonista que los activa, y que estan
ampliamente distribuidos por el SNC “°:

- Receptores NMDA  (N-metil-D-aspartato): son los receptores

| !, Estan asociados a

glutamatérgicos mas sensibles a la accion del etano
un canal catidnico cuya activacion produce un aumento de la permeabilidad
para el sodio, el potasio y el calcio, lo que determina una despolarizacion de
la membrana neuronal. La susceptibilidad del receptor a la accion del
etanol varia segun la composicion de las unidades que lo forman, lo que
confiere diferencias entre unos individuos y otros *.

- Receptores AMPA (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico):
a pesar de no ser tan relevantes como los receptores NMDA, determinados
estudios han encontrado evidencias de la capacidad del etanol de inhibir,
en animales de experimentacion, la actividad glutamatérgica a través de la
interaccion con estos receptores en estructuras como la amigdala y el
hipocampo “* .

- Receptores de kainato: sus acciones estan peor establecidas que las de los
receptores NMDA o AMPA, pero parece que su inhibicién en ciertas areas
cerebrales contribuiria también a los efectos sedantes del etanol *°.

La accién antagonica del etanol sobre el receptor NMDA contribuye a los
efectos del consumo de alcohol, como la tolerancia, la abstinencia, el deseo de
consumo o las recaidas “¢. Como ejemplo de la participacion de este sistema en la
dependencia del alcohol, se ha comprobado que el acamprosato, que contribuye a la
restauracion de niveles normales del receptor NMDA en el sistema glutamatérgico, ha

mostrado efectividad en el mantenimiento de la abstinencia.
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Sistema dopaminérgico

El sistema dopaminérgico actua principalmente como modulador en el sistema
de recompensa cerebral estimulado por el etanol y otras sustancias de abuso. En
relacion con este sistema, se conoce que el etanol aumenta la tasa de liberacion de
las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral, que, a su vez, envia
aferencias hacia la corteza frontal, y aumenta la concentracién de dopamina en el
nucleo accumbens *’, mediando de forma positiva en el reforzamiento y la
recompensa.

La disfuncién de la transmisién dopaminérgica se ha asociado con un
incremento del deseo de consumo, y se relaciona con los sintomas de la abstinencia
48,49 Asi, existen estudios que demuestran que la inyeccién local de antagonistas de la

dopamina bloquea los efectos de recompensa del alcohol *°

, ¥ antagonistas de los
receptores de dopamina, como la tiaprida, se usan con éxito para prevenir la agitacion
y las consecuencias fisicas derivadas del sindrome de abstinencia, como las

alucinaciones visuales del delirium tremens °" %2,

Sistema opioide

Juega un papel fundamental en la capacidad adictiva del etanol. Esta
constituido fundamentalmente por tres clases de receptores, |, & y K, que interactian
con los péptidos opioides enddgenos: endorfinas, dinorfinas y encefalinas *.

El receptor opioide u se distribuye ampliamente por el cerebro, expresandose
en gran medida en el tadlamo, y en los nucleos caudado, putamen y globo palido **.
Presenta una alta afinidad por B-endorfinas, encefalinas y péptidos opioides exégenos,
pero una baja afinidad por dinorfinas, que se unen preferentemente al receptor k A
el se une también el antagonista opioide por excelencia, la naltrexona.

El consumo de alcohol estimula la liberacion de opioides enddgenos, que al
activar los receptores opioides p en el area tegmental ventral contribuyen a las
acciones reforzantes del etanol, potenciando la actividad de neuronas dopaminérgicas
en terminales del sistema mesolimbico *°, y aumentando asi la liberacién de dopamina
en el nucleo accumbens *’. La administracion de agonistas de receptores k, por el
contrario, inhibe la activaciéon de neuronas dopaminérgicas. Diferencias individuales en
la sensibilidad del sistema opioide endégeno pueden explicar, en parte, diferentes
susceptibilidades interindividuales al deseo de consumo de alcohol y al desarrollo de
dependencia alcohdlica *2.

Estudios en animales de experimentacion han puesto de manifiesto que los

antagonistas opioides disminuyen el consumo de alcohol % y la naltrexona,
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antagonista de los receptores opioides, puede producir una disminucién de la
frecuencia y cantidad de consumo en alcohdlicos con dependencia del alcohol .

El receptor opioide A no se une con alta afinidad a ninguno de los opioides
endogenos clasicos. Es una proteina transmembrana acoplada a proteinas G, que
inhibe la adenilciclasa y la entrada de calcio a la célula, disminuyendo la formacién de
AMPc. Su péptido ligando enddgeno, la nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ), inhibe las
neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral, con un descenso en la liberacion

61

de dopamina en el nucleo accumbens °', y disminuye la transmisién gabaérgica,

bloqueando el incremento en la liberacion de GABA inducido por etanol en la amigdala
central %2, Estudios en animales de experimentacion demuestran que el bloqueo del
gen que codifica el receptor opioide A se asocia con una reduccion en la tolerancia a la
morfina %, y que la activacién del receptor A reduce la autoadministracion de etanol y
previene la recaida, por lo que su activacion farmacoldgica podria ser una alternativa a
los antagonistas clasicos de los receptores opioides, como la naltrexona, en el

tratamiento de la dependencia alcohdlica &% &4 5.

Sistema endocannabinoide

Han sido identificados dos subtipos de receptores cannabinoides, el CB1 y el
CB2 . El receptor CB1 esta acoplado a proteinas-G, y se distribuye ampliamente en
las estructuras cerebrales que participan en el sistema de recompensa, como el area
tegmental ventral, el nucleo accumbens, el hipocampo o la corteza prefrontal  El
receptor CB2, en cambio, es un receptor cannabinoide periférico, distribuido de forma
principal en el sistema inmune .

El receptor CB1 interviene en Ila regulacion de la liberacién de
neurotransmisores a nivel cerebral, tales como dopamina, GABA y glutamato. Asi, la
activacion de los CB1 de neuronas gabaérgicas suprime la liberaciéon de GABA,
neurotransmisor inhibidor, produciendo un incremento en la activacion de las vias

dopaminérgicas dirigidas hacia el nlcleo accumbens °°.

También regula las
proyecciones glutamatérgicas de la amigdala e hipocampo de forma indirecta, al inhibir
la liberacién de GABA, y las proyecciones gabaérgicas que van desde el nucleo
accumbens al area tegmental ventral.

Numerosos datos experimentales apoyan la participacion de este sistema en la
dependencia al alcohol. Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion de
antagonistas del CB1, como el rimonabant, suprime la liberacién de dopamina en el
nucleo accumbens producida por el etanol "°, disminuye la autoadministracion de
alcohol en animales de experimentacion, y la tasa de recaida en el consumo " "%, Por

otro lado, los agonistas del CB1 producen un aumento del consumo de etanol en
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animales de experimentacion y animales knockout para el CNR1, gen que codifica el
receptor CB1, no presentan sintomas de sindrome de abstinencia con la supresion

alcohodlica ™.

Sistema serotoninérgico

El etanol potencia la accion de la serotonina sobre los receptores 5-HT3 y 5-
HT1 del sistema serotoninérgico, y aumenta los niveles extracelulares de serotonina
en el nucleo accumbens, la corteza frontal y el hipocampo. El sistema serotoninérgico
contribuye a la modulacion del sistema de recompensa cerebral, de forma que
alteraciones en este sistema pueden contribuir también al desarrollo de dependencia
alcohdlica ™.

En estudios con animales de experimentacién, el aumento de los niveles de
serotonina propicia un descenso del consumo de alcohol “°. El papel de farmacos
serotoninérgicos, como los inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina, en el
mantenimiento de la abstinencia alcohdlica en humanos ha sido también estudiado,

aunque los resultados han sido heterogéneos "°.

Sistema colinérgico

El etanol actua sobre los receptores nicotinicos de la acetilcolina situados en el
area tegmental ventral, contribuyendo a la activacion de las neuronas dopaminérgicas
del sistema mesolimbico °!, y por tanto a las acciones reforzadoras del etanol. Segtn
estos hallazgos, el bloqueo selectivo de estos receptores podria proporcionar una

nueva herramienta en el tratamiento del alcoholismo .

Ademas de la interaccion con los sistemas citados hasta aqui, el etanol
también actua también sobre canales i6nicos, en especial canales de calcio regulados
por voltaje, impidiendo el flujo de iones Ca®* hacia el citosol, y sobre segundos

mensajeros como la protein-kinasa C, y, por esa via, potencia la produccién de AMPc.

NEUROBIOLOGIA DEL ALCOHOL: TOLERANCIA, ABSTINENCIA Y ACCIONES
EN EL CIRCUITO DE RECOMPENSA CEREBRAL

En consonancia con los efectos del alcohol sobre los diferentes circuitos de
neurotransmision que se acaban de describir, el consumo crénico de alcohol induce
diversas alteraciones bioquimicas a nivel cerebral, fundamentalmente en los

receptores GABA y NMDA, y en los canales de calcio voltaje-dependientes:
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a) Disminucion del numero de receptores GABA A y de la expresion de

subunidades a1 "

a nivel de la corteza frontal y otras areas cerebrales, a la vez que
aumenta el nimero de subunidades a6. Ademas, se reduce la funciéon gabaérgica por
muerte neuronal en el giro dentado del hipocampo "°. Estos cambios producen una
disminucion de la capacidad inhibitoria del sistema gabaérgico.

b) Incremento del nimero de receptores NMDA glutamatérgicos 8 con lo que
se potencia la neurotransmision excitatoria.

c) Aumento del numero de canales de calcio dependientes de voltaje, sobre
todo los de tipo L, lo que se traduce en un mayor flujo intracelular de calcio.

Estos cambios son el origen de dos fendmenos fundamentales de la
enfermedad alcohdlica: la tolerancia al consumo continuado de alcohol, y el sindrome

de abstinencia cuando cesa el mismo.

Tolerancia

La tolerancia puede definirse como la disminucion de los efectos del alcohol
tras la administracion repetida del mismo. Se distinguen dos tipos:

a) Tolerancia farmacocinética: a igualdad de ingesta, los niveles sanguineos de
etanol seran menores, debido a que el propio etanol activa el sistema oxidativo
microsomal que actua metabolizandolo.

b) Tolerancia farmacodinamica: la misma concentracién de etanol produciria
efectos menores en el SNC del individuo alcohdlico. Se desglosa en dos modalidades:

- Tolerancia conductual: cuando una tarea se realiza repetidamente bajo los
efectos del alcohol se desarrolla mayor tolerancia a los efectos del mismo.

- Tolerancia celular o funcional: consiste en las adaptaciones celulares al
consumo cronico de etanol; por ejemplo, cambios en el niumero de receptores o

segundos mensajeros o en el numero y sensibilidad de los canales transmembrana.

Abstinencia

La abstinencia traduce los efectos derivados de la ausencia brusca de etanol
en un SNC que se ha adaptado al consumo crénico de la sustancia, mediante los
cambios celulares explicados previamente. Consiste en fendmenos contrarios a los
inducidos por la ingesta de alcohol, junto con sintomatologia derivada de un aumento
de actividad simpatica, debido, entre otros mecanismos a un aumento de la liberacién
de noradrenalina en el locus ceruleus ®'.

Los cambios producidos a nivel del sistema gabaérgico, con una disminucién
de la funcién del mismo, son responsables, en parte, de las manifestaciones de

hiperexcitabilidad neuronal caracteristicas del sindrome de abstinencia, como
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intranquilidad, nerviosismo, y, en casos graves, crisis convulsivas. Esto explica la
disminucion de las manifestaciones del sindrome de abstinencia alcohdlica con el uso
de sustancias que aumentan la actividad GABAérgica, como las benzodiacepinas o el

clometiazol "®

, que son farmacos de primera eleccion en el tratamiento de la
abstinencia.

El incremento de receptores NMDA determinado por el consumo cronico de
alcohol provoca que, en ausencia de esta sustancia, se produzca una hiperfuncion
glutamatérgica responsable, junto con Ila hipoactividad gabaérgica, de Ia
hiperexcitabilidad propia del sindrome de abstinencia. El acamprosato, que influye en
la restauracion a niveles normales de los receptores NMDA, puede ser, por tanto, un
tratamiento efectivo en el mantenimiento de la abstinencia ®.

El sistema opioide enddégeno también esta implicado en la fisiopatologia de la
abstinencia alcohdlica, dado que influye en el descenso de la actividad dopaminérgica
que se produce durante la abstinencia ®. Este hecho explica la utilidad terapéutica de
los antagonistas opiaceos en el tratamiento del sindrome de abstinencia al alcohol.
Asi, la administracion de naltrexona, antagonista de los receptores opioides p reduce
el consumo de etanol en pacientes alcohdlicos .

Por ultimo, el incremento del numero de canales de calcio, y como
consecuencia, del flujo de calcio intracelular, propicia, en parte, manifestaciones del
sindrome de abstinencia, tales como las convulsiones. De hecho, la administracion
de bloqueantes de los canales de calcio, como nimodipino, reduce en animales de
experimentacién y en humanos, los temblores, las convulsiones y la mortalidad

inducida por la abstinencia etilica %.

Papel del etanol en el circuito de recompensa cerebral: propiedades
reforzadoras

Un estimulo es reforzador si su aplicacion aumenta las posibilidades de que
vuelva a ser aplicado. En el caso de las sustancias adictivas, dado que es el individuo
quien aplica el estimulo, la conducta queda reforzada por sus consecuencias; es lo
que se denomina condicionamiento operante. Uno de los aspectos claves del etanol
como droga de abuso es que es una sustancia con propiedades reforzadoras, dado
que activa los circuitos cerebrales implicados en el mantenimiento de las conductas
adictivas, llamados circuitos cerebrales de recompensa, por lo que puede crear
dependencia.

Estas propiedades reforzadoras dependen en gran medida de |la
neurotransmision dopaminérgica, a nivel sobre todo del sistema mesolimbico

dopaminérgico, que ha sido denominado sistema dopaminérgico de recompensa . El
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haz prosencefalico medial, que conecta el area tegmental ventral con la corteza
prefrontal a través del nucleo accumbens, es la estructura mas relevante de este
sistema ¥.

Como se ha indicado previamente, el etanol activa las neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral, parte integrante del sistema de
recompensa cerebral, aumentando la concentracion de dopamina en el nucleo
accumbens (Figura 2). El nucleo accumbens actia como mediador entre la motivacion
cerebral y la accion motora. Establece conexiones con multiples estructuras
cerebrales, como la corteza prefrontal, el hipocampo o la amigdala, y es capaz de
liberar dopamina ante la presencia de estimulos relevantes, bien placenteros o
aversivos, situacion que se incrementa con la activacion de las fibras dopaminérgicas
del haz prosencefalico medial.

Otros sistemas participan también modulando el sistema de recompensa
cerebral, como el sistema cannabinoide, el serotoninérgico, o el colinérgico, a través
de la activacion de las neuronas dopaminérgicas del sistema mesolimbico, vy

contribuyen por tanto a las acciones reforzadoras del etanol.

Figura 2. Circuitos neuronales involucrados en la dependencia alcohdlica y la

recompensa
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FACTORES GENETICOS IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE ALCOHOLISMO

Al igual que en muchas otras enfermedades humanas, en el desarrollo de la
adiccion al alcohol intervienen factores genéticos y ambientales. Dentro de los
ambientales, por ejemplo, es conocido que hay mayores tasas de alcoholismo entre
los individuos que han crecido en un ambiente donde beber alcohol es tolerado y
aceptado socialmente. Centrandonos en los factores genéticos, que es el objetivo de
este trabajo, la historia familiar predice de forma importante el desarrollo de
alcoholismo, de tal forma que los hijos de los pacientes alcohdlicos presentan de tres a
cinco veces mas riesgo de desarrollar alcoholismo que la poblacién general .
Estudios en gemelos y nifios adoptados por familias con altas tasas de alcoholismo
revelan que aproximadamente el 50-60 % de la variabilidad en el desarrollo de
alcoholismo en la poblacién se asocia con factores genéticos *'. Parametros como la
frecuencia de consumo, la cantidad de alcohol consumida en cada ocasion o incluso
las concentraciones de alcohol en sangre y la tasa de eliminacién en un determinado

individuo, estan también asociados con factores genéticos .

Dado que esta
asociacion también esta presente en modelos animales, no es extrafio que aspectos
como la autoadministracion de etanol, la sensibilidad a sus efectos o la gravedad del
sindrome de abstinencia desarrollado con el cese de consumo, puedan modificarse
mediante manipulacion genética ¥ %2,

El alcoholismo es una enfermedad poligénica, con intervencion de multiples
genes, que interactuan entre ellos y con factores ambientales. Para intentar conocer
los genes asociados con alcoholismo, se han realizado fundamentalmente dos tipos de
estudios: rastreos hologendmicos (genome-wide scan) y estudios de asociacion de
genes candidatos. En los rastreos hologendmicos se analiza todo el material genético
de los individuos afectos de dependencia alcohdlica, para asi poder identificar locus
potencialmente asociados con una enfermedad. Por el contrario, en los estudios de
asociacion genética, se analiza la participacion de genes concretos en el desarrollo de
la dependencia alcohdlica. Los genes estudiados en dichos trabajos pueden ser los
identificados previamente en los rastreos hologendémicos, pero es habitual también
seguir la estrategia denominada de genes candidatos. Para seleccionar dichos genes
candidatos es preciso que cumplan dos caracteristicas:

- Que estén potencialmente asociados con la susceptibilidad a desarrollar
adiccion a alcohol. Entre ellos, se incluyen, por ejemplo, todos aquellos genes cuyo
producto interviene en el metabolismo o en las acciones del etanol sobre el organismo,
de forma que alteraciones en su expresion podrian contribuir al desarrollo de la

enfermedad alcohdlica.
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- Que dichos genes posean variaciones en su secuencia de nucleétidos, lo que
se conoce como polimorfismo. Un polimorfismo genético es una variante del ADN
originado por una mutacion puntual, que se ha transmitido a la descendencia, de forma
que en la poblacién general posee una frecuencia superior al 1%. El tipo mas
frecuente de polimorfismo es el denominado SNP (single nucleotide polymorphism), en
el que la mutacion afecta a un solo nucleétido de la secuencia de ADN. No todos los
polimorfismos tienen la misma repercusion funcional, dado que algunos se encuentran
en regiones codificantes del gen, cuyos cambios pueden traducirse en modificaciones
en la funcién de la proteina o en la expresién génica, mientras que otros estan en la
region promotora o en la region 3’UTR. Sin embargo, resulta dificil considerar algunas
mutaciones como no funcionales de forma definitiva, dado que recientes
investigaciones han demostrado la importancia de polimorfismos localizados en
regiones previamente consideradas no funcionales .

De forma genérica, los estudios de polimorfismos relacionados con una
determinada enfermedad pueden realizarse desde dos enfoques: los estudios
familiares de asociacion, que examinan patrones de herencia, y los estudios de casos
y controles, que comparan las frecuencias genotipicas de determinados polimorfismos
en individuos con la enfermedad no relacionados entre si, y controles sanos. Los
estudios familiares son, en lineas generales, el enfoque preferido, pero para que su
realizacién sea factible deben reunirse varias circunstancias: el componente genético
de la enfermedad debe ser relativamente fuerte, la enfermedad debe ser relativamente
facil de diagnosticar, tanto por las técnicas o criterios que precise para ello, como por
la accesibilidad de los casos, y se deben poder obtener muestras de ADN de los
familiares que se incluiran en el estudio. Debido a la dificultad de reunir todas estas
premisas, la mayoria de los estudios genéticos de asociacion se basan en un disefio
de casos y controles, en los que se intenta establecer si los casos, es decir, los
individuos que presentan ese determinado rasgo, presentan la variante gendmica
estudiada en mayor proporcion que los controles, individuos que se sabe que estan
libres de la enfermedad *.

Es importante tener en cuenta varias consideraciones cuando se lleva a cabo
un estudio genético de asociacién con un disefio de casos y controles, para evitar
tanto que no sean identificadas asociaciones reales, es decir, falsos negativos, como
gue asociaciones debidas al azar se tomen como verdaderas, lo que se denominarian
falsos positivos. Por ello, al disefar el estudio, es importante tener en cuenta algunas

premisas:
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a) La eleccion de los genes candidatos y los polimorfismos para estudio debe
basarse en la relevancia del gen elegido en la patogénesis de la enfermedad. En este
sentido, es mas plausible a priori estudiar los polimorfismos que resultan en el cambio
de un aminoacido en el producto proteico del gen, que los polimorfismos situados en
regiones no codificantes, porque con mayor probabilidad supondran un cambio real en
la funcion de la proteina y, por tanto, en la fisiopatologia de la enfermedad. Sin
embargo, existen muchos estudios de mutaciones silentes, es decir, aquellas que no
alteran la secuencia de aminoacidos, o mutaciones en intrones no codificantes, que
son capaces de modificar la expresion genética, regulando el inicio de la transcripcion,
o alterando el ARN mensajero. De hecho, el descubrimiento paulatino de la
importancia de las regiones del genoma que anteriormente se creian silentes refuerza
la posible importancia de polimorfismos en dichas regiones.

b) La eleccion de la muestra objeto de estudio debe realizarse de forma
cuidadosa, evitando sesgos, y el numero de individuos incluidos debe ser suficiente
para conseguir la potencia estadistica necesaria para detectar diferencias reales. De
hecho, una de las claves para determinar la validez externa de un estudio de
asociacion es el tamafo muestral. Por otro lado, para conseguir una adecuada
caracterizacion de los casos y los controles, los criterios diagnosticos de la
enfermedad deben ser uniformes y estar debidamente aplicados en toda la muestra.
Las poblaciones deben ser lo mas homogéneas posibles y es importante que tanto
casos como controles presenten el mismo origen étnico. Las diferencias alélicas entre
los grupos étnicos pueden hacer que si la frecuencia es muy baja el estudio no tenga
suficiente poder para detectar una asociacion. Algo similar puede suceder si es
importante en el desarrollo de la enfermedad la interaccion genes-medio ambiente, en
un grupo étnico no expuesto. Diferencias en factores biolégicos podrian explicar la
dificultad para replicar los hallazgos en los estudios de asociaciéon . Asimismo, se
deben excluir aquellos casos y controles con fenotipos en cuya fisiopatologia
intervengan los genes a estudio, lo cual es particularmente importante en los estudios
de dependencia alcohdlica. En este sentido, se deberian excluir los pacientes con
dependencia a otras sustancias de abuso, ya que comparten circuitos cerebrales con
la dependencia al alcohol. De igual manera, se deberian excluir también los pacientes
con otros trastornos mentales como la esquizofrenia o trastornos del estado de animo,
en los que existen estudios que demuestran la implicacion de los mismos genes en su
fisiopatologia.

c) Aspectos estadisticos del disefio del estudio: la frecuencia de la variante
genética que va a ser estudiada determina el numero de casos y controles que

necesitaran ser seleccionados para el estudio, para conseguir asi el poder estadistico
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suficiente para detectar una diferencia en la frecuencia entre los dos grupos. Un
aspecto controvertido en este tipo de estudios es la aplicaciéon de una correcciéon por
multiples tests para establecer el nivel de significacién estadistica, dado el riesgo de
que las asociaciones encontradas se deban al azar. Sin embargo, hay riesgo de que
aplicando las correcciones por muiltiples tests se pierdan asociaciones auténticas *°
por lo que la probabilidad de que una asociacién observada se deba al azar debe ser
considerada a la luz de la plausibilidad bioldégica de dicha asociaciéon, mas que

Unicamente en funcion del P-valor obtenido.

Existen multitud de polimorfismos genéticos localizados en los genes que
codifican las diferentes proteinas de los sistemas implicados en la neurobiologia del
alcoholismo, y que por tanto pueden estar potencialmente implicados en la
enfermedad alcohdlica. Pueden ser divididos en dos grupos: los implicados en el
metabolismo del etanol, ya que el tiempo de permanencia del alcohol en el organismo
influye en la vulnerabilidad al alcoholismo, y los relacionados con los efectos
funcionales y organicos producidos por el etanol en el organismo.

Una revision completa y exhaustiva de todos los estudios de asociacion entre
diferentes polimorfismos genéticos y la presencia de alcoholismo excede al objetivo de
este trabajo; por ello, esta introduccion se centra en los estudios de asociacion
realizados previamente sobre el sistema opioide y cannabinoide, con especial énfasis

en los genes y polimorfismos que hemos estudiado en este trabajo.

POLIMORFISMOS DEL SISTEMA OPIOIDE

El sistema opioide juega un papel fundamental en la fisiopatologia de la

% mediante la modulacién del sistema de

dependencia al alcohol y otras drogas
recompensa cerebral. De esta forma, polimorfismos genéticos en los genes que
codifican los diferentes receptores de este sistema podrian explicar las diferencias en

cuanto a la susceptibilidad a las propiedades reforzadoras del etanol.

Receptor opioide p

El receptor opioide y humano (MOR, del inglés u-opioid receptor), es el
responsable de muchas de las acciones de los opioides, como la euforia, la analgesia,
y la abstinencia a opiaceos ¥’. Este receptor MOR es codificado por el gen OPRM1,
que se localiza en 6924-g25 y han sido identificadas mas de 300 variantes genéticas

del OPRM1 8 % La repercusién funcional de algunas de estas alteraciones no es
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conocida, bien sea porque no la tengan o porque no haya sido descrita aun. En todo
caso, ratones knockout del gen OPRM1 carecen de analgesia inducida por morfina,
incluso en presencia de receptores 3 y k intactos '%.

Determinadas sustancias no opioides, como la cocaina y el alcohol,
interaccionan con el sistema opioide mediante este receptor, estimulando el sistema
mesolimbico dopaminérgico y la liberacibn de dopamina en el nucleo accumbens.
También aumentan los niveles cerebrales de B-endorfinas, las cuales activan a su vez
el MOR para provocar sensacion de recompensa '°'. La administraciéon de etanol por
si solo, o en combinacién con cocaina, aumenta los niveles de MOR en el cerebro de
animales de experimentacion ' La naltrexona, uno de los farmacos usados en el
tratamiento de la dependencia alcohdlica, ejerce su efecto fundamental a través del
bloqueo del MOR '%.

Existen multitud de trabajos que estudian la relacidn entre los multiples
polimorfismos del OPRM1 con la dependencia a sustancias. Uno de los SNP del
OPRM1 mas analizados es el que se localiza en la posicion 118 del exén 1
(rs1799971, A118G), que produce la sustitucion de asparragina por acido aspartico en
la posicién 40 de la cadena de aminoacidos (Asn40Asp) '™. Esta mutacion es
relativamente importante, dado que la frecuencia poblacional del alelo Asp40 es de
alrededor del 10-15% en caucasicos y que, respecto a su repercusion funcional, varios
estudios senalan que el receptor MOR con la variante Asp40 presenta una afinidad por
las B-endorfinas hasta tres veces mayor que la variante Asn40 '®. Sin embargo otros
estudios muestran que este cambio no tiene consecuencias en distintas lineas
celulares ' "% En el estudio de Zhang y cols., publicado en 2005, dicha variante se
asociaba con una reduccién de la expresion del receptor ',

Debido a todas estas caracteristicas, este polimorfismo ha sido estudiado
ampliamente en relacion con dependencia a sustancias y, en particular, con el
alcoholismo. Los resultados han sido controvertidos, y un metanalisis publicado por

Arias y cols. en 2006 '%®

concluye que no existe asociacién entre este SNP vy la
dependencia a sustancias. Analiza 28 estudios en diferentes poblaciones, de los
cuales cuatro de ellos muestran una mayor proporcién del alelo Asp40 en los sujetos
dependientes de heroina y/o alcohol, o en aquellos con patrén de ingesta de grandes
cantidades de estas sustancias '®>'"2. Por el contrario, otros tres estudios mostraban
una proporcién mucho mas elevada del alelo Asp40 en los controles "% "3 "4 E| resto
de estudios analizados no mostré resultados significativos ' '1°12°,

Ademas del papel del polimorfismo Asn40Asp en la predisposiciéon a la

dependencia a sustancias, se ha estudiado también su implicacién en la respuesta al
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tratamiento deshabituador con antagonistas opiaceos. Los pacientes con el alelo

Asp40 presentan mejor respuesta al tratamiento con naltrexona en algunos estudios

con determinados grupos poblacionales 2%

129,

, mientras que en otros estudios no se
han reproducido estos resultados %0 Un metanalisis de 6 estudios publicado
recientemente concluye que los pacientes portadores del alelo Asp40 tratados con
naltrexona presentaban tasas de recaida mas bajas *'. Ademas de la relacién con

132 estudiaron esta relacién con el nalmefene, antagonista

naltrexona, Arias y cols.
opioide comercializado en EEUU, sin encontrar relacién entre 5 SNP de los genes de
receptores opioides OPRM1, OPRD1 y OPRK1 y una mayor respuesta al tratamiento.

Finalmente, también se ha estudiado la asociacion de este polimorfismo con la
respuesta del eje hipotalamo-hipofisario al consumo de alcohol. Dado que la
exposicion cronica al etanol disminuye la respuesta del eje hipotalamo-hipofisario a los
estimulos externos, se ha postulado que el deseo de consumo es inversamente
proporcional a los niveles de cortisol, por lo que una escasa respuesta de cortisol al
estrés se ha relacionado con un aumento del consumo de alcohol. En algunos
estudios los portadores del alelo Asp40 presentaban una baja respuesta del cortisol al
estrés, mayor toma de alcohol y mayor deseo de consumo en estas situaciones '**
aunque las diferencias no fueron significativas.

Otro polimorfismo estudiado ampliamente es el C17T, localizado en la posicion
17 del exén 1 del gen OPRM1, en el que una sustitucion de C por T conlleva un
cambio del aminoacido alanina por valina. Un estudio mostré un aumento de la
frecuencia del alelo C en sujetos con dependencia alcohdélica 13%: sin embargo, otros no
han referido dicha asociacion ' "4 115117122 n estudio publicado recientemente por
Crystal y cols. relaciona el genotipo TT con el aumento de la frecuencia y la cantidad
de consumo de cocaina, alcohol y tabaco en mujeres americanas de origen africano,
sin demostrar esta asociacion con el consumo de opiaceos "*°.

Otros polimorfismos en teoria menos relevantes también han sido estudiados.
Asi, Kranzler y cols. encontraron una asociacion entre la repeticion de dinucledtidos
CA en el intron 1 y la dependencia a alcohol y otras drogas "*°. Los SNP Ser147Cys e
lle292Val, localizados en los exones 2 y 3 respectivamente, se han tratado de
relacionar con la dependencia a alcohol y opioides en poblaciones de diferentes
etnias, sin una clara evidencia de asociacion ' .

Ademas de estudios de asociacion de genes individuales, se han realizado
también diversos estudios de haplotipos, que tampoco han arrojado resultados

consistentes 1% 118 122

Hoehe y cols. en el 2000 "® y Luo y cols. en el 2003 "%
sefalaron una débil asociacion entre haplotipos de polimorfismos localizados en la

region reguladora de la transcripcion 5’-UTR, y la dependencia a diferentes sustancias,
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como el etanol, heroina y cocaina. Por otra parte, Zhang y cols. examinaron en 2006 la
relacion de 13 SNP, varios de ellos situados en regiones intrénicas del gen, en una
poblaciéon de norteamericanos de ascendencia europea y con dependencia al alcohol
y/o otras drogas (cocaina y opiaceos). Los 13 SNP se distribuyeron en dos bloques
haplotipicos. En el bloque 1 se encontrd asociacién significativa entre el polimorfismo
rs3823010 A/G y la dependencia a cocaina y opiaceos, y entre el rs495491 C/T y la
dependencia a alcohol, cocaina y opiaceos. En el bloque 2 se encontré asociacion
entre los polimorfismos rs609148 C/T y rs648893 C/T y la dependencia alcohdlica *°.
Todos estos hallazgos sugieren que variantes genéticas en diversas regiones
del gen OPRM1 pueden jugar un papel en la susceptibilidad a la dependencia a

sustancias.

Receptor opioide &

El receptor opioide & modula, junto con el resto de receptores del sistema
opioide, la sensacion de recompensa, tolerancia y dependencia asociadas con los
opioides, y esta también involucrado en las propiedades reforzantes de otras drogas
no opioides, como el alcohol o la cocaina. Esta codificado por el gen OPRD1,
localizado en 1p36.1-p34. Incrementos de su expresion pueden aumentar los efectos
de recompensa de las sustancias de abuso, a través de una mayor liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens, aumentando asi la vulnerabilidad a la dependencia

de sustancias.

Diversos estudios realizados tanto en animales de experimentacién como en
humanos, han demostrado la importancia del receptor opioide & en los procesos
adictivos. Por ejemplo, ratones knock-out para este gen pierden la tolerancia a la

morfina ¥’

. Estudios en pacientes dependientes de drogas han demostrado que
variantes identificadas en la secuencia del gen OPRD1 son capaces de cambiar la
funcionalidad del receptor y tener un papel en la adiccién a las mismas.

En un trabajo realizado por Zhang y cols. en 2010 '

se demostréo que la
presencia del alelo menor G del polimorfismo rs569356, variante identificada en la
region promotora del OPRD1, incrementaba la expresién génica y estaba presente en
mayor proporcion de forma significativa en una muestra de sujetos con dependencia a
opiaceos. En otros estudios, como los de Levran y cols. ™*° o de Nelson y cols. ™, si
se obtuvo una asociacion entre la presencia de varios SNP del gen OPRD1 y la
dependencia a sustancias de abuso.

El polimorfismo rs2234918, T921C, ha sido objeto de estudio en varios trabajos

con resultados dispares. Mientras que Mayer y cols. 1 describieron en 1997 una
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asociacion significativa del mismo con la dependencia a heroina en individuos

caucasicos, otros estudios no han corroborado esa asociacion 3% 142143

, Y también han
sido negativos los resultados de andlisis realizados en otras poblaciones '**. Este
polimorfismo también ha sido estudiado previamente en relaciéon con la dependencia
alcoholica, y los resultados disponibles han sido negativos '2* 42 143,

El polimorfismo rs1042114, T80G, también ha sido valorado en relacion con la
adiccion a sustancias de abuso. Loh y cols. '® no hallaron relacién con la dependencia
alcohdlica en una poblacién de individuos taiwaneses, y Zhang y cols. en 2008 '*
tampoco encontraron una asociacion entre la presencia aislada de este polimorfismo
en una poblacién de norteamericanos con ascendencia europea y la dependencia
alcohdlica. Sin embargo, si describen una asociacién entre la presencia del alelo G y
la dependencia a opioides, asi como una relacion significativa con la dependencia a
alcohol, cocaina y opiaceos de un haplotipo que contiene el alelo G del rs1042114 y el
alelo C del rs2234918.

El polimorfismo rs4654327 ha sido estudiado previamente en relacion con la
dependencia a opioides, con resultados negativos '*°, y el rs678849 fue objeto de

142

estudio por Zhang y cols. ™4, sin que estos autores demostraran asociacion con la

dependencia a alcohol ni opioides.

Receptor opioide A

Este receptor presenta una amplia distribuciéon por el SNC, especialmente en
nucleos olfatorios, corteza cerebral, hipocampo, ganglios basales, talamo, hipotalamo,
medula espinal y retina. Su activacion puede producir tanto hiperalgesia y alodinia
como analgesia por bloqueo del sistema opioide, dependiendo de la dosis y via de
administracion. En animales de experimentacién, se ha demostrado una elevada
expresion del receptor en areas implicadas en la recompensa, la motivacion y el
aprendizaje 5 Esta codificado por el gen OPRL1, que se encuentra en la region
q13.2-13.2 del cromosoma 20 y contiene cinco exones. Su péptido ligando endogeno,
la nociceptina es procesado a partir de un precursor, la prepronociceptina, codificada
por el gen PNOC. A su vez, PNOC contiene cuatro exones y esta localizado en el
cromosoma 8p21.

Estudios realizados en animales han demostrado que la interaccién entre la
nociceptina y su correspondiente receptor a nivel de los circuitos neuronales
implicados en el reforzamiento del etanol condiciona un freno en su consumo ® por lo
que la activacion farmacoldgica del receptor de la nociceptina podria suponer una
alternativa al bloqueo clasico de los receptores opioides para el tratamiento del

alcoholismo ©°.
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Aunque los estudios que tratan de relacionar las variantes genéticas del gen
OPRL1 con la adiccidon en humanos son escasos, algunos estudios han establecido
una asociacion entre determinados polimorfismos y la dependencia al alcohol y otras
sustancias de abuso, y asimismo los analisis de haplotipos apoyan también este
hecho. Asi, en el trabajo de Xuei y cols '*®, que incluia 10 SNP del gen OPRL1 y 15
de PNOC, se encontré una asociacion de los polimorfismos rs17058952 y rs351779
del gen PNOC y la dependencia alcohdlica, con una débil significacion estadistica.
Posteriormente, Huang y cols. publicaron "’ un trabajo en poblacién escandinava en
el que se incluian 15 SNP del OPRL1. Sus resultados muestran una asociacién entre
el rs6010718 y la dependencia alcohdlica, siendo negativo el estudio para el resto de
los polimorfismos evaluados. Sin embargo, en el analisis de haplotipos, estos mismos
autores seflalan una asociacion significativa con la dependencia alcohdlica.
Finalmente, Briant y cols. " estudiaron la posible relacion entre la presencia de 5 SNP
del gen OPRL1 con la dependencia a opioides, observando una relacién de los
polimorfismos rs6090041 y rs6090043, ambos localizados en el intron 1, con la
dependencia a opioides en el subgrupo de etnia caucasica, pero sin encontrar esta

asociacion en norteamericanos de origen africano o hispano.

Receptor opioide k

El receptor opiode k (KOR) esta codificado por el gen OPRK1, localizado en el
cromosoma 8q11.2, compuesto por cuatro exones y tres intrones. La activacién del
KOR a través de su ligando enddgeno, la dinorfina, disminuye tanto la liberacion basal

9y puede prevenir el desarrollo del

de dopamina como la inducida por drogas
refuerzo producido por el sistema de recompensa cerebral, generando estados
aversivos. De esta forma, la administracién de agonistas de KOR en animales de

experimentacién reduce la toma voluntaria de alcohol '°, mientras que los

1 Puede tener un papel también en las

antagonistas producen el efecto opuesto
manifestaciones del sindrome de abstinencia, dado que existen estudios que sefialan
que la administracion de antagonistas del KOR a animales de experimentacion
aumenta la gravedad de los sintomas de abstinencia, mientras que la administracion

de agonistas disminuye los mismos '*%

Multiples estudios, tanto de analisis del OPRK1 como del PDYN, gen que
codifica la prodinorfina -precursor del ligando enddégeno del KOR, la dinorfina- han
demostrado una relacién entre polimorfismos en sus secuencias y el riesgo de

dependencia a sustancias. Asi, Edenberg y cols. en 2008 ' describieron que un
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complejo insercion-delecion de la region 5’ del OPRK1 se asociaba con una reduccion
de la actividad promotora del gen, y a su vez, con un aumento del riesgo de
alcoholismo. Yuferov y cols. en 2004 " encontraron una asociacién entre el SNP
rs1051660 (C36T) y la dependencia a opioides, hallazgo similar al de Gerra y cols. en
2007 "™*. Por otra parte, Zhang y cols. "2 publicaron en 2008 un estudio en el que un
haplotipo compuesto por 7 SNP del gen OPRK1 se asociaba con la dependencia
alcohdlica en una muestra de norteamericanos, y Xuei y cols. '*® publicaron en 2006
un estudio en 1860 individuos norteamericanos dependientes de alcohol, en el que
varios SNP localizados en secuencias no codificantes del gen, concretamente en el
intron 2, se asociaban de forma significativa con la dependencia alcohdlica; estos
autores no encontraron, sin embargo, asociacion con la dependencia al estudiar varios
SNP de regiones codificantes del gen, entre ellos el rs1051660.

En otros trabajos tampoco se han encontrado asociaciones significativas entre
diversos polimorfismos del gen OPRK71 y la dependencia a sustancias. Asi, por

ejemplo, Loh y cols. en 2004 "%

estudiaron polimorfismos del OPRK1 en individuos
taiwaneses dependientes de alcohol, sin encontrar asociacién significativa en ninguno
de ellos. El estudio de Luo y cols. en 2008 "*® tampoco mostré resultados significativos
en el estudio de SNP ni en el analisis de haplotipos en una muestra de individuos con
adiccion a multiples sustancias. Levran y cols. ™*° tampoco pudieron relacionar el
polimorfismo rs6473797 con la dependencia a opioides, y el reciente trabajo de Kumar

y cols., publicado en 2012 ™’

en poblacién de origen india no ha demostrado que
polimorfismos en regiones codificantes del OPRK1 influyeran en la adiccién a alcohol o

heroina.

POLIMORFISMOS DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

Como se indicé anteriormente, al considerar la neurobiologia del etanol, el
sistema cannabinoide enddgeno participa de forma importante no sélo en los procesos
de refuerzo, sino también en Ila vulnerabilidad individual, adquisicién del
comportamiento de autoadministracion de alcohol, desarrollo de
tolerancia/dependencia/abstinencia de alcohol, asi como en la recaida al alcohol.

El gen CNRT1, que codifica el receptor CB1, se localiza en la region
cromosdmica 6q14-q15 '*® y en este gen se han identificado cuatro exones que dan
origen, al menos, a cinco moléculas distintas de ARN mensajero. Se han descrito 11
SNP en la secuencia del CNR7 y un microsatélite en la region 3'UTR '*°, que consiste

en repeticiones del triplete AAT '®. Este triplete esta localizado en la regién no
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traducida del gen y Comings y cols. '®

encontraron en una muestra de pacientes
caucasicos una asociacion significativa entre el genotipo de alelos largos (25/25) de
este polimorfismo con diferentes tipos de dependencia a sustancias, pero no con el
abuso o dependencia de alcohol. Johnson y cols., por su parte, detectaron también
una asociacion entre las alteraciones en el numero de repeticiones del triplete AAT y el
abuso de sustancias '®. Otros estudios, sin embargo, no han mostrado resultados
significativos al respecto 3%,

Resultados contradictorios también han sido comunicados con respecto a los
SNP del CNR1. Schmidt y cols. ' estudiaron el polimorfismo rs1049353 (G1359A) en
una muestra de pacientes alcohdlicos y controles no alcohdlicos, y encontraron una
mayor frecuencia del alelo A en los sujetos alcohdlicos, y del genotipo AA en pacientes
con delirium como manifestacién del sindrome de abstinencia alcohdlica. Sin embargo,
otros estudios no mostraron asociacion de esta mutacion con la dependencia al
alcohol "®” "% o a otras sustancias de abuso '®.

Por su parte, Zuo y cols. '®" encontraron en norteamericanos con ascendencia
europea una asociacion significativa entre la presencia del alelo mutado G del
polimorfismo rs6454674 y la dependencia a diversas sustancias de abuso, hallazgo no
replicado posteriormente '®> '®°. El polimorfismo rs806368 también ha sido objeto de

estudio en distintas poblaciones '*° ¢

en relacidon con la dependencia a sustancias
adictivas. Sefalar por ultimo las conclusiones de un reciente metanalisis'® que
analizaba los resultados descritos hasta el momento de tres polimorfismos del CRN1,
el rs1049353, el rs806379 y la repeticion del triplete de bases AAT, y solo encontraba
evidencia de un pequeno efecto del ultimo polimorfismo en la susceptibilidad a la
dependencia a drogas ilicitas.

Entre los estudios de haplotipos, cabe sefialar el realizado por Zhang y cols. *°,
quienes sefialaron la asociacion entre el haplotipo TAG (correspondiente a los alelos
T, Ay G de los SNP rs806379, rs535255 y rs2023239, en este orden) del gen CNR1y
la dependencia a sustancias en una muestra de pacientes norteamericanos con
ascendencia europea y africana, y en japoneses.

Otros trabajos publicados mas recientemente sefialan también la relacion entre
las diferentes variantes genéticas del CNR71 y la dependencia a sustancias; por
ejemplo, el estudio de Zuo y cols. """, que describe la asociacién de diferentes SNP del

CNR1 con la dependencia al alcohol y otras drogas como la cocaina.
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OBJETIVOS
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Como se ha senalado en la introduccion de este trabajo, es conocido que los
factores genéticos desempefian un papel esencial en el desarrollo de dependencia
alcohdlica. Sin embargo, y a pesar de los multiples estudios llevados a cabo hasta el
momento, la implicacion de determinadas mutaciones genéticas en los sistemas que

participan en la neurobiologia del alcoholismo sigue siendo una incognita.

El objetivo general de nuestro trabajo fue, por tanto, verificar si los individuos
poseedores de determinadas mutaciones en genes que codifican proteinas esenciales
en la neurobiologia del alcoholismo presentaban una mayor incidencia de dependencia
del alcohol, en comparacion con individuos con abuso de esta sustancia, pero sin

dependencia, y con voluntarios sanos.

Con este fin establecimos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar en una muestra de la poblacion espafiola de pacientes con
dependencia de alcohol o con abuso de alcohol, segun criterios DSM-IV, asi como en
controles sanos, los siguientes polimorfismos de genes que codifican proteinas

implicadas en la neurobiologia del alcohol:

a. Polimorfismos del sistema opioide:
o Polimorfismo rs1799971 del gen OPRM1
o Polimorfismo rs2075572 del gen OPRM1
o Polimorfismo rs540825 del gen OPRM1
o Polimorfismo rs1042114 del gen OPRD1
o Polimorfismo rs2234918 del gen OPRD1
o Polimorfismo rs4654327 del gen OPRD1
o Polimorfismo rs678849 del gen OPRD1
o Polimorfismo rs2229205 del gen OPRL1
o Polimorfismo rs351779 del gen PNOC
o Polimorfismo rs17058952 del gen PNOC
o Polimorfismo rs702764 del gen OPRK1
o Polimorfismo rs1051660 del gen OPRK1
o Polimorfismo rs963549 del gen OPRK1

b. Polimorfismos del sistema cannabinoide:
o Polimorfismo rs1049353 del gen CNR1

o Polimorfismo rs6454674 del gen CNR1
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o Polimorfismo rs806368 del gen CNR1
2. Comparar nuestros resultados con los obtenidos en estudios previos sobre

variables genéticas de dichos sistemas de neurotransmision en pacientes con abuso y

dependencia al alcohol.
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PACIENTES Y METODOS
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PACIENTES

Realizamos un estudio de casos y controles, en el que se incluyeron como
casos a 300 pacientes que referian un consumo de mas de 100 g de alcohol/dia
durante un periodo de tiempo de, al menos, 10 afios, procedentes en su mayoria de la
Unidad de Alcoholismo del Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario de
Salamanca o de la planta de hospitalizacion de dicho Servicio, y en algunos casos del
hospital Virgen de la Concha de Zamora. De ellos, 113 cumplian criterios de abuso de
alcohol y 187 presentaban dependencia al consumo de alcohol, ambos trastornos
definidos segun la clasificacion DSM-IV *°.

El grupo control estaba formado por 157 voluntarios sanos, con un consumo
inferior a 10 g de etanol/dia, sin antecedentes psiquiatricos ni relacionados con el
alcoholismo, tanto a nivel personal como familiar. Todos los pacientes y controles eran
de origen caucasico y originarios de la comunidad auténoma de Castilla y Leon, asi
como sus ascendientes hasta el segundo grado. Ninguno de los individuos incluidos
en el estudio presentaba consumo activo de otras drogas, a excepcion de nicotina.

En el momento de la inclusion en el estudio, se llevo a cabo la extraccion de
una muestra de 10 cc de sangre periférica, previo consentimiento informado, para su
posterior procesamiento en el laboratorio, de acuerdo con las regulaciones legales
para Estudios Clinicos en Espafia, y la aprobacién del Comité de Etica del Hospital

Universitario de Salamanca.

EXTRACCION DEL ADN

Obtencién de células mononucleadas de sangre periférica

Se utilizaron muestras de sangre periférica recogida en tubos de EDTA, en las
cuales se aislaron las células nucleadas mediante centrifugacién durante 15 min a
1500 rpm a 4 ° de temperatura. Tras este proceso, se consiguié la aparicion de tres
fases: la correspondiente al plasma, la interfase que contiene las células nucleadas de
la sangre, y la fase eritrocitaria.

Se recuperd la interfase de células nucleadas, y tras la lisis de los glébulos
rojos que hubieran podido arrastrarse con agua destilada en una nueva centrifugacion,
se lavaron las células mononucleadas en tampén Fornace (0,25 M Sacarosa; 50 mM
Tris-HCI pH: 7,5; 25 mM KCI; 5 mM MgCl,) el cual proporciona la osmolaridad
necesaria para no romper los leucocitos. Posteriormente se precipitaron mediante

centrifugacion a 1500 rpm durante 10 min.
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Aislamiento del ADN total de alto peso molecular

El boton de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampdn Fornace
a una concentracion estimada de 5x10° células/mL, con la adicion de EDTA 0,5 M pH
8 (concentracion final 10 mM), quelante de iones divalentes que posibilita la
inactivacion de las nucleasas; SDS (concentracion final 1%), para romper las
membranas celulares; y proteinasa K (concentracion final 50 ug/mL), para degradar las

proteinas. La mezcla resultante se incubd en bafio a 55 °C durante 8-16 h.

Purificacion del ADN

Tras la incubacion, se procedié a la extraccién y purificacion del ADN. Para ello
se afiadid al producto obtenido un volumen igual al suyo de la mezcla:
fenol+cloroformo+alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezcld y centrifugé durante 10 min
a 1800 rpm a 20 °C, y se recoge la fase sobrenadante que contiene el ADN en
solucion. A esta fase se le afadid un volumen de CIAA (cloroformo + alcohol
isoamilico 24:1), y se centrifugd de nuevo con las mismas condiciones que en el paso
previo. Se recuperd de nuevo la fase acuosa, y se introdujo en un tubo con 2,5
volumenes de etanol absoluto frio, mezclandose por inversion hasta que aparecié
ADN, ya que el etanol absoluto hace que precipite. Se retiré y mezclé en un tubo
Eppendorf con 500 ul de etanol, se centrifugé a 13000 rpm durante 5 min y se
decantd. Por ultimo, se lavo el ADN mediante la adiciéon de etanol al 70% y una nueva

centrifugacion, y finalmente se resuspendié en ddH,O estéril.

AMPLIFICACION DEL ADN

La amplificacion del ADN se llevé a cabo mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a tiempo real. Esta técnica se fundamenta en la adaptacion de un
termociclador a un lector de fluorescencia, y presenta la ventaja de que los procesos
de amplificacion y deteccion se producen de manera simultanea, sin necesidad de
ninguna accion posterior 2. Ademas, durante el proceso de amplificacién se puede
medir la cantidad de ADN sintetizado en todo momento, ya que es proporcional a la
emision de fluorescencia producida en la reaccion, pudiendo asi registrarse la cinética
del proceso 2.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados para llevar a cabo la
discriminacién alélica de los polimorfismos fueron las sondas TagMan MGB® (Applied

Biosystems). Se trata de oligonucleétidos que hibridan especificamente, marcados con
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un fluorocromo donador en el extremo 5’ y un aceptor en el extremo 3’. El proceso se
basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia, conocida por
las siglas FRET (del inglés fluorescence resonance energy transfer) entre las dos
moléculas. El fluorocromo donador, al absorber energia, pasa al estado excitado, y al
volver al estado inicial, emite el exceso de energia en forma de fluorescencia, mientras
que el aceptor o quencher absorbe esa fluorescencia y la disipa en forma de calor.
Para que esto ocurra, ambos fluorocromos deben estar espacialmente proximos, y el
espectro de emision del donador se ha de solapar con el espectro de absorcion del
quencher.

Mientras la sonda esta intacta y los fluorocromos estan cercanos, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Durante la
amplificacién del ADN, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. La ADN
polimerasa se desplaza a lo largo de la cadena en su accién de sintesis, y al toparse
con la sonda, mediante su actividad 5’exonucleasa, la hidroliza, liberando el
fluorocromo donador. Al producirse la separacion de los fluorocromos, la fluorescencia
emitida por el donador es captada por el lector (figura 3). En este estudio, los
fluorocromos usados para la discriminacién alélica fueron VIC y FAM, con un espectro
de excitacion de 528 nm y 492 nm, y de emision de 546 y 515 nm respectivamente.

Los equipos para llevar a cabo la PCR a tiempo real estan compuestos por un
termociclador y un lector de fluorescencia. Pueden efectuar la lectura de la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales estudiados en ese momento, y en
cualquier momento de la reaccion. En nuestro estudio se usé el equipo StepOnePlus®
(Applied Biosystems®), que dispone de varios canales de lectura, lo que permite
utilizar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos en una misma reaccion,
para el estudio de genes diferentes.

Las condiciones experimentales fueron las mismas para el estudio de todos los
polimorfismos, a excepcion de las sondas especificas utilizadas en cada uno de ellos.
Las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un volumen de 10 L, que
contenia 5 pL del compuesto comercial TagMan® Universal PCR Master Mix No
AmpErase® UNG, 0,25 pL de la sonda especifica para el polimorfismo estudiado, 4,25
uL de agua estéril y 0,5 uL del DNA.
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Figura 3. Mecanismo de la PCR con sondas TagMan
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Las condiciones empleadas en el termociclador en cada uno de los pasos se

muestran a continuacion:

A: tramo de pre-PCR: 60 °C; 30 segundos

B: desnaturalizacion inicial: 95 °C; 10 minutos
C: desnaturalizacion: 95 °C; 15 segundos.

D: anillamiento y elongacién: 60 °C; 1 minuto

E: elongacion final, 60 °C; 30 segundos.

Para cada uno de los polimorfismos estudiados se obtiene una grafica, como la
mostrada en la figura 4, que permite la discriminacién alélica de cada uno de los

pacientes incluidos en el experimento.

44




Figura 4. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el estudio de un

polimorfismo mediante PCR con sondas Tagman
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POLIMORFISMOS ESTUDIADOS

Los polimorfismos analizados en este estudio se han nombrado de acuerdo al
numero de identificacion (rs#) del polimorfismo en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology, disponible en http://www.ncbi.nml.nih.gov/SNP), y ademas,
cuando estaba disponible, por su denominacion habitual en la literatura, basada en la
posicion de la variante alélica en el gen, con respecto al punto de inicio de la

transcripcién.

Gen del receptor opioide y (OPRM1)

Se han estudiado tres polimorfismos en este gen:

Polimorfismo rs1799971 (A118G)
Esta localizado en el ex6n 1 del gen OPRM1 (figura 5), y consiste en un

cambio del nucledtido A por G en la posicién +118. Este cambio se traduce en
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la sustitucion del aminoacido asparragina (Asn) por aspartato (Asp) en la

posicion 40 de la proteina.

Figura 5. Estructura del OPRM1 (Modificado de Zhang et al., 2006) *°
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Polimorfismo rs2075572 (C691G)
Este polimorfismo, localizado en el intron 2 del gen OPRM1, supone la

sustitucion del nucleétido C por G en la posicién 691.

Polimorfismo rs540825
Se situa en el exén final de la secuencia del gen OPRM1. Consiste en la
sustitucion del nucledtido A por T, lo que provoca el cambio de histidina por
glutamina en la posicién 402 de la secuencia de aminoacidos, que corresponde

al dominio intracelular del receptor.
Las secuencias de las sondas VIC y FAM empleadas en estos polimorfismos

se exponen en la tabla 5. En las figuras 6 y 7 se muestra un ejemplo de las graficas de

discriminacion alélica obtenidas en el estudio de los polimorfismos de este gen.
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Tabla 5. Secuencias de las sondas VIC y FAM usadas en la determinacion de los

polimorfismos del gen OPRM1

Polimorfismo rs1799971

Referencia: C_8950074 1

Secuencia de las sondas VIC/FAM:

VIC: GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGC [A] ACCTGTCCGACCCATGCGGTCCGAA
FAM: GTCAACTTGTCCCACTTAGATGGC [G] CCTGTCCGACCCATGCGGTCCGAA

Polimorfismo rs2075572

Referencia: C_1691815_1

Secuencia de las sondas VIC/FAM:

VIC: GTTAGCTCTGGTCAAGGCTAAAAAT [C] AATGAGCAAAATGGCAGTATTAACA
FAM: GTTAGCTCTGGTCAAGGCTAAAAATI[G] AATGAGCAAAATGGCAGTATTAACA
Polimorfismo rs540825

Referencia: C_1691811_10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: CCCTGTCTTGCTGGGCTCTAGAGCA [A] GCTGCTTGGTTGTGTACCCTGGAC
FAM: CCCTGTCTTGCTGGGCTCTAGAGCA [TIGCTGCTTGGTTGTGTACCCTGGAC

Figura 6: Discriminacion alélica del polimorfismo rs2075572 en un grupo de pacientes y

controles
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Figura 7. Discriminacién alélica del polimorfismo rs540825 en un grupo de pacientes y

controles
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Gen del receptor opioide & (OPRD1):

Se han estudiado cuatro polimorfismos de este gen (figura 8).

Polimorfismo rs1042114 (T80G)

Se localiza en el primer exén del gen OPRD1. Se produce un cambio de G por

T en la posicion +80, en la segunda base del codon 27. Esta sustitucion se

traduce en un cambio del aminoacido cisteina por fenilalanina en la posicion 27

de la proteina (Cys27Phe27).

Figura 8. Estructura del gen OPRD1 (modificado de Zhang et al., 2010) '
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Polimorfismo rs2234918 (T921C)
Localizado en el tercer exdn del gen OPRD1, da lugar a un cambio de C por T
en la posicion 921 de la proteina, lo que no modifica la cadena de aminoacidos.

Es, por tanto, una mutacién silente.

Polimorfismo rs4654327
Se produce una sustitucion del nucleétido A por G en la region 3’'UTR del gen
OPRD1.

Polimorfismo rs678849

Consiste en una sustitucién de C por T en el intrén 1 del gen.

Las secuencias de las sondas VIC y FAM empleadas en estos polimorfismos

se exponen en la tabla 6.

Tabla 6. Secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en la determinacion de los
polimorfismos del gen OPRD1

Polimorfismo rs1042114

Referencia: C_8861910_30

Secuencia de las sondas VIC y FAM

VIC: GCCTCGGACGCCTACCCTAGCGCCT [G] CCCCAGCGCTGGCGCCAATGCGTCG
FAM: GCCTCGGACGCCTACCCTAGCGCCT [T] CCCCAGCGCTGGCGCCAATGCGTCG
Polimorfismo rs2234918

Referencia: C_2962149 20

Secuencia de las sondas VIC y FAM.

VIC: CGCTGCACCTGTGCATCGCGCTGGG [C] TACGCCAATAGCAGCCTCAACCCCG
FAM: CGCTGCACCTGTGCATCGCGCTGGG [T] TACGCCAATAGCAGCCTCAACCCCG
Polimorfismo rs4654327

Referencia: C_2962150_10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: TTAAACAGGGCATCTCCAGGAAGGC [A] GGGCTTCAACCTTGAGACAGCTTCG
FAM: TTAAACAGGGCATCTCCAGGAAGGC [G] GGGCTTCAACCTTGAGACAGCTTCG
Polimorfismo rs678849

Referencia: C_11264519 1

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: GTCCTTCTTACCATAGTGTCAAAAG [C] ACCTGCTAGGTGCTGAGCTTGGCTG
FAM: GTCCTTCTTACCATAGTGTCAAAAG [T] ACCTGCTAGGTGCTGAGCTTGGCTG
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En las figuras 9 y 10 se muestran sendos ejemplos de las graficas de
discriminacion alélica obtenidas en el estudio de dos de los polimorfismos estudiados
del gen OPRD1.

Figura 9. Discriminacion alélica del polimorfismo rs4654327 en una muestra de pacientes

y controles
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Figura 10. Discriminacién alélica del polimorfismo rs678849 en una muestra de pacientes

y controles
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Gen del receptor opioide A (OPRL1)

Polimorfismo rs2229205
Se localiza en el exén 4 del gen OPRL1 (figura 11). En este polimorfismo se
produce la sustitucion del nucleétido C por T, lo que no conlleva un cambio de

aminodacidos en la proteina, por lo que es una mutacion silente.

Figura 11. Estructura del gen OPRL1 ( Modificado de Huang et al., 2008) "
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En la tabla 7 se muestran las sondas usadas en la determinacion de este
polimorfismo, y en la figura 12 se muestra un ejemplo de grafica de discriminacion
alélica de este polimorfismo en un grupo de pacientes y controles de la muestra

estudiada.

Tabla 7. Secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en la determinaciéon del

polimorfismo del gen OPRL1

Polimorfismo rs2229205

Referencia: C_16190064

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: CACGTCCAGCAAAGCCCAGGCTGT[C]JAATGTGGCCATCTGGGCCCTGGCCT
FAM: CACGTCCAGCAAAGCCCAGGCTGTITIAATGTGGCCATCTGGGCCCTGGCCT
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Figura 12. Discriminacidon alélica del polimorfismo rs2229205 en una muestra de

pacientes y controles
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Gen de la pronociceptina (PNOC)

Se han estudiado dos polimorfismos pertenecientes a este gen.

Polimorfismo rs351779
Sustitucion de A por G en la region 3° UTR del gen.

Polimorfismo rs17058952
Sustitucion de A por G en la posicion -295, localizada en la regiéon promotora
5'UTR.

En la tabla 8 se exponen las secuencias de las sondas empleadas en la
determinacion de este polimorfismo, y en las figuras 13 y 14 se muestran ejemplos de

discriminacion alélica obtenida en el estudio de los polimorfismos del gen PNOC.

52



Tabla 8. Secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en la determinacion de los

polimorfismos del gen PNOC

Polimorfismo rs351779

Referencia: C_1140720_10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: GCCCTCCTGAGCGAAGTTCCCATGT [A] TCAAGAACGTGCCCTCCCCTCCCCA
FAM: GCCCTCCTGAGCGAAGTTCCCATGT [G] TCAAGAACGTGCCCTCCCCTCCCCA
Polimorfismo rs17058952

Referencia: C_32587924 10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: CAGCCCTGGGCTCCTCCGAGTCGGT [A] GGAGCTTGGCATGAGCTCCCCTCCC
FAM: CAGCCCTGGGCTCCTCCGAGTCGGT [G] GGAGCTTGGCATGAGCTCCCCTCCC

Figura 13. Discriminaciéon alélicas del polimorfismo rs351779 en una muestra de
pacientes y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: PONC 3'UTR)
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Figura 14. Discriminaciéon alélica del polimorfismo rs17058952 en una muestra de
pacientes y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: PORNC S'UTR)
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Gen del receptor opioide k (OPRK1)

En este gen se han estudiado tres polimorfismos. La estructura del gen y la

localizacién de los tres polimorfismos se muestra en la figura 15.

Figura 15. Estructura del gen OPRK1( modificado de Kumar et al., 2012) "’
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rs35566036 (indel) (N.A.) intron 2 re963549 (Ac:-}?*{n.uuu
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Polimorfismo rs702764 (T843C)
Localizado en el exdén 4 del gen, consiste en la sustitucion del nucleétido C por

T en la posicidén 843, lo que provoca una mutacion silente.

Polimorfismo rs1051660 (C36T)
Este polimorfismo, situado en el exén 2 del gen OPRK1, supone la sustitucion
de A por C en la posicién 36. Provoca una mutacion silente en la proteina, es

decir, no se produce un cambio en la cadena de aminoacidos.

Polimorfismo rs963549

Consiste en la sustitucion del nucleétido C por T en la region 3'UTR del gen.

Las secuencias de las sondas VIC y FAM empleadas en estos polimorfismos
se exponen en la tabla 9. Las figuras 16 y 17 son sendos ejemplos de la discriminacion

alélica obtenida en el estudio de los polimorfismos del gen OPRK1.

Tabla 9. Secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en la determinacion de los
polimorfismos del gen OPRK1

Polimorfismo rs702764

Referencia: C_7480505 10

Secuencia de las sondas VIC y FAM.

VIC: TGGGAGTCCAGCAGACGACGAAGAC [C] GCCACCACCACCAGGACCAGTCTGG
FAM: TGGGAGTCCAGCAGACGACGAAGAC [T] GCCACCACCACCAGGACCAGTCTGG
Polimorfismo rs1051660

Referencia: C_7480519_10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: AGGCGCTCGGGGCGCAGGTAGGGCC [A] GGCTCCCCGCGGAAGATCTGGATCG
FAM:AGGCGCTCGGGGCGCAGGTAGGGCC[C] GGCTCCCCGCGGAAGATCTGGATCG
Polimorfismo rs963549

Referencia: C_7480504 20

Secuencia de las sondas VIC y FAM

VIC: CTAGATCATTGAACTCCTCTCTTCC [C] GAAGAACTGTACGAAGACATCTCCA
FAM: CTAGATCATTGAACTCCTCTCTTCC [T] GAAGAACTGTACGAAGACATCTCCA
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Figura 16. Discriminaciéon alélica del polimorfismo rs1051660 en una muestra de

pacientes y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: OPRK1 C36T)
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Figura 17. Discriminacién alélica del polimorfismo rs963549 en una muestra de pacientes

y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: OPRK 3'UTR)
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Gen del receptor cannabinoide (CNR1)
Hemos estudiado tres polimorfismos pertenecientes a este gen (figura 18).
Polimorfismo rs1049353 (C1359T)
Localizado en el exén 4, supone la sustitucion del nucleétido C por T en la

posicion 1359, dando lugar a una mutacién silente en el aminoacido treonina,

en la posicion 453 de la proteina.

Figura 18. Estructura del gen CNR1 (Modificado de Zuo et al., 2007) '*

SNP1* SNP2 SNP3 SNPA SNPSSMPO6 SKPT SNPS SNPY SNPILU
[ & [ & - A A A & '
(H | I
Exonl Exon2 vry Exon 3 + Exond L]
TAL Sphemg seque nee’ (AATIn
Haplotype® Polymorphism
Polimorfismo rs6454674

Localizado en la posicion -17937 del intron 2 del gen, supone la sustitucion de

timina por guanina.

Polimorfismo rs806368
Localizado en la posicion 4894 del exon 4, e implica la sustitucién de adenina

por guanina.

En la tabla 10 se muestra la secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en
este polimorfismo. Las figuras 19, 20 y 21 ejemplifican la discriminacién alélica

obtenida en el estudio de polimorfismos en un grupo de pacientes y controles.
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Tabla 10. Secuencia de las sondas VIC y FAM usadas en la determinacion de los

polimorfismos del gen CNR1

Polimorfismo rs1049353

Referencia: C_1652590 10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: ACATGGTTACCTTGGCAATCTTGAC [C] GTGCTCTTGATGCAGCTTTCTGCGG
FAM: ACATGGTTACCTTGGCAATCTTGAC [T] GTGCTCTTGATGCAGCTTTCTGCGG
Polimorfismo Rs6454674

Referencia: C_11418433 10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: TCCTGGAATAAAAGAAGCAATAACT [G] TCACCCAGAATTCTTATAAATTCAA
FAM: TCCTGGAATAAAAGAAGCAATAACT [T] TCACCCAGAATTCTTATAAATTCAA
Polimorfismo Rs806368

Referencia: C_8943804 10

Secuencia de las sondas VIC y FAM:

VIC: ACGGCAATGTAAAGAAACTCTCCCA [C] CCGAAAATTACTGATTTGTAGGCCA
FAM: ACGGCAATGTAAAGAAACTCTCCCA [T] CCGAAAATTACTGATTTGTAGGCCA

Figura 19. Discriminaciéon alélica del polimorfismo rs6454674 en una muestra de
pacientes y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: CNR1)
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Figura 20. Discriminaciéon alélica del polimorfismo rs1049353 en una muestra de

pacientes y controles

Allele Discrimination Plot (SNP Assay: CNR1 Th453Th)
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Figura 21. Discriminacién alélica del polimorfismo rs806368 en una muestra de pacientes

y controles
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Allele Discrimination Plot (SNP Assay: CNR1 3'UTR)
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METODOS ESTADISTICOS

Las variables cuantitativas se presentan como valor de la media (desviacion
estandar), y fueron comparadas mediante el test de la t de Student. Las variables
cualitativas se presentan como frecuencias absolutas y relativas, y fueron analizadas
mediante el test de la %, o con el test exacto de Fisher si las frecuencias esperadas

fueron menores a 5 en alguna celda.

Analisis estadistico de cada polimorfismo

Para cada polimorfismo se calculé la desviacién del equilibrio de Hardy-
Weinberg en los controles por medio del test x2. La asociacién entre cada polimorfismo
y la presencia de enfermedad se estudi® mediante el test de la % analizando la
distribucién de genotipos mediante tablas de 3x2, asi como agrupando dichos datos en
tablas 2x2 de frecuencia alélica y presencia alélica (comparando los portadores de un
alelo frente al resto). Se utilizé el test exacto de Fisher si las frecuencias esperadas en
las tablas de 2x2 eran menores de 5. Para todos los polimorfismos se realizd el
analisis entre los grupos de alcohdlicos y controles, y se comparé también la
distribucidén de las variantes genéticas estudiadas entre los alcohdlicos dependientes y
los abusadores.

En los polimorfismos con una asociacion significativa con la presencia de
enfermedad en el analisis univariante, se analizé posteriormente cual era el modelo de
herencia que mejor explicaba el riesgo asociado con cada genotipo mediante analisis
multivariante. Los tres modelos de herencia estudiados fueron el modelo general, el
recesivo y el dominante. En el modelo general la hipbtesis de trabajo es que cada
genotipo proporciona un riesgo diferente de padecer la enfermedad (a modo de
ejemplo, para un polimorfismo T/C, cada posible genotipo TT, TC y CC proporciona un
riesgo diferente). En el modelo dominante una unica copia del alelo modifica el riesgo
para padecer la enfermedad (homocigotos CC y heterocigotos TC tendrian el mismo
riesgo para el desarrollo de la enfermedad en un modelo dominante para el alelo C).
En cambio, en un modelo de herencia recesivo son necesarias las dos copias de un
alelo para modificar el riesgo (por lo que los genotipos TT y TC tienen el mismo riesgo,
diferente de CC, en un modelo recesivo para el alelo C). La dominancia de un alelo
implica el caracter recesivo del otro.

Este anadlisis se realizO mediante un modelo de regresion logistica
multivariante, introduciendo ademas las posibles variables de confusién. Siguiendo el
ejemplo anterior, en el modelo de herencia general los genotipos TT, TC y CC se

codificaron para el analisis multivariante creando dos variables indicadoras (dummy),
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utilizando el genotipo TT como referencia. Para el modelo dominante para el alelo C,
se agruparon los genotipos TC y CC en una variable, comparandolas con la variable
de referencia que contenia la informacion del genotipo TT. Para el modelo recesivo, se
agruparon los genotipos TT y TC en una variable, utilizadndola como referencia para la
comparacion con el genotipo CC. La comparacion entre los diferentes modelos se
realiz6 mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC = 2*n° parametros — 2*In
verosimilitud), cuya férmula incluye el ajuste del modelo (logaritmo de la verosimilitud)
y el principio de parsimonia (nUmero de parametros), eligiendo el modelo con un
menor valor de este criterio '"*. Para cada modelo de herencia se obtuvo la odds ratio
(OR) con su intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

Los analisis estadisticos descritos, asi como los relativos a las caracteristicas
de la muestra (pacientes y controles), se llevaron a cabo con el programa SPSS® v20

(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). El nivel de significacién a se establecié en el 5%.

Calculo de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

En los polimorfismos estudiados pertenecientes al mismo gen se estimo tanto
el desequilibrio de ligamiento de los mismos como la frecuencia de los haplotipos y su
posible relacién con la enfermedad. El analisis de haplotipos se realizé mediante el

método de estimacion de maxima verosimilitud % 17®

, utilizando el algoritmo de
expectacion-maximizacion, con lo que se obtiene la frecuencia de cada haplotipo y su
OR en relacion con el haplotipo de referencia. El calculo del desequilibrio de ligamiento
se expres6 mediante el coeficiente de Lewontin D’, con un valor absoluto de 1
indicando desequilibrio completo y un valor de 0 correspondiente a ausencia del
mismo. Estos calculos se realizaron con el programa THESIAS (disponible en
http://www.genecanvas.org) y para comprobar la precision de la estimacion de
haplotipos, se realizaron también con el programa Haploview (disponible en
http://www.broadinstitute.org/sections/science/programs/medical-and-population-

genetics/haploview)

Calculo de la potencia estadistica

El tamafo muestral de nuestro estudio (300 casos y 157 controles) nos
permiti6 detectar con una potencia estadistica del 83,5% un polimorfismo que
conferiria una OR de 2 para la presencia de enfermedad, dada una frecuencia de
dicho polimorfismo en el grupo control del 20%, y un nivel de significacion o del 5%.
Este calculo se realizé con el programa PS: Power and Simple Size Calculations v.3.0

(disponible en http://biostat.mc.vanderbilt.edu/ /twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize)
177
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RESULTADOS

63



64



La edad media y desviacién estandar (DE) del grupo de pacientes fue de 52,5
afnos (DE = 12,45), y la del grupo de controles de 46,6 afios (DE = 19,57), siendo esta
diferencia significativa (P = 0,002). A su vez, también se hall6 una diferencia
significativa (P = 0,009) entre la edad de los pacientes con historia de abuso de
alcohol, 55 afos (DE = 14,93), y la de los pacientes dependientes, 50,6 afios (DE =
10,52).

A continuacion se exponen los resultados del estudio de los diferentes
polimorfismos en nuestros pacientes. El total de los pacientes genotipados para cada
polimorfismo no equivale al total de pacientes mencionados, dado que en algunos
pacientes no se pudo obtener el genotipo de algunos de los polimorfismos después de

dos intentos.

Gen OPRM1

Polimorfismo rs1799971 (A118G)

La distribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
A118G del gen OPRM1 se muestra en las tablas 11y 12.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas del polimorfismo A118G del gen OPRM1

Categoria Individuos Genotipo AA Genotipo AG Genotipo GG
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 213 (71,2%) 75 (25,1%) 11 (3,7%)
Abuso 112 76 (67,9%) 30 (26,8%) 6 (5,4%)
Dependencia 187 137 (73,3%) 45 (24,1%) 5(2,7%)
Controles 156 96 (61,5%) 52 (33,3%) 8 (5,1%)
Total 455 309 (67,9%) 127 (27,9%) 19 (4,2%)
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Tabla 12. Distribucién de los alelos del polimorfismo A118G del gen OPRM1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n)
Alelo A Alelo G AA+AG AG+GG
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 501 (83,8%) 97 (16,2%) 288 (93,3%) 86 (28,8%)2
Abuso 112 182 (81,2%) 42 (18,8%) 106 (94,6%) 36 (32,1%)
Dependencia 187 319 (85,3%) 55 (14,7%) 182 (97,3%) 50 (26,7%) b
Controles 156 244 (78,2%) 68 (21,8%) 148 (94,9%) 60 (38,5%)"’b
Total 455 745 (81,9%) 165 (18,1%) 446 (98%) 146 (32,1%)

2 Portadores del genotipo AA en alcohdlicos frente a controles: P = 0,035; OR 1,55 (IC 95%= 1,03-2,33).
® Portadores del genotipo AA en dependientes frente a controles: P = 0,021; OR 1,71 (IC 95%= 1,08-2,70).

Se encontraron diferencias significativas en la distribucidon de los pacientes con
el alelo G (genotipos AG y GG combinados) entre los pacientes alcohdlicos y los
controles, asi como entre los alcohdlicos con dependencia del alcohol y los sujetos del
grupo control (tabla 12). En ese sentido, la presencia del alelo G (genotipos AG y GG)
fue significativamente mas frecuente en controles (38,5%), que en pacientes
alcohdlicos, (28,8%, P = 0,035) y que en el subgrupo de pacientes dependientes del
alcohol (26,7%, P = 0,021). Por tanto, el genotipo AA se presentdé con mayor
frecuencia en alcohdlicos con respecto a controles (OR = 1,54; IC 95% = 1,03-2,33) y
en el subgrupo de alcohdlicos dependientes con respecto a controles (OR = 1,7; IC
95% = 1,08-2,70), lo que coincide con la mayor frecuencia alélica de este polimorfismo
en dichos grupos.

La distribucion de los genotipos en los controles cumplié el equilibrio de Hardy-
Weinberg (x*= 0,077; P = 0,782), y fue similar a la descrita en otros estudios realizados
en poblaciones de individuos caucasicos ** '*2.

En la tabla 13 se muestra el analisis de regresidn logistica de los genotipos,
distribuidos segun los diferentes modelos de herencia. El unico modelo significativo es
el modelo recesivo para el alelo A, de forma que la posesién del genotipo AA se
asociaba de forma significativa con la presencia de alcoholismo (OR: 1,60; IC 95%:
1,05 -2,44; P =0,031).
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Tabla 13. Analisis de regresion logistica de los genotipos del polimorfismo A118G del

gen OPRM1 segun los distintos modelos de herencia del alelo A

Modelo para Alcohdlicos (%) Controles (%)

el alelo A
General
GG 11.(3,7%) 8 (5,1%)
GA 75 (25,%) 52 (33,3%)
AA 213 (71,2%) 96 (61,5%)
Dominante
GG 11 (3,7%) 8 (5,1%)
GA + AA 288 (93,3%) 148 (94,9%)
Recesivo
GG+ GA 86 (28,8%) 60 (38,5%)
AA 213 (71,2%) 96 (61,5%)

Analisis multivariante

OR

ajustada*

1,013

1,615

1,400

1,597

IC 95%

Referencia

0,374 - 2,743

0,619-4,214

Referencia

0,542 - 3,616

Referencia

1,045 — 2,441

0,980

0,327

0,487

0,031

* OR ajustada por la edad

Polimorfismo rs2075572 (G691C)

Los resultados obtenidos en las frecuencias genotipicas y alélicas del

polimorfismo G691C del gen OPRM1 se exponen en las tablas 14 y 15. Como se

observa en ellas, no se obtuvieron valores significativos al comparar los grupos de

sujetos incluidos en el estudio.
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Tabla 14. Frecuencias genotipicas del polimorfismo G691C del gen OPRM1

Categoria Individuos Genotipo GG Genotipo GC Genotipo CC
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 49 (16,4%) 117 (39,1%) 133 (44,5%)
Abuso 112 16 (14,3%) 49 (43,8%) 47 (42,0%)
Dependencia 187 33 (17,6%) 68 (36,4%) 86 (46,0%)
Controles 157 22 (14,0%) 67 (42,7%) 68 (43,3%)
Total 456 71 (15,6%) 184 (40,4%) 201 (44,1%)

Tabla 15. Distribucién de los alelos del polimorfismo G691C del gen OPRM1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos

(n) Alelo G Alelo C GG+GC CC+CG

(ns oA’) (n! cyo) (ns %’) (n! %)
Alcohdlicos 299 215 (36%) 383 (64%) 166 (55,5%) 250 (83,6%)

Abuso 112 81 (36,2%) 143 (63,8%) 65 (58%) 96 (85,7%)
Dependencia 187 134 (35,8%) 240 (64,2%) 101 (54%) 154 (82,3%)

Controles 157 111 (35,3%) 203 (64,7%) 89 (56,7%) 135 (86%)
Total 456 326 (35,8%) 586 (64,2%) 255 (55,9%) 385 (84,4%)

La distribucidn de los genotipos en controles cumplid el equilibrio de Hardy-

Weinberg (x* = 0,691; P = 0,406). La frecuencia del alelo menor G fue similar a la

referida en otros trabajos realizados en pacientes europeos

68

178,179




Polimorfismo rs540825

Los resultados obtenidos en el estudio de las frecuencias genotipicas y alélicas

de este polimorfismo se muestran en las tablas 16 y 17. No se encontraron diferencias

en cuanto a la distribucion de los genotipos o los alelos entre los valores obtenidos en

pacientes alcohdlicos y en los controles.

Tabla 16. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs540825 del gen OPRM1

Categoria Individuos Genotipo TT Genotipo TA Genotipo AA
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 192 (64,2%) 94 (31,4%) 13 (4,3%)
Abuso 112 70 (62,5%) 40 (35,7%) 2 (1,8%)
Dependencia 187 122 (65,2%) 54 (28,9%) 11 (5,9%)
Controles 155 101 (65,2%) 44 (28,4%) 10 (6,5%)
Total 454 293 (64,5%) 138 (30,4%) 23 (5,1%)

Tabla 17. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs540825 del gen OPRM1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo T Alelo A TT+TA TA+AA
(ns %) (n! %) (n! %) (n! 0/0)
Alcohdlicos 299 478 (79,9%) 120 (20,1%) | 286 (95,6%) 107 (35,8%)
Abuso 112 180 (80,4%) 44 (19,6%) 110 (98,2%) 42 (37,5%)
Dependencia 187 298 (79,7 %) 76 (20,3%) | 176 (94,1%) 65 (34,7%)
Controles 155 246 (79,3%) 64 (20,7%) 145 (93,5%) 54 (34,8%)
Total 454 724 (79,7%) 184 (20,3%) | 431 (94,9%) 161 (35,5%)
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La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*> = 2,77; P = 0,096), y la frecuencia del alelo menor
encontrada fue similar a otros estudios en poblaciones similares "2 18

A pesar de que los resultados no alcanzaron significacion estadistica, los
pacientes con abuso de alcohol mostraron una menor frecuencia del genotipo AA
(1,8%) en comparacion con los pacientes dependientes (5,9%, P = 0,093) o los
controles (6,5%, P = 0,07). En otros términos, los pacientes con abuso de alcohol
presentaron una mayor frecuencia del alelo T, y por tanto de los genotipos TT y TA,

que los pacientes dependientes y controles.

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

Como se muestra en la figura 22, existia un desequilibrio de ligamiento
importante entre los tres polimorfismos estudiados del OPRM1. Estos resultados
fueron similares a los datos calculados por el programa THESIAS, que confirmé un
desequilibrio de ligamiento significativo entre los tres polimorfismos, tal y como se
muestra en la tabla 18 (rs1799971-rs2075572: D’ = -0,95, P < 0,001; rs1799971-
rs540825: D’ =-0,71, P < 0,001; rs2075572-rs540825: D’ = 0,79, P < 0,001).

Figura 22. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos estudiados del gen OPRM1.

Los numeros en los cuadrados equivalen a [D’| x 100

- ~N
N~ N~ 'q)
[=2] 0 o~
[=2] 0 =]
(=] N~ (=)
N~ (=] -
- [} "]
(7] [72] (7]
o - T
1 2 3
80
71

70



Tabla 18. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen OPRM1

rs1799971 rs2075572 rs540825
rs1799971 20,95 -0,71
rs2075572 (P<0,001) 0,79
rs540825 (P<0,001) (P<0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’, que refleja el grado de desequilibrio de ligamiento, se indica
por encima de la diagonal, mientras que el valor de P asociado figura por debajo de la misma.

Tabla 19. Analisis de los haplotipos del OPRM1.

OR del haplotipo

Haplotipos Alcohdlicos Controles P
(IC 95%)

ACT 0,453 0,430 Referencia

ACA 0,025 0,004 6,02 (0,76-47,62) 0,09
AGT 0,194 0,147 1,23 (0,81-1,87) 0,34
AGA 0,165 0,199 0,83 (0,57-1,19) 0,30
GCT 0,150 0,205 0,73 (0,49-1,07) 0,10
GCA 0,012 0,007 1,53 (0,18-12,86) 0,70
GGT 0,001 0,007 ND

Abuso Dependencia

ACT 0,461 0,446 Referencia

ACA 0,025 0,025 1,05 (0,25-4,42) 0,94
AGT 0,185 0,202 1,09 (0,71-1,68) 0,68
AGA 0,156 0,165 1,08 (0,63-1,85) 0,78
GCT 0,159 0,141 0,92 (0,55-1,55) 0,76
GCA 0,010 0,014 1,32 (0,11-15,90) 0,83
GGT 0,003 0,008 ND

ND: no disponible dado que no pudo ser calculado debido a la baja frecuencia del haplotipo.
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La tabla 19 muestra los haplotipos que se predicen mediante el algoritmo de
expectacion-maximizacion de THESIAS. Se obtuvieron 7 haplotipos, 6 de los cuales
presentaban una frecuencia superior al 1% en cada grupo.

Utilizando el programa THESIAS para el analisis de asociacion de haplotipos,
no se hall6é ningun resultado significativo para la asociacion entre casos y controles. En
cambio, el andlisis realizado con el programa Haploview mostré que el haplotipo GCT
era significativamente mas frecuente en los controles (0,205) que en los alcohélicos
(0,149), con un valor de P = 0,030 (x = 4,67). Asimismo, el haplotipo ACA fue mas
frecuente en alcohdlicos (0,022) que en controles (0,003), con P = 0,031 (x* = 4,66).

Gen OPRD1

Polimorfismo rs1042114 (T80G)

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas en el estudio de este
polimorfismo se exponen en las tablas 20 y 21. No se encontraron diferencias
significativas en la distribucion de los genotipos o los alelos entre los diferentes grupos
estudiados. La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra
cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,101; P = 0,751). La frecuencia del alelo
menor G fue similar a la sefialada en otros estudios en poblacién de ascendencia

caucasica 4% 1%

Tabla 20. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs1042114 del OPRD1

Categoria Individuos Genotipo GG Genotipo GT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 297 5(1,7%) 67 (22,6%) 225 (75,8%)
Abuso 112 1(0,9%) 25 (22,3%) 86 (76,8%)
Dependencia 185 4(2,2%) 42 (22,7%) 139 (75,1%)
Controles 151 3 (2%) 40 (26,5%) 108 (71,5%)
Total 448 8 (1,8%) 107 (23,9%) 333 (74,3%)

72




Tabla 21. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs1042114 del OPRD1.

Frecuencias alélicas

Presencia alélica

Categoria Individuos
(n) Alelo G Alelo T GG+GT GT+TT
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohélicos 297 77 (13%) 517 (87%) 72 (24,2%) 292 (98,3%)
AbUSO 112 27 (12,1%) 197 (87,9%) | 26 (23,2%) 111 (99,1%)
Dependencia 185 50 (13,5%) 320 (86,5%) | 46 (24,9%) 181 (97,8%)
Controles 151 46 (15,2%) 256 (84,8%) | 43 (28,5%) 148 (98%)
Total 448 132 (13,7%) 773 (86,3%) | 115 (25,7%) 440 (98,2%)

Polimorfismo rs2234918 (T921C)

En las tablas 22 y 23 se muestran los resultados del analisis de este

polimorfismo, que no mostrdé diferencias significativas para la distribucion de los

genotipos o los alelos en los diferentes grupos estudiados.

Tabla 22. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs2234918 del gen OPRD1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 299 84 (28,1%) 152 (50,8%) 63 (21,1%)
Abuso 112 29 (25,9%) 60 (53,6%) 23 (20,5%)
Dependencia 187 55 (29,4%) 92 (49,2%) 40 (21,4%)
Controles 157 52 (33,1%) 74 (47,1%) 31 (19,7%)
Total 456

136 (29,8%)

226 (49,6%)

94 (20,6%)
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Tabla 23. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs2234918 del gen OPRD1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 320 (53,5%) | 278 (46,5%) | 236 (78,9%) | 215 (71,9%)
AbUSO 112 118 (52,7%) | 106 (47,3%) | 89 (79,5%) 83 (74,1%)
Dependencia 187 202 (54%) 172 (46%) | 147 (78,6%) | 132 (70,6%)
Controles 157 178 (56,7%) | 136 (43,3%) | 126 (80,2%) | 105 (66,9%)
Total 456 498 (54,6%) | 414 (45,4%) | 362 (79,4%) | 320 (70,2%)

La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*> = 0,253; P = 0,615), y la frecuencia del alelo menor

encontrada fue similar a otros estudios publicados previamente '®'.

Polimorfismo rs4654327

Los resultados obtenidos en el estudio de las frecuencias genotipicas y alélicas
de este polimorfismo se muestran en las tablas 24 y 25. No se encontraron diferencias
en la distribucidn de los genotipos ni los alelos entre los pacientes alcohdlicos y los
controles.

La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,773; P = 0,379). La frecuencia del alelo menor en
nuestro trabajo fue de 0,49. La frecuencia descrita para el alelo menor fue similar a la
referida en la National Center for Biotechnology Information (0,43 — 0,38) y en otros

estudios'®*
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Tabla 24. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs4654327 del gen OPRD1

Categoria Individuos Genotipo AA Genotipo AG Genotipo GG
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 72 (24,1%) 155 (51,8%) 72 (24,1%)
Abuso 112 26 (23,2%) 60 (53,6%) 26 (23,2%)
Dependencia 187 46 (24,6%) 95 (50,8%) 46 (24,6%)
Controles 155 40 (25,8%) 72 (46,5%) 43 (27,7%)
Total 454 112 (24,7%) 227 (50,0%) 115 (25,3%)

Tabla 25. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs4654327 del gen OPRD1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo A Alelo G AA+AG AG+GG
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 299 (50%) | 299 (50%) | 227 (75,9%) | 227 (75,9%)
Abuso 12 112 (50%) 112 (50%) | 86 (76,8%) | 86 (76,8%)
Dependencia 187 187 (50%) 187 (50%) | 141 (75,4%) | 141 (75,4%)
Controles 155 152 (49%) 158 (51%) | 112 (72,2%) | 115 (74,2%)
Total 454 451 (49,7%) | 457 (50,3%) | 339 (74,7%) | 342 (75,3%)
Polimorfismo rs678849

Las frecuencias genotipicas y alélicas extraidas

polimorfismo se muestran en las tablas 26 y 27.
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Tabla 26. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs678849 del gen OPRD1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 74 (24,7%) 153 (51,2%) 72 (24,1%)
Abuso 112 28 (25,0%) 63 (56,3%) 21 (18,8%)
Dependencia 187 46 (24,6%) 90 (48,1%) 51 (27,3%)
Controles 155 38 (24,5% 85 (54,8%) 32 (20,6%)
Total 454 112 (24,7%) 238 (52,4%) 104 (22,9%)

Tabla 27. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs678849 del gen OPRD1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 301 (50,3%) | 297 (49,7%) 227 (75,9%) 225 (75,2%)
Abuso 112 119 (53,1%) 105 (46,9%) 91 (81,2%) 84 (75%)
Dependencia 187 182 (48,7%) 192 (51,3%) 136 (72,7%) 141 (75,4%)
Controles 155 161 (51,9%) 149 (48,1%) 123 (79,3%) 117 (75,5%)
Total 454 462 (50,9%) | 446 (49,1%) 350 (77,1%) 342 (75,3%)

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas en la distribucion de

los genotipos o los alelos entre los diferentes grupos de estudio, merece la pena

mencionar la mayor presencia del alelo C (genotipos CC y CT) en los pacientes con

abuso de alcohol (81,2%) que en los pacientes dependientes (72,7%, P = 0,095).
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La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*> = 1,5; P = 0,22) y la frecuencia del alelo menor T en

nuestra muestra de controles (48,1%) era similar a la encontrada en otros trabajos '®'.

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El calculo del desequilibrio de ligamiento, analizado mediante el programa
Haploview, entre los polimorfismos analizados del gen OPRD1 se muestra en la figura
23, y el obtenido mediante el programa THESIAS se halla en la tabla 28, que estima
un desequilibrio significativo entre rs1042114 y rs678849 (D’ = -0,91, P < 0,001), asi
como entre los polimorfismos rs2234918 y rs4654327 (D’ = -0,96, P < 0,001).

Figura 23. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del gen OPRD1

rs1042114
rs678849

rs2234918
rs4654327

Los numeros en los cuadrados equivalen a |[D’| x 100 y la ausencia de valor indica desequilibrio de
ligamiento completo

Tabla 28. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen OPRD1

rs1042114 rs678849 rs2234918 rs4654327
rs1042114 -0,91 0,21 -0,65
rs678849 (P<0,001) \ -0,06 0,16
rs2234918 (P=0,004) (P=0,101) -0,96
rs4654327 (P<0,001) (P<0,001) (P<0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’ que refleja el grado de desequilibrio de ligamiento se indica
por encima de la diagonal, mientras que el valor de P asociado se incluye por debajo de la misma.
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Por otra parte, mediante el algoritmo de expectacion-maximizacion de
THESIAS, se identificaron 12 haplotipos (tabla 29), de los que 8 presentaban una
frecuencia superior al 1% en cada grupo. El haplotipo GCCG (correspondiente a los
polimorfismos rs1042114-rs678849-rs2234918-rs4654327, por este orden) fue
significativamente mas frecuente en el grupo de controles que en el de pacientes
alcohdlicos, al compararlo con el haplotipo de referencia TTCA (OR = 0,31, IC 95% =
0,13-0,72; P = 0,006). Este hallazgo concuerda con los resultados extraidos mediante
el programa Haploview en lo que se refiere a la asociacién de este haplotipo con
alcoholismo, encontrando una frecuencia de 0,025 del haplotipo GCCG en alcohdlicos
y de 0,060 en controles (x°= 7,32, P = 0,007).
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Tabla 29. Analisis de los haplotipos del OPRD1

Haplotipos Alcohdlicos Controles OR del haplotipo P
(IC 95%)
TTCA 0,271 0,268 Referencia
TTCG 0,004 0,009 ND
TTTA 0,008 0,006 ND
TTTG 0,210 0,187 1,16 (0,71-1,88) 0,56
TCCA 0,189 0,195 0,95 (0,59-1,55) 0,84
TCCG 0,019 0,012 1,90 (0,36-10,08) 0,45
TCTA 0,003 0,001 ND
TCTG 0,163 0,156 1,07 (0,68-1,69) 0,78
GTCA 0,004 0,011 ND
GCCA 0,025 0,009 3,19 (0,69-14,78) 0,14
GCCG 0,023 0,063 0,31 (0,13-0,72) <0,01
GCTG 0,082 0,083 0,95 (0,52-1,72) 0,86
Abuso Dependencia
TTCA 0,283 0,271 Referencia
TTCG 0,002 0,004 ND
TTTA 0,004 0,010 ND
TTTG 0,175 0,228 1,28 (0,70-2,34) 0,42
TCCA 0,186 0,184 1,02 (0,56-1,87) 0,95
TCCG 0,018 0,021 1,27 (0,30-5,36) 0,75
TCTA 0,001 0,004 ND
TCTG 0,208 0,139 0,65 (0,36-1,16) 0,15
GTCA 0,006 0,001 ND
GCCA 0,020 0,030 1,31 (0,28-6,00) 0,73
GCCG 0,012 0,030 2,77 (0,52-14,78) 0,23
GCTG 0,086 0,079 0,91 (0,43-1,96) 0,82

ND: no disponible dado que no pudo ser calculado debido a la baja frecuencia del haplotipo.
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Gen OPRL1

Polimorfismo rs2229205

Al estudiar las frecuencias de los individuos para este polimorfismo, cuyos

resultados se muestran en las tablas 30 y 31, no se encontraron diferencias entre los

pacientes y los individuos sanos.

Tabla 30. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs2229205 del gen OPRL1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 215 (71,9%) 75 (25,1%) 9 (3%)
Abuso 112 83 (74,1%) 26 (23,2%) 3(2,7%)
Dependencia 187 132 (70,6%) 49 (26,2%) 6 (3,2%)
Controles 151 108 (71,5%) 40 (26,5%) 3 (2%)
Total 450 323 (71,8%) 115 (25,6%) 12 (2,7%)

Tabla 31: Distribucion de los alelos del polimorfismo rs2229205 del gen OPRL1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT

(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 505 (84,4%) 93 (15,6%) 290 (97%) 84 (28,1%)
Abuso 112 192 (85,7%) 32 (14,3%) 109 (97,3%) 29 (25,9%)
Dependencia 187 313 (83,7%) 61 (16,3%) 181 (96,8%) 55 (29,4%)
Controles 151 256 (84,8%) 46 (15,2%) 148 (98%) 43 (28,5%)
Total 450 761 (84,6%) 139 (15,4%) | 438 (97,3%) 127 (28,2%)
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La distribucién de los genotipos en los individuos del grupo control cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,101; P = 0,751). La frecuencia del alelo menor T

(15,2%) fue similar a la descrita en otros estudios "% 8.

Gen PNOC
Polimorfismo rs351779

En las tablas 32 y 33 se muestran los resultados del estudio de las frecuencias
genotipicas y alélicas de este polimorfismo en la muestra de pacientes estudiada. No
se encontraron diferencias entre ninguno de los grupos estudiados. Los controles de la
muestra cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,0; P = 0,985). La frecuencia

del alelo menor A (48%) fue similar a la descrita en otros estudios "*°.

Tabla 32. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs351779 del gen PNOC

Categoria Individuos Genotipo GG Genotipo GA Genotipo AA
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 298 74 (24,8%) 161 (54%) 63 (21,1%)
Abuso 112 29 (25,9%) 59 (52,7%) 24 (21,4%)
Dependencia 186 45 (24,2%) 102 (54,8%) 39 (21%)
Controles 152 41 (27%) 76 (50%) 35 (23%)
Total 450 115 (25,6%) 237 (52,7%) 98 (21,8%)
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Tabla 33. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs351779 del gen PNOC

, . . Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo G Alelo A GG+GA GA+AA
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 298 309 (51,8%) | 287 (48,2%) 235 (78,9%) 224 (75,2%)
Abuso 112 117 (52,2%) 107 (47,8%) 88 (78,6%) 83 (74,1%)
Dependencia 186 192 (51,6%) | 180 (48,4%) 147 (79%) 141 (75,8%)
Controles 152 158 (52%) 146 (48%) 117 (77%) 111 (73%)
Total 450 467 (51,9%) | 433 (48,1%) 352 (78,2%) 335 (74,4%)
Polimorfismo rs17058952

Los resultados del estudio de las frecuencias genotipicas y alélicas de este

polimorfismo en nuestros pacientes se hallan en las tablas 34 y 35.

Los controles de la muestra cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg (X2 =

0,618; P = 0,432). La frecuencia del alelo menor G (39,5%) era comparable a la

descrita en trabajos previos '*®. No se hallaron diferencias significativas entre las

frecuencias genotipicas y alélicas entre pacientes y controles, pero si se observd una

mayor presencia del alelo G en pacientes dependientes (71,6%) que en controles
(62,1%, P = 0,061).
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Tabla 34. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs17058952 del gen PNOC

Categoria Individuos Genotipo AA Genotipo AG Genotipo GG
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 92 (30,8%) 155 (51,8%) 52 (17,4%)
Abuso 112 39 (34,8%) 53 (47,3%) 20 (17,9%)
Dependencia 187 53 (28,3%) 102 (54,5%) 32 (17,1%)
Controles 153 58 (37,9%) 69 (45,1%) 26 (17%)
Total 452

150 (33,2%)

224 (49,6%)

78 (17,3%)

Tabla 35. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs17058952 del gen PNOC

Frecuencias alélicas

Presencia alélica

Categoria Individuos

(n) Alelo A Alelo G AA+AG AG+GG
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)

Alcohélicos 299 339 (56,7%) | 259 (43,3%) | 247 (82,6%) 207 (69,2%)
AbUSO 112 131 (58,5%) 93 (41,5%) 92 (82,1%) 73 (65,2%)
Dependencia 187 208 (55,6%) | 166 (44,4%) 155 (82,9%) 134 (71,6%)
Controles 153 185 (60,5%) | 121 (39,5%) 127 (83%) 95 (62,1%)
Total 452 524 (58%) 380 (42%) 374 (82,7%) 302 (66,8%)

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

La figura 24 muestra la existencia de un desequilibrio de ligamiento significativo

entre los polimorfismos rs17058952 y rs351779, estimado por Haploview; aplicando el
algoritmo THESIAS (tabla 36), se obtuvo un valor similar (D’ = -0,82, P < 0,001).
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Figura 24. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del gen PNOC

rs17058952
rs351779

-
N
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Los numeros en los cuadrados equivalen a |D’| x 100.

Tabla 36. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen PNOC

rs17058952 rs351779

rs17058952 -0,82

rs351779 (P<0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’ que refleja el grado de desequilibrio de ligamiento se indica
por encima de la diagonal, mientras que el valor de P asociado figura por debajo.

En la tabla 37 se muestran los haplotipos, identificados mediante el algoritmo
de expectacion-maximizacion de THESIAS. Se hallaron cuatro haplotipos, con una
frecuencia superior al 1% en cada grupo, aunque no existen diferencias en la

presencia de ninguno de estos haplotipos entre los pacientes y los controles.
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Tabla 37. Analisis de los haplotipos de PNOC

OR del haplotipo

Haplotipos Alcohélicos Controles P
(IC 95%)
AT 0,440 0,451 Referencia
AC 0,126 0,151 0,86 (0,56-1,34) 0,51
cC 0,392 0,368 1,09 (0,80-1,48) 0,57
GT 0,041 0,030 1,43 (0,60-3,39) 0,42
Abusadores Dependientes
AT 0,446 0,437 Referencia
AC 0,137 0,119 0,90 (0,53-1,53) 0,69
GC 0,384 0,397 1,06 (0,73-1,55) 0,75
GT 0,031 0,047 1,52 (0,63-3,69) 0,35
Gen OPRK1

Polimorfismo rs702764 (T843C)
Las tablas 38 y 39 muestran los resultados del estudio de las frecuencias
genotipicas y alélicas de este polimorfismo; no se observaron diferencias significativas

entre las frecuencias en los diferentes grupos estudiados de nuestra muestra.

La distribucion de los genotipos en los controles de nuestra muestra cumplia el

equilibrio de Hardy-Weinberg (x*= 0,003; P = 0,960). La frecuencia del alelo menor C

encontrada en nuestro trabajo (11,5%) fue similar a la descrita en poblaciones

semejantes %5 También han sido descritas, en trabajos realizados en otros grupos

étnicos, frecuencias genotipicas semejantes a las nuestras '%.
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Tabla 38. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs702764 del gen OPRK1

Categoria Individuos Genotipo TT Genotipo TC Genotipo CC
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 299 236 (78,9%) 56 (18,7%) 7(2,3%)
Abuso 112 86 (76,8%) 22 (19,6%) 4 (3,6%)
Dependencia 187 150 (80,2%) 34 (18,2%) 3(1,6%)
Controles 157 123 (78,3%) 32 (20,4%) 2 (1,3%)
Total 456 359 (78,7%) 88 (19,3%) 9 (2%)

Tabla 39. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs702764 del gen OPRK1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo T Alelo C TT+TC TC+CC
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 528 (88,3%) 70 (11,7%) 292 (97,6%) 63 (21,1%)
AbUSO 112 194 (86,6%) 30 (13,4%) 108 (96,4%) 26 (23,2%)
Dependencia 187 334 (89,3%) 40 (10,7%) 184 (98,4%) 37 (19,8%)
Controles 147 278 (88,5%) 36 (11,5%) 155 (98,7%) 34 (21,6%)
Total 446 806 (88,4%) 106 (11,6%) 447 (98%) 97 (21,3%)

Polimorfismo rs1051660 (C36T)

Se analizaron las frecuencias genotipicas y alélicas de este polimorfismo en

nuestra poblacion a estudio, como se muestra en las tablas 40 y 41. Al comparar estas

frecuencias de los individuos alcohdlicos y los controles, no se encontraron diferencias
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entre ellos, asi como tampoco entre los individuos con abuso de alcohol y aquellos con

dependencia del consumo.

Tabla 40. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs1051660 del gen OPRK1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohélicos 299 235 (78,6%) 61 (20,4%) 3 (1%)
AbUSO 112 93 (83%) 17 (15,2%) 1(1,8%)
Dependencia 187 142 (75,9%) 44 (23,5%) 1 (0,6%)
Controles 147 119 (81%) 27 (18,4%) 1(0,7%)
Total 446 354 (79,4%) 88 (19,7%) 4 (0,9%)

Tabla 41. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs1051660 del gen OPRK1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
. Individuos
Categoria (n)
Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 299 531 (88,8%) 67 (11,2%) 296 (98,9%) 64 (21,4%)
Abuso 112 203 (90,6%) 21 (9,4%) 110 (98,2%) 19 (17%)
Dependencia 187 328 (87,7%) 46 (12,3%) 186 (99,5%) 45 (24,1%)
Controles 147 265 (90,1%) 29 (9,9%) 146 (99,3%) 28 (19%)
Total 446 796 (89,2%) 96 (10,8%) 442 (99,1%) 92 (20,6%)

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplia el equilibrio

de Hardy-Weinberg (x?= 0,159; P = 0,69). El alelo menor T presentaba una frecuencia

de 9,9%, acorde con lo descrito en trabajos publicados previamente
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Polimorfismo rs963549

Las frecuencias genotipicas y alélicas resultantes del estudio de este

polimorfismo se muestran en las tablas 42 y 43. No se encontraron diferencias

significativas entre los pacientes y los controles de nuestro estudio.

Los controles de la muestra cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg (X2 =

0,363; P = 0,547). La frecuencia del alelo menor se correspondia con lo descrito en

otros estudios realizados en poblaciones semejantes '*°.

Tabla 42. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs963549 del gen OPRK1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 294 205 (69,7%) 81 (27,6%) 8 (2,7%)
Abuso 111 79 (71,2%) 28 (25,2%) 4 (3,6%)
Dependencia 183 126 (68,9%) 53 (29%) 4 (2,2%)
Controles 153 113 (73,9%) 38 (24,8%) 2 (1,3%)
Total 447 318 (71,1%) 119 (26,6%) 10 (2,2%)

Tabla 43. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs963549 del gen OPRK1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n)
Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 294 491 (83,5%) 97 (16,5%) 286 (97,3%) 89 (30,3%)
Abuso 111 186 (83,8%) 36 (16,2%) 107 (96,4%) 32 (28,8%)
Dependencia 183 305 (83,3%) 61 (16,7%) 179 (97,8%) 57 (31,1%)
Controles 153 264 (86,3%) 42 (13,7%) 151 (98,7%) 40 (26,1%)
Total 447 755 (84,4%) 139 (15,6%) 437 (97,8%) 129 (28,8%)
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Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

La estimacion del desequilibrio de ligamiento calculado con el programa
Haploview se muestra en la figura 25, y fue similar al calculado mediante el algoritmo
THESIAS (tabla 44), que estimé un desequilibrio de ligamiento significativo entre
rs702764 y rs963549 (D’ = 0,93, P < 0,001).

Figura 25. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del gen OPRK1

[ I I

rs1051660
rs702764
rs963549

Los numeros en los cuadrados equivalen a |D’| x 100.

Tabla 44. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen OPRK1

rs1051660 rs702764 rs963549
rs1051660 -0,50 0,30
rs702764 (P=0,047) 0,93
rs963549 (P<0,001) (P<0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’ que refleja el grado de desequilibrio se indica por encima de la
diagonal, mientras que el valor de P asociado figura por debajo de ella.

Mediante el algoritmo de expectacion-maximizacion de THESIAS, se
identificaron 7 haplotipos, mostrados en la tabla 45 aunque no se encontraron

diferencias en las frecuencias de los haplotipos entre los grupos a estudio.
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Tabla 45. Analisis de los haplotipos del OPRK1

OR del haplotipo

Haplotipos Alcohdlicos Controles P
(IC 95%)

CTC 0,760 0,769 Referencia

CTT 0,012 0,007 1,83 (0,36-9,13) 0,46
cee 0,003 0,013 0,25 (0,04-1,47) 0,12
CCT 0,110 0,086 1,39 (0,84-2,30) 0,20
TTC 0,065 0,071 0,96 (0,55-1,68) 0,89
TTT 0,044 0,038 1,19 (0,57-2,50) 0,64
TeT 0,004 0.015 0,26 (0,04-1,61) 0,15

Abuso Dependencia

CTC 0,765 0,757 Referencia

CTT 0,009 0,015 1,50 (0,27-8,14) 0,64
CCC 0,004 0,003 0,65 (0,04-9,55) 0,75
CCT 0,124 0,103 0,89 (0,52-1,54) 0,69
TTC 0,063 0,067 1,10 (0,55-2,18) 0,78
TTT 0,026 0,055 2,20 (0,83-5,84) 0,11
Ter 0,009 0,001 0,67 (0,00-210,33) 0,90
Gen CNR1

Polimorfismo rs1049353 (C1359T)

La distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo se
exponen en las tablas 46 y 47.

No se encontraron diferencias en lo que se refiere a frecuencias genotipicas o
alélicas entre los individuos alcohdlicos y los controles sanos, asi como tampoco entre
los dependientes del alcohol y los que presentaban un patron de abuso de consumo.

La distribucion de los genotipos de los controles cumplia el equilibrio de Hardy-
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Weinberg (x> = 1,12; P = 0,289), y sus frecuencias, asi como la del alelo menor T eran

semejantes a las descritas previamente en poblaciones similares "°® '8,

Tabla 46. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs1049353 del gen CNR1

Categoria Individuos Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 298 181 (60,7%) 100 (33,6%) 17 (5,7%)
Abuso 111 69 (62,2%) 34 (30,6%) 8 (7,2%)
Dependencia 187 112 (59,9%) 66 (35,3%) 9 (4,8%)
Controles 155 99 (63,9%) 47 (30,3%) 9 (5,8%)
Total 453 280 (61,8%) 147 (32,5%) 26 (5,7%)

Tabla 47. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs1049353 del gen CNR1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo C Alelo T CC+CT CT+TT
(ns %) (n! 0/0) (n! %) (n! %)
Alcohdlicos 298 462 (77,5%) 134 (22,5%) 281 (94,3%) 117 (39,3%)
Abuso 111 172 (77,5%) 50 (22,5%) 103 (92,8%) 42 (37,8%)
Dependencia 187 290 (77,5%) 84 (22,5%) 178 (95,2%) 75 (40,1%)
Controles 155 245 (79%) 65 (20,1%) 146 (94,2%) 56 (36,1%)
Total 453 707 (78%) 199 (22%) 427 (94,3%) 173 (38,2%)
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Polimorfismo rs6454674

En las tablas 48 y 49 se exponen las frecuencias genotipicas y alélicas de los

pacientes y controles estudiados para este polimorfismo. No existian diferencias en las

frecuencias entre ninguno de los grupos de la muestra. La distribucién de los

genotipos de los controles cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg (x* = 0,17; P =

0,68). La frecuencia del alelo menor G, asi como las frecuencias genotipicas de los

controles, fueron similares a las descritos previamente en otros trabajos '’.

Tabla 48. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs6454674 del gen CNR1

Categoria Individuos Genotipo TT Genotipo TG Genotipo GG
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 296 147 (49,7%) 120 (40,5%) 29 (9,8%)
Abuso 110 60 (54,5%) 41 (37,3%) 9 (8,2%)
Dependencia 186 87 (46,8%) 79 (42,5%) 20 (10,8%)
Controles 146 62 (42,5%) 68 (46,6%) 16 (11%)
Total 442 209 (47,3%) 188 (42,5%) 45 (10,2%)

Tabla 49. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs6454674 del gen CNR1

Frecuencias alélicas Presencia alélica
Categoria Individuos
(n) Alelo T Alelo G TT+TG TG+GG
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 296 414 (69,9%) 178 (30,1%) 267 (90,2%) 149 (50,3%)
Abuso 110 161 (73,2%) 59 (26,8%) 101 (91,8%) 50 (45,4%)
Dependencia 186 253 (68%) 119 (32%) 166 (89,2%) 99 (53,2%)
Controles 146 192 (65,7%) 100 (34,3%) 130 (89%) 84 (57,5%)
Total 442 606 (68,5%) | 278 (31,5%) 397 (89,8%) 233 (52,7%)
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A pesar de que las diferencias entre las frecuencias genotipicas no alcanzaron

Polimorfismo rs806368

significacion estadistica, se observé una mayor presencia del alelo G en los controles

sanos (57,5%) con respecto con los pacientes con abuso de alcohol (45,4%, P =
0,055).

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los individuos incluidos en nuestra

muestra se exponen en las tablas 50 y 51.

Tabla 50. Frecuencias genotipicas del polimorfismo rs806368 del gen CNR1

Categoria Individuos Genotipo TT Genotipo TC Genotipo CC
(n) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcoholicos 297 169 (56,9%) 109 (36,7%) 19 (6,4%)
Abuso 110 68 (61,8%) 36 (32,7%) 6 (5,5%)
Dependencia 187 101 (54,0%) 73 (39,0%) 13 (7,0%)
Controles 149 88 (59,1%) 48 (32,2%) 13 (8,7%)
Total 446 257 (57,6%) 157 (35,2%) 32 (7,2%)

No se encontraron diferencias entre la frecuencia de los genotipos o los alelos

entre los alcohdlicos y los controles sanos.
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correspondié con la descrita previamente en poblaciones semejantes 17,

entre los pacientes con abuso de alcohol y los pacientes con dependencia, ni tampoco

La distribucion de los genotipos de los controles cumplia el equilibrio de Hardy-

Weinberg (x*= 2,799; P= 0,094). La frecuencia del alelo menor C (24,8%) se




Tabla 51. Distribucién de los alelos del polimorfismo rs806368 del gen CNR1

. . Frecuencias alélicas Presencia alélica
. Individuos
Categoria (n)

Alelo T Alelo C TT+TC TC+CC

(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Alcohdlicos 297 447 (75,2%) 147 (24,8%) 278 (93,6%) 128 (43,1%)
Abuso 110 172 (78,2%) 48 (21,8%) 104 (94,5%) 42 (38,2%)

Dependencia 187 275 (73,5%) 99 (26,5%) 174 (93%) 86 (46%)
Controles 149 224 (75,2%) 74 (24,8%) 136 (91,2%) 61 (40,9%)
Total 446 671 (75,2%) 221 (24,8%) | 414 (92,8%) 189 (42,4%)

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

La estimacion del desequilibrio de ligamiento calculado con Haploview se
muestra en la figura 26 y no difiere del calculado mediante THESIAS (tabla 52), que
estima un desequilibrio de ligamiento significativo entre rs1049353 y rs806368 (D’ = -
0,90, P < 0,001).

Figura 26. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del gen CNR1
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Los numeros en los cuadrados equivalen a |[D’| x 100.
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Tabla 52. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen CNR1

rs6454674 rs1049353 rs806368
rs6454674 -0,29 -0,03
rs1049353 (P=0,001) -0,90
rs806368 (P=0,699) (P<0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’ que refleja el grado de desequilibrio de ligamiento se indica
por encima de la diagonal, mientras que el valor de P asociado figura por debajo.

La tabla 53 muestra los haplotipos obtenidos mediante el algoritmo de
expectacion-maximizacion de THESIAS. Se identificaron 6 haplotipos con una
frecuencia superior al 1% en cada grupo. Dos de ellos, los haplotipos GGT y TGC
(rs6454674-rs1049353-rs806368), fueron mas frecuentes en pacientes con
dependencia alcohdlica, al compararlos con el haplotipo de referencia TGT. De forma
similar, el andlisis de asociacion de haplotipos mediante Haploview mostré que el
haplotipo TGT era significativamente mas frecuente en pacientes con abuso de alcohol
(x*= 5,66, P= 0,017). Considerando los resultados de ambos analisis de haplotipos,
podemos afirmar, por un lado, que la presencia del haplotipo TGT era mas frecuente
en alcohdlicos con patron de abuso, y por otro lado, que en los pacientes
dependientes de alcohol presentaban con mayor frecuencia una sustitucion G/T del

primer polimorfismo (haplotipo GGT) o una sustitucion C/T del tercero (haplotipo TGC).
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Tabla 53. Analisis de los haplotipos de CNR1

OR del haplotipo

Haplotipos Alcohdlicos Controles P
(IC 95%)

TGT 0,350 0,321 Referencia

GGT 0,178 0,217 0,75 (0,47 - 1,19) 0,222
TGC 0,171 0,163 0,97 (0,58 - 1,61) 0,917
TAT 0,172 0,153 1,04 (0,64 - 1,69) 0,869
GGC 0,075 0,087 0,79 (0,41 - 1,54) 0,488
GAT 0,050 0,049 0,93 (0,45 - 1,94) 0,867
TAC 0,003 0,010 0,27 (0,02 - 3,26) 0,305

Abusadores Dependientes

TGT 0,424 0,300 Referencia

GGT 0,132 0,211 2,26 (1,27 - 4,05) 0,006
TGC 0,117 0,204 2,41 (1,33 -4,38) 0,004
TAT 0,179 0,173 1,36 (0,79 - 2,34) 0,260
GGC 0,099 0,059 0,80 (0,35 - 1,80) 0,588
GAT 0,041 0,050 1,83 (0,76 - 4,43) 0,177
TAC 0,007 0,001 N/D

ND: no disponible, al no poder ser calculado debido a la baja frecuencia del haplotipo.
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DISCUSION
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Esta bien establecido que en el desarrollo de muchas de las enfermedades que
afectan al ser humano, sobre todo las enfermedades cronicas, influyen factores
ambientales y factores genéticos. En un intento por comprender mejor la fisiopatologia
de estos trastornos, se han llevado a cabo estudios genéticos de asociacion, en los
que se relacionan determinadas variantes del genoma humano con la predisposicién a
padecer una determinada enfermedad.

El alcoholismo es una de las enfermedades en cuya apariciéon intervienen
factores ambientales y genéticos capaces de interaccionar entre si; de ahi que se
hayan realizado multiples trabajos dirigidos a identificar posibles cambios genéticos
implicados en el desarrollo de la enfermedad. Todos ellos avalan la existencia de una
relacion entre determinadas variantes alélicas en los genes de los sistemas implicados
en la neurobiologia del alcohol y los circuitos de recompensa cerebral, por un lado, y
la susceptibilidad al alcoholismo, por otro. ElI conocimiento de estas variantes
genéticas es de gran interés porque puede permitir la prevencion y tratamiento precoz
del alcoholismo en los individuos que las poseen, asi como una estratificacion del
riesgo de recaida en el consumo del téxico. Asimismo, es un hecho conocido que la
eficacia de los tratamientos usados para el alcoholismo varia significativamente de
unos individuos a otros, y existen evidencias que apuntan a que la razén de esta
variabilidad pudiera residir, al menos en parte, en la existencia de variantes genéticas

que modificasen la respuesta a un determinado farmaco .

Por tanto, avanzar en el
conocimiento de las variantes genéticas implicadas en la susceptibilidad al alcoholismo
también permitiria profundizar en la farmacogenética de esta enfermedad; y todo ello
podria plantear el uso de tratamientos mas eficaces en pacientes seleccionados.

En consonancia con lo anterior, nuestro trabajo se enmarca en el contexto de
los estudios que tratan de identificar las variantes genéticas concretas implicadas en la
susceptibilidad al alcoholismo. Para ello, hemos estudiado 16 variantes genéticas
localizadas en dos de los sistemas mas importantes de la neurobiologia del alcohol, el
opioide y el endocannabinoide. Hemos llevado a cabo el analisis de su relacion con el
abuso de alcohol y con el desarrollo de dependencia alcohdlica, estudiando cada SNP
no solo de forma individual, sino también mediante analisis de haplotipos, lo cual
proporciona, por lo que se refiere a su posible asociaciéon con una enfermedad, un
mayor poder estadistico que el analisis aislado de un unico locus, dado que la
interaccion entre variantes genéticas puede ser de especial relevancia en la funcién de

ciertos genes '®.
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VARIANTES GENETICAS DEL SISTEMA OPIOIDE

Gen del receptor opioide- u (OPRM1)

Polimorfismo rs1799971 (A118G)

En nuestro trabajo hemos encontrado diferencias significativas en la presencia
del genotipo AA entre los pacientes alcohdlicos y los controles (P = 0,035), asi como
entre los alcohdlicos con dependencia y los controles (P = 0,021). Entre los resultados
obtenidos, destacaba que el genotipo AA fue significativamente mas frecuente en los
pacientes alcohdlicos (83,8%) que en los controles (78,2%), con una OR de 1,54 (IC
95%=1,03-2,33) para la presencia de alcoholismo, y con una OR de 1,7 (IC 95%=1,08-
2,7) para la presencia de dependencia alcohdlica. Expresado de otra forma, la
presencia del alelo G, y por tanto de los genotipos AG y GG, fue significativamente
mas frecuente en los individuos del grupo control al compararlos tanto con el grupo de
alcohdlicos en general como con los pacientes con dependencia del alcohol. El
andlisis de regresion logistica, una vez introducida la edad como potencial factor de
confusion, confirmd que la posesién del genotipo AA se asociaba de forma significativa
con la presencia de alcoholismo (OR: 1,60; IC 95%: 1,05 — 2,44; P = 0,031) al
comparar el grupo de pacientes alcohdlicos (definido como abuso o dependencia de
alcohol) con el de los controles. A la luz de estos resultados, en nuestro estudio
podriamos concluir que la presencia del alelo G (genotipos AG y GG) tendria un efecto
protector sobre el desarrollo de alcoholismo, mientras que el genotipo AA se
comportaria como un factor de riesgo de dicha enfermedad.

Nuestros resultados coinciden con lo obtenido en algunos estudios previos,

113, 186

tanto en dependencia alcohdlica en pacientes caucasicos como en dependencia

105, 114

a heroina en otros grupos étnicos , en los que la presencia del alelo G también

era mas frecuente en los controles. Sin embargo, determinados trabajos no han

104, 116, 117, 123

corroborado esta asociacion , e incluso en algunos de ellos la presencia

del alelo G se asoci6 con un aumento del riesgo de dependencia a alcohol "% """ u a
otras drogas "% "',

Ante la gran cantidad de estudios con resultados dispares entre si, Arias y cols.
% |levaron a cabo un metanalisis que incluyd 28 trabajos sobre la relacién del
polimorfismo A118G con la dependencia a diversas sustancias de abuso, como
opioides y cocaina, ademas de etanol, en diferentes poblaciones y grupos étnicos. Su
conclusion fue que no existia una asociacion significativa entre este polimorfismo y la
dependencia a esas sustancias, incluido el alcohol. No obstante, analizando

individualmente los estudios sobre dependencia alcohdlica incluidos en el citado
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metanalisis, en 7 de ellos si se obtenian resultados significativos, destacando en
particular que en 4 estudios la frecuencia del alelo G era mayor en los pacientes

alcohdlicos que en los controles "2

, mientras que en los otros 3 la frecuencia era
mayor en los controles que en los sujetos alcohdlicos "% "** ' |0 que indica una gran
heterogeneidad de los resultados.

Existen varias explicaciones para esta disparidad de datos. En primer lugar,
hay que sefialar que los criterios de inclusion y exclusion difieren en cierta medida
entre los diferentes estudios, por ejemplo en variables como la inclusion o no de
pacientes con comorbilidades psiquiatricas, consumo de tabaco o seleccion de
individuos del grupo control. Estas diferencias en cuanto a las muestras de pacientes y
controles, hacen que, en caso de que el polimorfismo se asociase con otro rasgo
fenotipico diferente de la adiccién al alcohol, se pudieran obtener resultados
falsamente positivos. A la inversa, determinadas caracteristicas fenotipicas podrian
actuar como un factor de confusién y conducir a resultados falsamente negativos.

Por otra parte, es importante senalar que la frecuencia del alelo menor G difiere

109,110 ancontraron en individuos

también dependiendo de los estudios. Asi, Bart y cols.
controles una frecuencia de dicho alelo mas baja (7,4%) que la obtenida, por ejemplo,
en el estudio de Schinka y cols. ', en el que alcanzaba el 13,6%. Esta variabilidad en
la frecuencia de la mutacion en distintas poblaciones se ha comprobado en otros
estudios, de tal forma que en EEUU se han comunicado frecuencias del alelo menor G
desde 4,7% en sujetos de origen africano hasta 48,5% en descendientes de orientales,
pasando por 15,4% en los de origen europeo "7 Con todos los datos expuestos,
resulta dificil establecer de forma clara el papel que desempefia este polimorfismo en
el riesgo de desarrollar dependencia alcohdlica, ya que su efecto podria ser diferente
en funcion de otros factores que interactien con el polimorfismo, tales como otras
caracteristicas genéticas o algunos factores ambientales.

Entre los posibles factores de confusiéon implicados, podria incluirse una
potencial asociacién del polimorfismo A118G con la dependencia a la nicotina, ya que
algunos estudios sugieren que la presencia del alelo G de esta variante genética
puede modificar la respuesta al tratamiento de deshabituacion a la nicotina en sujetos
con dependencia a la misma '®". Por tanto, la inclusién en los estudios mencionados
de pacientes o controles con dependencia a la nicotina podria modificar los resultados
globales del estudio. En nuestro trabajo, al igual que en muchos otros realizados sobre
este polimorfismo, la adiccién a nicotina no fue tenida en consideracién entre los
criterios de inclusion o exclusion, ni se estratificd la muestra en base al consumo o no

de tabaco, por lo que no podemos sacar conclusiones a este respecto.
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El sexo es otro factor que podria modificar la respuesta a este polimorfismo, y
varios autores sostienen que podrian existir diferencias entre el sexo masculino y el

'88 refieren una mayor frecuencia del alelo G en

femenino. Por ejemplo, Kim y cols.
mujeres con dependencia del alcohol con respecto a controles sanos, mientras que no
encuentran este incremento de frecuencia en varones, sugiriendo una posible
estratificacion por sexos en la asociacion de este polimorfismo con la enfermedad
alcohdlica. La totalidad de nuestra muestra eran varones, por lo que no podemos
confirmar estos resultados.

Al igual que ocurre en otros casos, otra posible explicacidon de las diferencias
entre nuestros resultados y los obtenidos en estudios previos es que este polimorfismo
se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otra variante genética no analizada,
que seria la que transmitiese realmente la susceptibilidad a la dependencia de
sustancias, y que el grado de desequilibrio de ligamiento entre ambas mutaciones
variase segun la poblacion estudiada.

Estudios realizados sobre su posible significado funcional muestran que el
polimorfismo A118G implica un cambio de asparragina (Asn) por aspartato (Asp) en la
posicion 40 de la cadena de aminoacidos del receptor opioide p. Algunos trabajos
postulan que, en presencia del alelo G (Asp40), la afinidad de las B-endorfinas con el
receptor opioide es hasta tres veces mayor que la del receptor que contiene Asn40 105,
Este hecho supondria un aumento en la funcionalidad del receptor, lo cual,
considerando la neurobiologia del alcohol, incrementaria la liberacién de dopamina en
el nucleo accumbens, contribuyendo asi a las acciones reforzantes del etanol y a un
mayor riesgo de desarrollar dependencia alcohdlica. Sin embargo, esta relevancia
funcional no esta tampoco comprobada, ya que en otros estudios la presencia del alelo
G (Asp40) no se asocié con cambios importantes en la funcionalidad del receptor '*
'8 e incluso en un trabajo se relacioné con una reduccion de la expresion del receptor
97 "En nuestro analisis, la mayor frecuencia del alelo G en los individuos del grupo
control iria en contra de la hipotesis segun la cual la mutacion incrementa la actividad
del receptor.

Existen, por tanto, resultados contradictorios respecto al significado funcional
de esta mutacion, que dificultan la interpretacién de la distribucidon genotipica y alélica.
A la luz de los potenciales factores comentados, este hecho puede ser un reflejo de las
interacciones entre los factores genéticos y ambientales que caracterizan los

trastornos adictivos.
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Polimorfismos rs2075572 y rs540825

Los otros dos polimorfismos del OPRM1 incluidos en este trabajo han sido
escasamente estudiados previamente. Respecto al polimorfismo rs2075572 (G691C),
en nuestro estudio no hallamos evidencia de su posible asociacién con la dependencia
alcohdlica, lo que concuerda con los resultados de un trabajo anterior % en el que
tampoco pudo establecerse dicha relacion.

En cuanto al polimorfismo rs540825, observamos una mayor frecuencia del
alelo T en pacientes con abuso de alcohol que en controles, aunque los resultados no
alcanzaron significacion estadistica. Este polimorfismo no mostré una asociacion
estadisticamente significativa con la dependencia a opioides en un trabajo previo 180, Y,
en nuestro conocimiento, no hay estudios previos en dependencia alcohdlica con los

que se puedan contrastar nuestros hallazgos.

Estudio de haplotipos del gen OPRM1

En el estudio realizado sobre la posible asociacion de haplotipos del gen
OPRM1 y alcoholismo, un haplotipo constituido por el alelo G del polimorfismo
rs1799971, el alelo C del rs2075572 y el alelo T del rs540825 fue mas frecuente en los
controles (20,5%) que en el grupo de individuos alcohdlicos (14,9%), con un valor de P
= 0,030 (x> = 4,67). Esto apoya los resultados obtenidos en el analisis de las
frecuencias alélicas del polimorfismo rs1799971 de forma individual, dado que la
presencia del alelo G presentaba una frecuencia significativamente mayor en los
controles que en pacientes alcohdlicos. El haplotipo ACA, que incluye el alelo A del
polimorfismo rs1799971, fue mas frecuente en alcohdlicos pero dada su baja
frecuencia (0,022 en alcohdlicos y 0,003 en controles), parece poco probable que
tenga relevancia.

Respecto a las otras dos variantes genéticas analizadas del gen OPRM1, es
posible que su asociacion con alcoholismo se deba fundamentalmente al desequilibrio
de ligamiento que presentan con el polimorfismo rs1799971 (A118G). No se puede
descartar, en todo caso, que la interaccion entre estos polimorfismos también influya
de forma directa en la presencia de alcoholismo. Otros analisis similares han
confirmado la asociacién entre haplotipos de variantes del OPRM1 y la dependencia a

sustancias %% 122

, pero no hemos encontrado trabajos que impliquen las mismas
variantes alélicas y, por tanto, que sean comparables directamente con nuestros
resultados.

En conjunto, los hallazgos encontrados para el OPRM1 en nuestro trabajo
apuntan hacia una implicacién del polimorfismo A118G de dicho gen en el desarrollo

de alcoholismo. Sin embargo, la existencia de resultados controvertidos en la
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literatura, probablemente debidos a factores de confusion dificiles de controlar sobre la
relacion entre dicho polimorfismo y el consumo de alcohol, hace dificil establecer
conclusiones definitivas, tanto a nivel individual como al considerar el analisis por

haplotipos.

Gen del receptor opioide-d (OPRD1)

En nuestro trabajo tampoco encontramos diferencias significativas en cuanto a
la distribucién de frecuencias alélicas o genotipicas entre alcohdlicos y controles en
ninguno de los cuatro polimorfismos estudiados del OPRD1, el rs1042114, el
rs2234918, el rs678849 y el rs4654327. Estos resultados confirman los datos
aportados por estudios previos respecto a los tres primeros polimorfismos citados, en
los que no se hall6 asociacién con el alcoholismo '?* 243 En cuanto al polimorfismo
rs4654327, no hay datos previos publicados sobre su posible relacion con la
dependencia alcohdlica, por lo que no pueden establecerse comparaciones de
nuestros resultados.

Aunque no se obtuvieron resultados significativos de forma global, es
importante sefialar que en el estudio del polimorfismo rs678849 se encontré una
mayor presencia del alelo C (genotipos CC y CT) en los pacientes con abuso de
alcohol (81,2%), que en los pacientes dependientes (72,7%, P = 0,095). Es decir, se
trata de una tendencia, no significativa, hacia el alelo C como factor protector de la
dependencia alcohdlica. Sélo hemos encontrado en la literatura previa un estudio,
publicado por Zhang y cols. "2 en el que se haya analizado este polimorfismo en el
alcoholismo, sin encontrar tampoco una asociacién significativa con el mismo. En
cualquier caso, es importante considerar que las poblaciones del citado estudio y del
nuestro no son directamente comparables, fundamentalmente debido a la distribucion
por sexos y, en menor medida, por el origen étnico de los pacientes. Asi, aunque
ambas poblaciones pueden considerarse caucasicas, el estudio de Zhang y cols.
incluyd sujetos estadounidenses de origen europeo, mientras que nuestra muestra se
compone de espafioles de raza blanca y origen europeo. Por otro lado, el 30% de los
pacientes del estudio de Zhang y cols. son mujeres, mientras que en nuestra muestra
todos los individuos son varones. Es posible también que el alelo C del polimorfismo
rs678849 tenga un papel protector del desarrollo de dependencia al alcohol en nuestra
poblacion, y que nuestros resultados para este polimorfismo concreto no alcancen

significacion debido a un poder estadistico limitado, o bien que se deban al azar o a
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que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otro marcador no conocido de

mayor relevancia.

Estudio de los haplotipos del gen OPRD1

Aunque en el analisis individual por polimorfismos no se han encontrado
resultados significativos, en nuestro trabajo si se alcanzaron resultados significativos al
estudiar haplotipos del gen OPRD1T: al compararlo con el haplotipo de referencia
TTCA, el haplotipo GCCG (correspondiente a los polimorfismos rs1042114-rs678849-
rs2234918-rs4654327, por este orden) presentd una frecuencia significativamente
mayor en los controles que en los pacientes alcohdlicos, resultado consistente en los
dos métodos de analisis de haplotipos que hemos empleado. Por tanto, la presencia
de este haplotipo podria desempefiar un papel protector en el desarrollo de
alcoholismo de acuerdo a nuestros datos. Por el contrario, el ya citado estudio de
Zhang y cols. %2 demostré que un haplotipo compuesto por 6 alelos de riesgo, entre
los cuales se incluian el alelo G del rs1042114, el C del rs678849 y el C del
rs2234928, se asociaba con dependencia alcohdlica, de tal forma que era
significativamente mas frecuente en alcohdlicos dependientes que en controles. Para
comparar estos resultados con los de nuestro estudio, es preciso considerar, en primer
lugar, que el haplotipo encontrado en el estudio de Zhang y cols. contenia otros 3
polimorfismos que nosotros no hemos estudiado, alguno de los cuales, u otro
marcador desconocido que se transmita junto a ellos, podria ser el verdadero
responsable de la asociaciéon de ese haplotipo con la dependencia alcohédlica. Como
ocurre con otros hallazgos, es posible también que las diferencias entre el estudio de
Zhang y cols. y el nuestro se deban a la existencia de grupos poblacionales distintos o
a la interaccion con otras variantes genéticas. En todo caso, la baja frecuencia de este
haplotipo tanto en nuestro estudio como en el de Zhang (0,060 y 0,047 en controles,
respectivamente) hace dificil plantear que pueda tener una gran importancia a nivel
poblacional para explicar la susceptibilidad a al alcoholismo.

En conclusién, de acuerdo a nuestros resultados y a datos previos, no
podemos afirmar que los polimorfismos estudiados del OPRD1 en nuestro trabajo
influyan claramente de forma individual en la susceptibilidad a la dependencia
alcohdlica. Sin embargo, los hallazgos positivos encontrados previamente en cuanto a
la asociacion de estas variantes alélicas con la dependencia a opioides, y los datos
procedentes de los estudios de haplotipos, si que sugieren una implicacion de las
variantes genéticas en la secuencia del OPRD1 en la adiccién a drogas de abuso. Es
perfectamente plausible, por tanto, que estos SNP no se asocien de manera

independiente con la dependencia o el abuso de alcohol, y si a través de su
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interaccion con otros alelos de riesgo, con los que se transmitan en desequilibrio de
ligamiento, o con los que interaccionen.

También es importante considerar que las variaciones genéticas en el OPRD1
pueden no estar relacionadas con la presencia de alcoholismo, pero si con las
diferencias interindividuales observadas en las respuestas a los tratamientos de la
adiccion. Asi, un trabajo publicado en 2012 por Asherhurst y cols. '*° sefiala que los
portadores del alelo A del polimorfismo rs4654327 presentan un mayor efecto del
tratamiento con naltrexona que los homocigotos GG, aunque otros trabajos no han

replicado este hallazgo " %2,

Gen del receptor opioide-A (OPRL1) y gen de la pronociceptina (PNOC)

Polimorfismo rs2229205 del gen OPRL1

En el estudio de este polimorfismo no hemos encontrado una distribucién
diferente del mismo en ninguno de los grupos de estudio al compararlos entre si. Estos
resultados coinciden con los trabajos publicados previamente, en los que tampoco se
encontro relacién entre el polimorfismo citado y la dependencia al alcohol o a otras

drogas 146148

Polimorfismos rs351779 y rs17058952 del gen PNOC

En el estudio del gen PNOC, que codifica la pronociceptina, se incluyeron los
polimorfismos rs351779 y rs17058952, situados en la region 3'UTR y en la region
promotora 5’'UTR, respectivamente. En el estudio del rs351779 no se obtuvieron
diferencias en la distribucion de las frecuencias alélicas o genotipicas entre los
pacientes y los controles. Sin embargo, al analizar las frecuencias del SNP situado en
la region 5’UTR encontramos una mayor presencia del alelo menor G en pacientes
dependientes (71,6%) que en los controles (62,1%), si bien no se alcanzé una
significacion estadistica (P = 0,061) de acuerdo al nivel fijado. Se dispone de un
estudio previo, realizado por Xuei y cols. "8, realizado sobre una muestra de pacientes
de EEUU con ancestros europeos, en el que se observd una frecuencia
significativamente mayor del alelo menor de ambos polimorfismos en pacientes
dependientes del alcohol en comparacion con individuos controles sanos. Asi pues,
aunque no se puedan establecer conclusiones definitivas, el conjunto de los resultados
disponibles apuntan hacia una posible implicacién del gen PNOC, al menos del
polimorfismo localizado en la region 5UTR (rs17058952), en la dependencia

alcohdlica.
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Estudio de los haplotipos del gen PNOC

Mediante el algoritmo de expectacion-maximizacién de THESIAS, se han
identificado cuatro haplotipos del gen PNOC, con una frecuencia superior al 1%. Al
comparar su frecuencia entre los diferentes grupos de estudio, no encontramos
diferencias significativas en los diferentes grupos de estudio. En nuestro conocimiento,
en pacientes con dependencia alcohdlica no se han estudiado previamente haplotipos
gue contengan estos dos polimorfismos, por lo que no es posible comparar nuestros

resultados con otros previos de la literatura.

Gen del receptor opioide- x (OPRK1)

En el presente trabajo se estudiaron tres SNP de este gen, dos de ellos
localizados en las regiones codificantes, el rs702764 (T843C) y el rs1051660 (C36T), y
uno situado en la region 3’'UTR, el rs963549.

Polimorfismo rs702764 (T843C)

Es una mutacion silente, localizada en el exén 3. Al comparar en nuestro
estudio las frecuencias genotipicas y alélicas de este polimorfismo en el grupo de
pacientes con los controles, no hallamos diferencias significativas entre ambos grupos.
Estos hallazgos estan en consonancia con lo descrito en otros estudios, tanto en

195,1% como en otras etnias '*> ¥, En nuestro conocimiento,

poblaciones caucasicas
no existen trabajos previos en los que si se hayan obtenido resultados significativos al

relacionar la presencia de este polimorfismo con la dependencia alcohdlica.

Polimorfismo rs1051660 (C36T)

Localizado en el exén 1, este polimorfismo estd considerado también una
mutacion silente. En trabajos previos se han encontrado asociaciones significativas del
mismo con la dependencia a opiaceos " '**. Sin embargo, los trabajos en los que se
ha analizado su posible relacion con la dependencia alcohdlica no han aportado

resultados significativos %> 142 155 156

, al igual que en nuestro trabajo, en el que
tampoco encontramos ninguna asociacion entre la presencia del polimorfismo y la

predisposicion al abuso o la dependencia al alcohol.
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Polimorfismo rs963549
En el analisis de este polimorfismo tampoco se ha puesto en evidencia en
nuestro trabajo que la presencia del mismo contribuya por si sola a la dependencia

alcohdlica. Este resultado concuerda con lo publicado previamente ">’

Estudio de los haplotipos del OPRK1

Por lo que se refiere al analisis de los haplotipos del gen OPRK1, los datos de
nuestro estudio no muestran ninguna asociacién significativa con la dependencia
alcohdlica. En cambio, otros estudios de haplotipos publicados en la literatura si han
mostrado resultados significativos. En concreto, en el trabajo publicado por Zhang y
cols. "2, un haplotipo compuesto por 7 variantes genéticas del OPRK1 (incluyendo los
tres SNP estudiados en nuestro trabajo), se asocié de forma significativa con la
dependencia alcohdlica en una muestra de individuos norteamericanos. En todo caso,
dado que nuestro trabajo estaba basado Unicamente en 3 polimorfismos, mientras que
la asociacién con la dependencia en el trabajo citado estuvo basada en la inclusion de
7 SNP, los resultados no pueden ser comparados directamente.

Resulta interesante destacar que algunas de las variantes genéticas de este
haplotipo se encuentran localizadas en regiones no codificantes del gen, como las
descritas en el intrén 2. En un principio, cabria pensar que estas mutaciones, al estar
localizadas en porciones no traducidas, no afectarian a la estructura final de la
proteina, ni por tanto a su funcién. Sin embargo, como se ha sefalado previamente,
estas mutaciones pueden ir ligadas a cambios en la expresién del gen, o en la eficacia
de la traduccién, afectando asi a la funcionalidad del receptor. De esta forma, pueden
tener un papel relevante en la sefalizacion del sistema opioide y en el desarrollo de la
dependencia del alcohol "',

Otra posibilidad es que los SNP estudiados contribuyan a la dependencia
alcohdlica al interaccionar con alelos de riesgo contenidos en otros genes. La relacion
con dependencia a sustancias de abuso de la interaccion entre alelos del OPRK1 y del
gen OPRM1 ha sido sugerida en un estudio reciente realizado en una poblacion de
origen indio ™", En dicho trabajo, la coexistencia del alelo G del polimorfismo A118G
del gen OPRM1 y diversas variantes alélicas de tres polimorfismos (rs702764,
rs1691885 y rs963549) del gen OPRK1 se asoci6 con la dependencia a alcohol y a
opiodes; sin embargo, el estudio de los alelos de riesgo por separado no puso de
manifiesto una asociacién significativa con dicha patologia. En todo caso, es preciso
considerar que este tipo de estudios presentan un elevado riesgo de error tipo alfa, por

lo que es necesario tomar estos resultados con suma cautela.
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Finalmente, aunque existen datos controvertidos al respecto "2 '

, N0 puede
descartarse que estos polimorfismos tengan influencia en la respuesta al tratamiento

con naltrexona en pacientes con alcoholismo.

VARIANTES GENETICAS DEL SISTEMA CANNABINOIDE

Polimorfismo rs1049353 (G1359A)

No encontramos diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas y
alélicas de esta variante en los diferentes grupos de sujetos incluidos en nuestro
trabajo. Otros estudios realizados en pacientes alcohdlicos, como el de Preuss y cols.
'8 realizado en poblacidn caucasica con dependencia alcohdlica, y el de Zuo y cols.
%7 "en pacientes de otras etnias, tampoco han mostrado una asociacion significativa
del alcoholismo con el citado polimorfismo. No es extrafio, por tanto, que los
resultados de un metanalisis publicado recientemente tampoco apoyen la asociacion
de este polimorfismo individual con el alcoholismo."®. Asimismo, se han obtenido
resultados negativos al intentar relacionar esta variante genética con la dependencia a
drogas de abuso como el cannabis "% o los opiaceos '®°.

Por el contrario, Schmidt y cols. '®® si hallaron en una poblacién de pacientes
con dependencia alcohdlica y manifestaciones mayores de abstinencia de alcohol,
como delirium, una asociacion de alcoholismo y esta variante genética. En concreto,
este trabajo mostré una diferencia estadisticamente significativa entre la prevalencia
del alelo A en pacientes al compararlos con controles sanos, y una mayor frecuencia
del genotipo AA en sujetos con una historia de delirium. Para explicar la discrepancia
entre este trabajo y los que han aportado un resultado negativo, incluido el nuestro,
cabe considerar en primer lugar que el fenotipo analizado es diferente, ya que la
muestra objeto de estudio en el trabajo de Schmidt y cols. no incluia pacientes con
abuso de alcohol o con sintomas menores de abstinencia. Es posible, por tanto, que el
resultado positivo encontrado por estos autores no se deba a la relacion entre esta
variante y la dependencia al alcohol, sino a una asociacion especifica con el desarrollo
de delirium. Apoya esta hipotesis el hecho de que la mayor frecuencia del genotipo AA
se obtuviera sélo en el subgrupo de pacientes con delirium, y no en el subgrupo de
pacientes con antecedentes de convulsiones como consecuencia de la abstinencia.
Hay que sefialar también que esta mutacion ha sido objeto de estudio por su posible
relacion con varios desérdenes psiquiatricos, como el sindrome de Giles de la Tourette
% o la esquizofrenia '®*. Por tanto, otra de las posibles causas de la asociacién

encontrada en el estudio de Schmidt y cols., hallazgo que no ha sido replicado
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posteriormente, es que en su muestra no se hubieran excluido de forma adecuada a
individuos con patologia psiquiatrica, lo que podria dar lugar a resultados falsamente
positivos en lo que se refiere a la asociacién con la dependencia a sustancias de
abuso. En nuestro trabajo se excluyeron todos los pacientes con abuso de otras
sustancias adictivas, excepto el tabaco, asi como los pacientes con patologia
psiquiatrica, ya afectase a ellos mismos o a sus familiares de primer grado. En todo
caso, y a la luz de todos los resultados mencionados y de los datos de nuestro propio
trabajo, podemos concluir que este polimorfismo, de forma individual, no confiere
vulnerabilidad al desarrollo de dependencia alcohdlica. El genotipo AA podria estar
asociado con un mayor riesgo de desarrollo de delirium en pacientes alcohdlicos con
sindrome de abstinencia, aunque es preciso confirmar este resultado antes de
considerarlo definitivo.

Entre las razones que explican la falta de asociacion entre este polimorfismo y
la dependencia alcohdlica, podemos mencionar fundamentalmente que el polimorfismo
analizado es una mutacion silente, sin efecto conocido sobre la funcion del receptor
cannabinoide CB1. Sin embargo, esta mutacién es frecuente en poblacién caucasica,
donde se han descrito frecuencias poblacionales del alelo A entre 24 y 32 % '®, por lo
que resulta interesante analizar su interaccion con otros polimorfismos mediante el
analisis de haplotipos o con factores ambientales, dado su impacto potencial sobre la

poblacién.

Polimorfismo rs6454674

Tampoco se encontraron diferencias significativas en nuestro trabajo al analizar
dicho polimorfismo, aunque si se observé una mayor frecuencia —sin significacion
estadistica- del alelo G en los controles sanos que en los pacientes con abuso de
alcohol. Este polimorfismo fue estudiado por Zuo y cols. en 2007 " en una muestra de
pacientes estadounidenses de origen europeo, encontrandose una asociacion
significativa entre la presencia del alelo G y la dependencia a drogas (cocaina,
opioides) y alcohol; ademas, en los pacientes con dependencia a varias sustancias
(incluido el etanol) se hall6 una interaccion significativa entre los genotipos que
contenian el alelo G (genotipos TG y GG) de este polimorfismo y el genotipo TT del
polimorfismo rs806368 del mismo gen, aspecto que se analizara mas adelante en este
trabajo.

Aparte de poder constituir un resultado falso negativo debido al azar o al bajo
tamafo de la muestra, hay que sefalar que en el trabajo de Zuo y cols. la presencia
del alelo G incrementaba el riesgo de dependencia a diversas sustancias, incluyendo

la dependencia a alcohol, cocaina y opiaceos. Cabe la posibilidad de que la asociacion
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encontrada por estos autores tuviese mas relacion con la dependencia de cocaina u
opiaceos, y menor relevancia con respecto a la dependencia de alcohol, o bien que
realmente confiriese una mayor vulnerabilidad a la dependencia de varias sustancias
de abuso, tanto individualmente como de forma simultanea. Esto podria explicar las
diferencias entre su trabajo y el nuestro, en el que se excluyeron los individuos con
abuso de otras sustancias adictivas distintas del alcohol. También es importante
sefialar que nuestra muestra se compone sélo de varones, mientras que el estudio de
Zuo y cols. incluye individuos de ambos sexos. Ello podria afectar a los resultados,
dado que se ha comprobado " "% |a importancia del sexo como factor de confusién
en la adiccion a sustancias de abuso. En el caso concreto del sistema
endocannabinoide endégeno, la base molecular de este fendmeno de género podria
residir en la existencia en la region promotora del CNR1 de un elemento con respuesta
a estrogenos '*®, asi como en el hecho de que estas hormonas modulan la expresién
del CNR1 ' También existen diferencias muy significativas en cuanto a la
distribucion de los alelos de los polimorfismos del CNR1 entre grupos étnicos distintos,
lo que podria contribuir a obtener resultados dispares '%.

Finalmente, es importante tener en cuenta que el efecto de este polimorfismo
no es conocido en la actualidad, y es considerado una mutacién silente, lo cual

dificulta todavia mas la interpretacion de los resultados comentados en este epigrafe.

Polimorfismo rs806368

El analisis del polimorfismo rs806368 del CNR1 tampoco mostré en nuestro
estudio diferencias en cuanto a la frecuencia de los genotipos o los alelos en los
pacientes con abuso o dependencia de alcohol al compararlos con controles sanos, lo
que concuerda con estudios previos '*°; en nuestro conocimiento, no se han publicado
trabajos en pacientes con dependencia alcohdlica en los que se haya encontrado una
asociacion significativa con el citado polimorfismo. En el estudio de Zuo y cols ', ya
mencionado en esta discusion, tampoco se encontré una asociacion de la distribucion
de este polimorfismo de forma individual con la presencia de abuso o dependencia de
alcohol. Pero, como ya se indico en el epigrafe anterior, estos autores observaron que
la presencia del genotipo TT de este polimorfismo, combinado con el alelo G
(genotipos GG o TG) del polimorfismo rs6454674 de ese mismo gen, podria ser un
factor de riesgo para la dependencia a sustancias, tanto alcohol como cocaina vy
heroina. El riesgo, por tanto, podria deberse a la interaccion de las dos variantes

genéticas y no al efecto individual de un polimorfismo concreto.
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Este polimorfismo del gen CNR1, al igual que los otros dos analizados en
nuestro estudio, es una mutacién silente, por lo que se desconoce su significado

funcional sobre el receptor CB1.

Estudio de los haplotipos del CNR1

Aunque en nuestro trabajo el anadlisis de los polimorfismos de forma
independiente no arrojo resultados concluyentes, el estudio llevado a cabo sobre
haplotipos constituidos por esas variantes alélicas si apunta hacia una asociacién de
estos polimorfismos estudiados del CNR71 con el alcoholismo. En concreto, al ser
comparados con los resultados obtenidos en pacientes con abuso de alcohol, se
observé una asociacion de ciertos haplotipos con la presencia de dependencia
alcohdlica; esta asociacion no se constaté cuando se compararon en conjunto todos
los pacientes alcohdlicos, por un lado, y los controles, por otro lado. En ese sentido,
identificamos 6 haplotipos con una frecuencia superior al 1% en cada grupo, y dos de
ellos, los haplotipos GGT y TGC (correspondientes a los polimorfismos rs6454674-
rs1049353-rs806368, por este orden) fueron significativamente mas frecuentes en
pacientes con dependencia alcohdlica que en individuos con abuso de alcohol. Por
otra parte, el haplotipo de referencia TGT fue significativamente mas frecuente en
sujetos con abuso de alcohol que en los individuos que presentaban dependencia
alcohdlica. Considerando conjuntamente los resultados de ambos analisis, se puede
concluir que los pacientes alcohdlicos con el haplotipo TGT son menos propensos a
desarrollar dependencia al alcohol que los alcohélicos con una sustitucion G por T del
primer polimorfismo, o una sustitucién de C por T en el tercero (haplotipos GGT y
TGC). Los pacientes alcohdlicos con estos haplotipos es mas probable que desarrollen
dependencia de alcohol, de acuerdo a los resultados de nuestro estudio.

Este resultado es compatible con los de otros analisis de haplotipos del CNR1
previamente publicados, correspondientes a pacientes con adiccion a sustancias.

Entre ellos, destaca el realizado por Zuo y cols. en 2007 ¢

, en el se constatd que un
haplotipo que contenia el alelo G del polimorfismo rs6454674 y el alelo T de rs806368
se asociaba con la dependencia de alcohol. En la dependencia a otras sustancias,

%9 encontraron que el haplotipo TAG, formado por los alelos T del

Zhang y cols.
rs806379, A del rs1535255 y el alelo G del rs202393, era mas frecuente en individuos
con abuso de sustancias que en controles. Otros analisis de haplotipos de variantes
del CNR1 han mostrado una asociacién entre estos y la dependencia a cannabis '
%9 cocaina """ o nicotina '%°.

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio de asociacion que analiza

los polimorfismos del CNR1 comparando pacientes con dependencia al alcohol y
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pacientes con abuso de alcohol sin sintomas de dependencia y resulta dificil explicar,
a la luz del conocimiento actual, por qué hemos encontrado que la presencia de
determinadas variantes genéticas unicamente confiere un riesgo para el desarrollo de
dependencia frente a abuso, pero no para el desarrollo de alcoholismo al comparar
pacientes alcohdlicos frente a controles. La ausencia de un efecto funcional claro de
los polimorfismos analizados hace todavia mas dificil el poder establecer hipotesis
que expliquen este resultado. En todo caso, considerando que los sujetos sanos
pueden no haber desarrollado dependencia al alcohol por no haber estado expuestos
al etanol, la inclusion de grandes bebedores con abuso de alcohol, pero sin sintomas
de dependencia, puede tedricamente permitir el estudio de la asociacién directa entre

los diferentes marcadores genéticos y el fenotipo de dependencia alcohdlica.

VALORACION DE LOS RESULTADOS ENCONTRADOS

Nuestro trabajo supone el analisis mas extenso realizado sobre la implicacidon
de variantes genéticas en los sistemas opioide y endocannabinoide en poblacion
europea. Respecto a los polimorfismos analizados del sistema opioide, nuestro estudio
apoya la asociacién del alelo G del polimorfismo A118G (rs1799971) del OPRM1, asi
como de un haplotipo de este gen en el que se incluye este alelo, como factor
protector para el desarrollo de alcoholismo. Sin embargo, existe una gran controversia
en cuanto a la asociacion de ese alelo con la enfermedad alcohdlica, relacion que
probablemente sea dificil de esclarecer con la metodologia de los estudios genéticos
de asociacién habituales. Asi, es probable que el efecto real de este polimorfismo esté
modulado por la interaccion con otras variantes genéticas o con factores ambientales,
aspectos muy dificiles de valorar en nuestro trabajo. Nuestros resultados también
apoyan la implicacion del OPRD1 con el alcoholismo, aunque en este caso existen
muchos menos trabajos previos que para el OPRM1, por lo que tampoco es posible
extraer conclusiones definitivas. De nuestro trabajo y de la revisién realizada de la
literatura no se desprenden datos sugerentes de que el resto de variantes genéticas
del sistema opioide estudiadas estén asociadas con el alcoholismo.

Respecto al analisis del sistema endocannabinoide, nuestro trabajo confirma
resultados previos que muestran una asociacién de determinados haplotipos del CNR1
con alcoholismo, en concreto con la dependencia alcohdlica. Aunque a partir de
nuestros hallazgos no es posible esclarecer los mecanismos concretos que expliquen
esta asociacion, los resultados obtenidos refuerzan la implicacion de este gen y de

este circuito de neurotransmision en la dependencia al alcohol.
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CONCLUSIONES
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En nuestro trabajo se estudiaron 16 polimorfismos localizados en 6 genes
pertenecientes a los sistemas opioide y endocannabinoide, involucrados en la
fisiopatologia de la dependencia alcohdlica. Las conclusiones fundamentales del

estudio son las siguientes:

1. El genotipo AA del polimorfismo rs1799971 (A118G) del gen OPRM1 fue
mas frecuente en pacientes con abuso o dependencia de alcohol que en controles, por

lo que su presencia podria ser un factor de riesgo de alcoholismo.

2. Los polimorfismos analizados en el gen OPRD1 no mostraron asociacion de
forma individual con la dependencia o abuso de alcohol. Sin embargo, si se encontrd
una presencia significativamente mayor de un determinado haplotipo de este gen en
los individuos controles sanos, por lo que podria ejercer un posible papel protector

para el desarrollo de alcoholismo.

3. No se hallé evidencia de la participacion en la dependencia o abuso de

alcohol de los tres polimorfismos analizados de los genes OPRL1y PNOC.

4. Los cuatro polimorfismos estudiados del gen OPRK1, analizados tanto de
forma individual como mediante analisis de haplotipos, no mostraron asociacion con la

predisposicion genética a la dependencia o abuso de alcohol.

5. No se encontré evidencia de la implicacion individual en el alcoholismo de
las tres variantes genéticas localizadas en el gen CNR1. Sin embargo, el analisis
haplotipico de dichas variantes alélicas si apoyd una asociacion entre la presencia de
ciertos haplotipos del gen CNR1 y el desarrollo de dependencia alcohdlica frente al

abuso de alcohol.
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ANEXO |

Se adjunta separata del articulo publicado hasta la fecha como consecuencia del
trabajo realizado en esta tesis doctoral:

Marcos M, Pastor I, de la Calle C, Barrio-Real L, Laso FJ, Gonzéalez-Sarmiento R.
Cannabinoid receptor 1 gene is associated with alcohol dependence. Alcohol Clin Exp
Res. 2012;36(2):267-71.
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