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INTRODUCCION



BREVE RESENA HISTORICA

El consumo de alcohol es una practica tan antigua como casi la misma
humanidad. Desde tiempos remotos ha sido la forma de celebrar importantes
acontecimientos y eventos sociales. El origen de la palabra alcohol no es claro. En el
arabe la palabra antigua alcoholeé, donde ““al” quiere decir "el" y "kohol" significa
"sutil", hacia referencia a espiritus malignos dado los efectos que este producia en las
personas.(1) Otra palabra en el arabe que reclama su origen es alkohl, el cual resultaba
de mezclar pinturas y polvos de contenido mineral para el maquillaje de las mujeres de

la alta sociedad.(2)

Hay sefiales del uso de bebidas alcohdlicas desde la prehistoria como fruto de la
fermentacion de jugos y granos; sin embargo, las evidencias arqueoldgicas actuales
datan la produccion de vino entre los periodos del 6000 al 5000 a. C, en regiones que

abarcan Georgia e Iran.(3,4)

El alcohol y sus consecuencias por el consumo excesivo se mencionan en la
Biblia y en otros escritos religiosos. La borrachera mas antigua conocida se relata en la
historia de Noé quien al bajar del arca plant6 una vifia, obtuvo vino, lo bebi6 y termind
echado en su tienda y desnudo, lo que posteriormente trajo una grave consecuencia en
su familia y descendencia. Los griegos veneraban a Dionisio como el dios que invento
el vino y que proporcionaba alegria a los mortales en un intento de disipar sus penas.

Los egipcios creian que el conocimiento del vino habia sido concedido por Osiris.

Tanto en Oriente como en Occidente y en la antigua Roma y Grecia era una

bebida muy apreciada y se utilizaba en la mayoria de celebraciones. Los alquimistas de



Europa en la edad media utilizaban el alcohol para obtener esencias por destilacion. En
el mundo cristiano, la obtencion del alcohol a partir de la destilacion, se atribuye a
Italia, en Salerno, hacia el 1100, aunque anteriormente ya se habia descrito en otras
zonas. En la region vinicola mediterrdnea de la peninsula ibérica, aparecieron los
primeros textos alquimicos donde se describe el proceso arabe de destilacion. El primer
texto que explica la técnica de destilacion se le atribuye a Ramén Llull (1233-1315), sin
embargo, tuvo escasa difusion debido a la censura de la inquisicion y la bula
condenatoria del Papa Gregorio XI./(2) En medicina se utilizaba como desinfectante,

como analgésico, como antipirético e incluso para la acidez estomacal.

Con el comienzo de la reforma de Martin Lutero en el siglo XVI se empiezan a
cuestionar los beneficios de la ingesta del alcohol, llegando a catalogarse como una
bebida diabolica. Sin embargo, los puritanos que llegaron a América en 1620, fueron los
que introdujeron la practica de beber alcohol. Con la llegada a Europa en el siglo XVI
de bebidas como el café, una alternativa caldrica y de bienestar frente al alcohol,
comienza el descenso del consumo del mismo, sobre todo en las clases altas donde no
beber con moderacion comenzaba a verse con malos ojos. No asi en las clases bajas
donde el consumo sin medida era una forma de expresar alegria y una forma de olvidar
la desdicha de sus propias vidas. En este sentido podemos mencionar la “locura de la

ginebra” o gin craze, que genero auténticas epidemias de embriaguez en Londres.(5)

Las bebidas alcohdlicas también fueron analizadas desde un punto de vista
cientifico durante este periodo. Estudios cuantitativos sobre la fermentacion alcohdlica
y el descubrimiento del acido acético fueron realizados por Lavoisier en 1789.(6) Louis

Pasteur encontré que la levadura era la encargada de iniciar toda la reaccién



fisicoquimica conocida como fermentacion a partir de azlcares, y que culmina en la

produccién de alcohol.(2)

En la era moderna comenzaron a surgir organizaciones que promulgan por la
abstinencia del consumo de alcohol. En el siglo XIX en Estados Unidos, surgieron las
primeras organizaciones anti-alcohol. Posteriormente y en el mismo siglo, surgieron las
de en Europa, siendo las mas conocidas las de Gran Bretafia y los paises escandinavos.
En 1920, Estados Unidos cre6 una ley que declaro ilegal la produccion, comercio y
consumo de alcohol. Este periodo, que durd trece afios, fue conocido mundialmente
como “Ley Seca”.(7) En la mayoria de paises actualmente incluyendo Espafia, la venta

de alcohol esta prohibida a los menores de edad.

EPIDEMIOLOGIA DEL CONSUMO DEL ALCOHOL

El informe sobre la situacién mundial del alcohol y la salud publicado por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2018,(8) advierte que cerca de 3 millones
de las muertes ocurridas en todo el mundo estarian relacionadas con el uso nocivo del
alcohol, lo que representa 1 de cada 20 muertes del total, siendo % partes de ellas
hombres. El 28% de todas las muertes atribuibles por alcohol se debieron a lesiones
(accidentes, violencia, etc.), el 21% a trastornos digestivos, el 19% a enfermedades
cardiovasculares, y el resto a enfermedades infecciosas, canceres, trastornos mentales y
otras afecciones. Europa, aunque ha disminuido su consumo desde el 2010 en mas del
10%, sigue liderando el mayor consumo per capita del mundo. Esta reduccion se dio
tras la puesta en marcha de estrategias propuestas por la OMS en los paises miembros,
tales como no vender alcohol a menores de edad, incrementar los impuestos sobre el

mismo Yy la disminucién de la publicidad.(9)



En cuanto al consumo en los jovenes , el informe indica que mas de una cuarta
parte de ellos con edades comprendidas entre los 15 y 19 afios son bebedores (27%),
siendo la mayor tasa de consumo encontrada en Europa (44%) y con un inicio partir de
los 15 afios en un rango de 50-70% de los casos.(8). Por tanto, la OMS prevé un

incremento del consumo en la region en los proximos 10 afios.

Espafia tiene un consumo de alcohol per capita de 10 litros por afio en mayores
de 15 afios, por encima de la media europea (9,8 litros). Sin embargo, ha habido un
descenso con respecto a los datos obtenidos en el 2010 para Espafia y Europa
respectivamente (10,5 L y 11,2 L). EIl consumo excesivo de alcohol, definido como
beber por lo menos 60 g de alcohol en una ocasion en los ultimos 30 dias (episodio de
embriaguez), es especialmente peligroso para la salud. Segun el informe de la oficina
regional para Europa de la OMS, en la poblacién espafiola de mas de 15 afios, se
presentd al menos un episodio de embriaguez de estas caracteristicas en el 25,6% de
personas; estas cifras ascienden hasta el 28,0% si se analiza solo el grupo de edad de
entre 15 y 19 afos, y hasta el 49,5% si se pregunta solo a los bebedores habituales de

este Ultimo grupo de edad. (10)

El Plan Nacional sobre Drogas realiza cada dos afios en Espafia, la Encuesta
domiciliaria Sobre Alcohol y Drogas (EDADES) a poblacién no institucionalizada entre
los 15 y 64 afios para conocer el patron de consumo de los espafioles. Estos resultados
son publicados dentro del informe anual del Observatorio Espafiol sobre Drogas. En el
periodo de recogida de 2017 y 2018, el alcohol continda siendo la droga mas consumida
por los ciudadanos. En esta franja de edad, el 91,2% han consumido bebidas alcohélicas

alguna vez en la vida, el 75,2% lo ha consumido en el dltimo afio, (el 77,6% lo hacia en



2015, presentando asi un descenso con respecto a las ultimas encuestas), el 62,7% en el
ultimo mes y el 7,4% diariamente en el ultimo afio. EI 60% de los menores encuestados
ha consumido alcohol en el Gltimo afio, comparado con el 58% de la encuesta previa. La
edad en que se inicia el consumo es de 16,6 afios, no presentando grandes cambios con
las ultimas encuestas. EIl 5,1% de los encuestados ha realizado un consumo de riesgo
(ESCALA AUDIT >8), situacion que se mantiene estable desde 2009. La borrachera en
el ultimo afio, es reconocida por 18,6%, aumentando este porcentaje con respecto a los

registros del 2015 (16,8%).

El binge drinking, o consumo excesivo episddico o circunstancial o consumo
intensivo o0 también conocido como “en atracon”, se define al consumo de 5 0 més
bebidas alcohdlicas en una ocasion de aproximadamente 2 horas en hombres y 4 0 mas
bebidas alcohdlicas en una ocasion de aproximadamente 2 horas en mujeres. En la
ultima encuesta, el 15,1% de la poblacion reconoce haber practicado este tipo de

consumo en los ultimos 30 dias, dato inferior al observado en 2015 (17,9%).(11)

El consumo de alcohol, se asocia a su vez a un mayor consumo de otras
sustancias, sobre todo si el consumo del mismo es intensivo o binge drinking, tal como
se vio reflejado en la dltima edicion de dicha encuesta, donde el policonsumo fue mas
prevalente en el grupo que hizo botellon en los Gltimos 12 meses en la franja de edad de

15 a 24 meses, 59,7% con respecto al que no hizo botellon, 39,4%.

Segun el Informe anual del Sistema Autonémico de Informacion sobre
Toxicomanias de Castilla y Leo6n, en el afio 2017 se admitieron para iniciar un
tratamiento ambulatorio por consumo de sustancias psicoactivas a 1844 personas, de las

cuales, el 31% consumian alcohol, siendo este consumo mayor en hombres (74,8%). La

7



edad media de inicio de tratamiento fue de 47,3 afios hombre y 45,7 afios mujer. La
edad media al inicio del consumo para el hombre fue de 15,6 afios, y para la mujer, 18,8

afos. (12)

EL ALCOHOLISMO Y LOS PATRONES DE CONSUMO

La Organizacion Mundial de la Salud defini6 el alcoholismo en 1976 a traves
del sindrome de dependencia alcohdlica: “un estado psiquico y habitualmente también
fisico resultado del consumo de alcohol, caracterizado por una conducta y otras
respuestas que siempre incluyen compulsion para ingerir alcohol de manera continuada
0 periddica, con objeto de experimentar efectos psiquicos o para evitar las molestias
producidas por su ausencia”.(13) Dentro del término alcoholismo se incluian en el
DSM-IV el trastorno por dependencia del alcohol y el trastorno por abuso de alcohol
(Asociacion Americana de Psiquiatria, 2002), que posteriormente se han definido como
trastorno por uso de alcohol (alcohol use disorder) tras la publicacion en 2013 del
DSM-5.(14) La OMS en 1992, denominé al trastorno por abuso de alcohol como
“consumo perjudicial de alcohol” y lo definio como el consumo de alcohol que esta

afectando ya a la salud fisica o mental.(15)

En este trabajo, se utilizaran los términos dependencia y adiccién de modo
indistinto, de acuerdo a los conceptos del DSM-1V,(16) con los que fueron recogidos la
mayoria de pacientes incluidos en el estudio. Sin embargo, es necesario aclarar que
actualmente es mas preciso hablar de adiccién que de dependencia, dada las ultimas
recomendaciones del DSM-5,(14) debido a que aspectos como la tolerancia o el

sindrome de abstinencia, que caracterizan a la dependencia, también estan presentes en



algunos pacientes como respuesta a algun tratamiento cronico y apropiado y que no le

genera adiccion.

La OMS expone tres elementos que se deben tener en cuenta para valorar el
dafo producido por el consumo de alcohol: el patron de consumo, el volumen

consumido y en menor medida, a la calidad del alcohol consumido.(3)

-Patrones de consumo de alcohol: se pueden analizar cuatro patrones: (17)

El Consumo de riesgo, el cual puede causar dafios a futuro, tanto fisicos como

psicoldgicos o sociales.

El Consumo nocivo o perjudicial, en el cual la persona presenta ya un dafio
fisico, psiquico, familiar, social, problemas legales o econémicos relacionados con el

consumo

El patron de ingesta de grandes cantidades de alcohol en una sola ocasion de
consumo, “botellon” o consumo “en atracon” o binge drinking como lo define el
Instituto Nacional sobre el Abuso de Alcohol y Alcoholismo (NIAAA), consiste en un
patrén de consumo que produce concentraciones de etanol en sangre mayores de 0,08%
(0,8 g/L); lo anterior equivale a consumir 5 0 mas bebidas alcohdlicas en hombres y 4 o
mas bebidas alcohdlicas en mujeres en un intervalo de 2 horas.(18) Es muy perjudicial

porque este tipo de consumo esté relacionado con intoxicaciones, coma y muerte.

La Dependencia alcohodlica: grupo de fendmenos conductuales, cognitivos y
fisiolégicos que se desarrollan después de la ingesta crénica de alcohol, asociado a un

fuerte deseo de consumir, presentando dificultades para controlar el consumo a pesar de



las consecuencias negativas. Se le da prioridad al consumo que a otras actividades u
obligaciones. Ver criterios en la Tabla 1. El abuso de alcohol y la dependencia
alcohdlica (tabla 2) eran los dos patrones de consumo de alcohol definidos por la
Asociacion Americana de Psiquiatria (APA) en el DSM-IV(16) y que se han fusionado
recientemente en el DSM-5(14) con el término “Trastorno por uso de alcohol” y cuyos

criterios se expresan en la Tabla 3.

-Volumen consumido: hay una relacién dosis respuesta en muchas de las
enfermedades causadas por el alcohol como por ejemplo los canceres asociados con el
alcohol: a mayor consumo, mayor riesgo de desarrollo del mismo. La unidad de bebida
estandar (UBE) es la unidad de bebida utilizada para cuantificar el consumo de alcohol,
donde 1 UBE en Espafia equivale a 10 gramos de alcohol puro (un vaso de vino, una
cafia de cerveza, 0 medio vaso de una bebida de alta graduacion como el whisky). La
OMS define al consumo de riesgo de alcohol en términos de volumen, como el
consumo medio regular de 40g diarios de alcohol en mujeres, y méas de 60 g diarios en
hombres. En nuestro medio equivale a la ingesta de al menos 28 UBE por semana 0 mas
de 5 UBE por ocasion de consumo en hombres y de 17 UBE a la semana o0 més de 3

UBE por ocasién de consumo en las mujeres y en los mayores de 65 afios.
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Tabla 1. Criterios de la CIE-10 para el diagnostico de dependencia alcohdlica

Tres 0 més de estas manifestaciones deben haber estado presentes durante al menos
un mes; si han durado menos de un mes, deben haber aparecido juntas de forma

repetida en algun periodo de doce meses

* 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

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

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

del consumo

- El consumo de la misma sustancia (0 una muy préxima) con la intencion de

aliviar o evitar los sintomas de abstinencia

* Deseo intenso o vivencia de una compulsion a consumir alcohol

* Disminucion 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:
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- 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

* 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

* 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 extension

del dafo
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Tabla 2. Criterios de abuso y dependencia de alcohol del DSM-1V

ABUSO

Deterioro o malestar clinicamente significativos en un periodo de doce meses

manifestado por uno o mas de los siguientes:

*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.

DEPENDENCIA

Un patron desadaptativo de consumo de alcohol que conlleva un deterioro o malestar
clinicamente significativos, manifestado por tres (0 mas) de los siguientes 7

criterios, que ocurran en cualquier momento, de un periodo continuado de 12 meses:
*Tolerancia, definida por cualquiera de los siguientes:

- Necesidad de cantidades marcadamente crecientes de alcohol para conseguir la
intoxicacion o el efecto deseado

-Efecto marcadamente disminuido con el consumo continuado de las mismas

cantidades de alcohol
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* Abstinencia, definida por cualquiera de los siguientes:

- El sindrome de abstinencia caracteristico para el alcohol (ver DSM-1V para mas
detalles)

-El alcohol es ingerido para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia

* El alcohol es frecuentemente ingerido en cantidades mayores o durante un periodo

mas prolongado de lo que inicialmente se pretendia

* EXiste un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de controlar o interrumpir el

consumo de alcohol

* Se emplea mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtencion del alcohol,

en el consumo del alcohol o en la recuperacion de los efectos del mismo

*Reduccion de importantes actividades sociales, laborales o recreativas debido al

consumo del alcohol

*Se continda ingiriendo alcohol a pesar de tener conciencia de problemas
psicolégicos o fisicos recidivantes o persistentes, que son causados o exacerbados
por el consumo del alcohol (p. ej., ingesta continuada de alcohol a pesar de que

empeora una Ulcera)
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Tabla 3. Criterios para el trastorno por uso de alcohol segun DSM-5

Patron desadaptativo de consumo de alcohol que conlleva un deterioro o malestar
clinicamente significativos, expresado por dos (0 més) de los items siguientes en

algiin momento de un periodo continuado de 12 meses:

Item 1. La sustancia es tomada con frecuencia en cantidades mayores o durante un

periodo mas largo de lo que inicialmente se pretendia

ftem 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

obtencion 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. Reduccion de actividades socio-laborales, familiares o recreativas
Item 8. Consumo de alcohol en situaciones peligrosas

ftem 9. Persistencia del consumo a pesar de las consecuencias fisicas o

psicolégicas causadas o exacerbadas por el consumo de alcohol
Item 10. Tolerancia
Item 11. Abstinencia

Criterios de gravedad: Leve: 2-3 items Moderado: 4-5 items Grave: 6-11 items
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CUESTIONARIOS DE VALORACION DEL CONSUMO DE RIESGO

Se cuenta en la actualidad con cuestionarios de deteccién o cribado que orientan
sobre los posibles patrones de consumo de forma precoz, para posteriormente ser
evaluados de forma exhaustiva por medio de herramientas diagndsticas como las
mencionadas en el apartado anterior, junto con una entrevista clinica detallada y la
exploracién fisica. Un resultado negativo en el cribado puede constituir falsos negativos
por lo que hay que complementarlos con pruebas bioldgicas y entrevistas a
acompafantes antes de descartar la presencia de consumo excesivo de alcohol. Los mas

utilizados por su validez, brevedad y sencillez son:

- EI CAGE (acrénimo obtenido del inglés: Cut, Annoyed, Guilty, Eye-opener),
que consta de 4 items, con una sensibilidad del 65 al 100% y una especificidad por
encima del 80%, siendo positivo si se responde afirmativamente al menos dos

preguntas, por lo que es de gran utilidad en atencién primaria.

- El AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test) que estd conformado
por diez preguntas en relacion con la cantidad consumida en el Gltimo afio, la frecuencia
y las consecuencias que ese consumo ha traido.(19) Es atil para discriminar patrones de
consumo. La puntuacion se encuentra entre de 0 a 40 puntos. Cuando son superiores a 8

es indicativo de bebedor de riesgo, y superiores a 13 indican probable dependencia.

-Otros son el CBA (Cuestionario Breve para Alcoholicos), el MALT o
Munchner Alkoholismus Test, el MAST o Michigan Alcoholism Screening Test, el DPI
o Indice de Problemas con la Bebida (disefiado para personas por encima de los 55
afos), el AAIS o Adolescent Alcohol Involvement Scale (detecta adolescentes con
problemas con el alcohol) o el T-ACE y TWEAK (detecta casos de alto riesgo en
mujeres). (20)
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Tabla 4. Cuestionario CAGE

(Cut down) ¢Ha pensado en alguna ocasion que tenia que reducir dejar la bebida?

(Annoyed) ¢Le han molestado las observaciones de la gente acerca sus habitos de
bebida?

(Guilty) ¢Se ha sentido alguna vez a disgusto o culpable por su costumbre de

beber?

(Eyeopen)  ¢Alguna vez ha tenido que beber a primera hora de la mafiana para

sentirse en forma?

Tabla 5. Test de AUDIT (Alcohol use disorders identification test)

1. ¢ Con qué frecuencia consume alguna bebida alcohdlica?
0. Nunca

1. Una o0 menos veces al mes

2. De 2 a 4 veces al mes

3. De 2 a 3 veces a la semana

4. Cuatro 0 mas veces a la semana

2. ¢Cuantas consumiciones de bebidas alcohodlicas suele realizar en un dia de

consumo normal?
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0.Unao 2
1.Treso4
2.Cincoo 6
3.De7a9

4. Diez 0 més

3. ¢Con qué frecuencia toma 6 0 mas bebidas alcohdlicas en una sola ocasion

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 afio 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 afio no pudo hacer lo que se

esperaba de usted porque habia bebido?
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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 afio 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

FACTORES DE VULNERABILIDAD PARA EL CONSUMO

El desarrollo de la adiccion al alcohol depende de una compleja interaccion de
dos tipos de factores: los relacionados con el medio ambiente o su entorno y los
intrinsecos del individuo. Dentro de los factores ambientales cabe destacar el desarrollo
econdémico, familiar, social, cultural y la disponibilidad de alcohol segun las politicas
pertinentes de cada sociedad. Dentro de las caracteristicas de cada individuo destaca: la
cantidad consumida de alcohol, la forma de beber, los antecedentes familiares de

consumo de alcohol y con ello la genética de cada individuo. No existe un unico factor
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de riesgo que determine la adiccion, lo cierto es que cuanto mas factores entran a jugar
en un individuo, sera mas probable que desarrolle problemas con el alcohol una vez se

establezca su consumo.(17)

Resulta sin duda interesante como algunos individuos que consumen alcohol no
presentan ningun tipo de efecto adverso, mientras que otros bebedores de la misma
intensidad, si presentan patrones patolégicos de consumo llegando al estado de
adiccion. Una explicacion podria ser que existen mecanismos bioldgicos de proteccion
que impiden o retrasan la expresion de las neuroadaptaciones bioguimicas que conducen
a los fenotipos asociados con la adiccion. Si estos mecanismos de proteccion dejan de
funcionar o no existen, a continuacién se pueden presentar los neuroadaptaciones que
subyacen al consumo cronico y excesivo de alcohol.(21) Este tipo de consumo puede
conducir a los diferentes fendmenos de dependencia al alcohol, por un lado el
establecimiento de la tolerancia a los efectos agudos de etanol y por otro lado la

susceptibilidad a un sindrome de abstinencia en la ausencia de la droga.

Estos comportamientos son impulsados por dos rasgos caracteristicos de la
adiccion: una compulsion imperiosa de busqueda y consumo del alcohol y una
incapacidad para controlar o inhibir estas acciones a pesar de que dan lugar a un
resultado negativo (por ejemplo, la pérdida del trabajo, el encarcelamiento, problemas
familiares, etc.).(22) Estas dos caracteristicas de la adiccion pueden explicarse, segun
algunas investigaciones, por procesos aberrantes de aprendizaje y de plasticidad en la

corteza frontal y cuerpo estriado que se generan tras el consumo cronico.(22,23)
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EFECTOS DEL ALCOHOL EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

El efecto del alcohol sobre el SNC esta ligado a varios factores entre ellos el
consumo (agudo o cronico), las caracteristicas bioldgicas del individuo y la
concentracion que alcanza en sangre.(24) Todo ello determina diferentes efectos sobre
el SNC, algunos de ellos idiosincrasicos. (25) Asi, la intoxicacion aguda es el resultado
del consumo de grandes cantidades de alcohol en una sola ocasion, trayendo como
consecuencia la incoordinacion motora y con ello el riesgo de aumento de accidentes de
todo tipo; también, una desinhibicién de impulsos agresivos y sexuales con lo que
aumenta el riesgo de dafio propio y hacia los demas. La persona puede presentar
amnesia de lo sucedido, sobre todo de aquellos episodios donde su cerebro presentaba la
maxima concentracion de alcohol. EI coma etilico es la consecuencia méas grave pues
puede llevar a la muerte. Cuantificando la concentracion alcanzada en sangre durante un
consumo agudo se puede valorar los efectos sobre el SNC, los cuales se resumen en la

tabla 6.

Deterioro cognitivo: se ha comprobado en diferentes estudios que a mayor
consumo de alcohol disminuye el volumen cerebral, siendo este efecto més importante
en las mujeres.(26) El consumo cronico produce un dafio neuronal difuso lo que se
traduce en un deterioro de la memoria, el aprendizaje, las funciones visuespaciales, la
velocidad de procesamiento psicomotor y de las funciones ejecutivas las cuales podrian
mejorar con la abstencion continuada de alcohol. Algunos estudios de neuroimagen han
correlacionado los déficits de memoria episddica y lo que podria ser una atrofia del
hipocampo, asi como un descenso en el flujo sanguineo cerebral cuando se valoré en la

tomografia por emision de fotones (SPECT). (27-29)
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Tabla 6. Efecto de las concentraciones de alcohol en sangre en un sujeto sin tolerancia

CONCENTRACION
EFECTO

SANGUINEA

Disminucion de las inhibiciones. Sensacion de ebriedad,
0,2 g/L o

excitacion

Disminucion de funciones cognitivas complejas y del
0,8 g/L

rendimiento motor

Incoordinacion motora, irritabilidad, disminucion de la
2g/L

percepcion del riesgo
3g/L Coma superficial. Alteracion de los signos vitales
4 g/L Muerte

Modificado de Harrison: Principios de Medicina Interna. 19° Edicion. Seccién 5. Alcohol y

Alcoholismo

Encefalopatias de origen endlico: pueden ser secundarios a mecanismo tdxicos

directos del etanol sobre las neuronas, déficit nutricional y vitaminico o lesiones

neuronales durante los episodios de abstinencia grave. (30) Por ejemplo, La

encefalopatia de Wernicke se produce por un déficit de tiamina, que cursa con
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nistagmo, paralisis del motor ocular externo, ataxia, confusion, apatia y somnolencia.
Como secuela, en aquellos que no han recibido un tratamiento adecuado con tiamina, se
observa un trastorno amnésico persistente o Sindrome de Korsakoff que cursa con

amnesia anterograda e importantes consecuencias psico-sociales.(31)

La ataxia cerebelosa alcohdlica es una degeneracion del cerebelo que se
caracteriza por una incoordinaciébn motora, ataxia en extremidades inferiores,

ampliacion de la base de sustentacion, disartria y temblor postural.

La demencia alcohodlica se considera que se debe a un efecto toxico directo del
alcohol. En los estudios de neuroimagen se puede observar un deterioro del cuerpo
calloso, atrofia cerebral, hiperintensidad de la sustancia blanca y aumento de tamafio de
los surcos y ventriculos cerebrales. Cursa con graves dificultades de aprendizaje que

impiden que el paciente se pueda beneficiar de la psicoterapia. (27,28)

El sindrome de Marchiafava-Bignami incluye la degeneracion del cuerpo calloso

y cursa con disfasia, confusion y convulsiones.(32)

El sindrome de desmielinizacion osmdtica (anteriormente mielinolisis central
pontina) es una encefalopatia grave que se produce sobre todo en pacientes alcoholicos
desnutridos y en el contexto de una correccién rapida de la hiponatremia. Cursa con

sintomas bulbares y puede conducir a la muerte. (28)

El Sindrome de abstinencia alcoholica (SAA) se caracteriza por una mayor
excitabilidad del SNC que pueden dar lugar a alucinaciones y convulsiones. Se clasifica
en SAA mayor y menor. EIl SAA mayor, también llamada delirium tremens es un
estado de confusion, agitacion psicomotriz y de alucinaciones que aparece tras un
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descenso rapido e intenso de las concentraciones de alcohol en un paciente bebedor
cronico. Puede dar lugar a crisis convulsivas (también Ilamadas rum fits) con lo que

puede empeorar el dafio neuronal ya existente.(33,34)

El efecto del alcohol sobre el SNC es en ocasiones muy complejo y no queda
claramente establecido si el dafio se debe a las secuelas de un episodio de encefalopatia
de Wernicke, al dafio cronico que produce demencia alcoholica o a otras causas. En este
contexto se ha acufiado el término ARBI (alcohol related brain injury) o ARCI (alcohol
related cognitive impairment), concepto cuya definicion e implicaciones todavia esta en

desarrollo.(35)

Dentro de las enfermedades neuropsiquiatricas, los trastornos que se observan
méas frecuentemente en la poblacion alcohdlica son: el trastorno de personalidad
antisocial (21 veces mas frecuente), la mania (6,2 veces mas frecuente), la esquizofrenia
(4 veces mas frecuente) y el abuso de otras drogas (3,9 veces mas frecuente). La
depresion y los trastornos de ansiedad, se pueden observar en este grupo de pacientes,
en lo que se conoce como patologia dual.(36) Los trastornos psiquiatricos se producen
por el efecto toxico de un consumo excesivo y cronico. Los trastornos afectivos, los de
ansiedad, del suefio, sexuales y confusionales, que han sido inducidos por el alcohol,
tienden a remitir de forma espontanea cuando la persona deja de consumirlo; en cambio,
los trastornos psicoticos, el trastorno amnésico persistente y la demencia alcohdlica, no
suelen mejorar del todo tras un periodo continuo de abstencién, aunque podrian

mejorar. (25)

Alteraciones del suefio: los pacientes alcohdlicos crénicos experimentan una

reduccidén significativa o incluso una ausencia de la fase profunda del suefio y un
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aumento de la fase REM (rapid eye movements) tras el cese del consumo. Pueden
presentar un suefio superficial, fragmentado y con una duracion acortada, cuando dejan
de beber. Durante el primer afio de ausencia de consumo, el suefio mejora lentamente
pero algunos aspectos como lo son el conciliar el suefio, la latencia del suefio REM vy la
sensacion subjetiva de alteracion del suefio pueden permanecer alterados durante meses
y su persistencia puede ser predictor de un mayor riesgo de recaida. El trastorno del
suefio podria estar relacionado con un sindrome de abstinencia retardada del alcohol.

(37)

Epilepsia: puede originarse como resultado del consumo de alcohol, mas alla de

los episodios convulsivos inducidos por la abstinencia (rum fits).

Neuropatia periférica: es un hallazgo frecuente en las personas con dependencia
del alcohol, entre un tercio y un cuarto de las mismas. Cursa con debilidad, parestesias,
dolor, atrofia muscular, disminucion de reflejo aquileo y patelar, hipoestesia y sensacién

urente en las plantas de los pies que empeora con el contacto o la estimulacion.

BASES NEUROBIOLOGICAS DEL ALCOHOLISMO

Hasta la fecha, se han venido estudiando multiples mecanismos por medio de los
cuales el alcohol ejerce su influencia sobre la biologia humana y més especificamente
sobre los sitios moleculares y genéticos en el cerebro implicados en la génesis del

alcoholismo.

Se ha demostrado que el alcohol actua sobre receptores de membrana, enzimas,

canales idnicos y neuroreceptores y otras moléculas, que con el consumo cronico
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producen neuroadaptaciones de las sinapsis en las diferentes vias y sistemas que regulan
los procesos de motivacion, recompensa, memoria, condicionamiento, tolerancia,
funcién ejecutiva, control inhibitorio, interocepcion, autoconciencia y que explican los
mecanismos de adiccion al alcohol. (38—40) Tanto la progresion como la gravedad del
cuadro estan influenciadas por factores ambientales y genéticos.(22,41) Multiples
circuitos y regiones cerebrales se ven alterados en la adiccion al alcohol, involucrados
en mayor o menor grado desde el consumo agudo, hasta el consumo croénico. A su vez
parece que el consumo cronico de alcohol ejerce influencia sobre los genes cambiando
su expresion en ciertos puntos, creando mecanismos que refuerzan el consumo del

mismo perpetuando el problema.(42,43)

La dependencia del alcohol se compone de dos mecanismos fundamentales. Por
un lado los efectos positivos, producto de la liberacidn de la dopamina en los centros de
recompensa del cerebro estimulada por el alcohol, y, por otro lado, los efectos
negativos, debidos a la ansiedad y la depresion que se producen tras dejar de

consumir.(44)

En la fase aguda, el alcohol produce sintomas derivados de la produccion de
acetaldehido, metabolito primario del alcohol y responsable del efecto flushing del
mismo y aunque la duracién de sus efectos de cuantifican en horas, algunos estudios
seflalan que el acetaldehido esta implicado en el desarrollo de la dependencia
alcohdlica(45,46) En esta fase, se producen cambios a nivel celular que pueden durar
varias horas. ElI consumo cronico produce neuroadaptaciones que pueden perdurar a lo
largo de la vida.(47) La transicion del consumo moderado al excesivo o incontrolado

resulta a su vez de neuroadaptaciones que causan un aprendizaje motivacional aberrante
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y de memoria.(48) Todo lo anterior se traduce en una remodelacion de las sinapsis que
depende también de cambios en la expresion de diferentes genes tras la exposicion
cronica al alcohol. Dentro de las areas cerebrales implicadas en la adiccion al alcohol

encontramos:

-Area de la recompensa o sistema meso-cortico-limbico dopaminérgico,
denominado también como sistema dopaminérgico de recompensa. Modula funciones
fisiolégicas primarias relacionadas con la supervivencia, incluyendo la ingesta de
alimentos, de agua y el comportamiento sexual y juega un papel crucial en la
patogénesis del trastorno por consumo del alcohol y otras sustancias, por su rol
gratificante y de refuerzo que ejerce en el cerebro.(49) Los dos grandes centros
cerebrales implicados en la dependencia de sustancias son el ndcleo accumbens o
estriado ventral y el area del tecmento ventral (sistema mesolimbico dopaminérgico),
este ultimo rico en células dopaminérgicas que envia sus proyecciones hacia el ndcleo
accumbens; a su vez, este nlcleo establece conexiones con otras zonas del cerebro como
son la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala.(50) El nacleo accumbens, en el
sistema dopaminérgico mesolimbico, cumple funciones integradoras, como dirigir el
comportamiento del sistema limbico y la corteza prefrontal y el aumento de su
activacion del nacleo se ha asociado con conductas como la impulsividad y los
comportamientos de externalizacion.(51). El sistema GABA, clave en la adaptacion al
consumo de alcohol, regula de forma inhibitoria la funcion dopaminérgica en este

nacleo.(52)

Con el consumo agudo de alcohol se produce un aumento de la concentracién

de dopamina en el nicleo accumbens, generando un estado de motivacion y placer. La
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capacidad del alcohol de generar aumento en la concentracion de dopamina es lo que le
confiere precisamente esa capacidad de sustancia reforzadora.(38) El incremento de la
concentracion de dopamina y de la activacion del sistema mantenida en el tiempo,
termina provocando una disminuciéon progresiva en el funcionamiento del sistema
mesolimbico, disminuyendo los niveles de dopamina en el nucleo accumbens, lo que
tendra su correlato en el sindrome de abstinencia. Asi, la deficiencia de dopamina
produce una disminucion en la capacidad de sentir placer, lo que incrementa la
busqueda y el consumo de alcohol.(48) En estudios realizados con tomografia por
emisién de positrones (PET) se ha comprobado de hecho una disminucion del
transportador de la dopamina en los ganglios basales; esto conlleva un descenso en la
capacidad de sentir placer ante los estimulos normales o naturales de la vida como por
ejemplo dormir, comer, tener relaciones sexuales, logros en el trabajo, entre otros, por lo
que estas personas terminan abandonando estas actividades. El sistema anti-recompensa
o de refuerzo negativo es de esta forma el responsable de los sintomas de malestar fisico
o emocional al suspender el consumo (sindrome de abstinencia), que puede conducir a
la necesidad de continuar consumiendo (la recaida). Este malestar emocional se debe en
parte a una dis-regulacion del sistema limbico, principalmente de la amigdala,
responsable de los sintomas emocionales potenciados por cambios en el sistema
noradrenérgico que dan lugar a los sintomas de ansiedad, depresion o malestar
psicolégico y por otro lado los cambios fisicos derivados de la activacion del factor
liberador de la corticotropina (FLC) y activacion del eje hipotalamo-hipofisiario-
adrenal.(53). La exposicién crénica al alcohol y la abstinencia pueden desencadenar la

desregulacién del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) y el circuito de
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recompensa por estrés del cerebro, lo que conduce a una espiral creciente de estrés,

sintomas afectivos negativo y consumo de alcohol.(54)

-Area de la memoria y el aprendizaje: compuesta por la amigdala y el
hipocampo (sistema limbico). El sistema limbico desempefia una funcion clave en el
desarrollo de la dependencia al interactuar con la corteza y el nicleo accumbens. (47,52)
Las estructuras mas destacadas de este sistema son el hipocampo, que cumple funciones
de memoria, y la amigdala, de importancia en la regulacién emocional. Este sistema
atribuye un significado emocional al consumo ante la exposicion a ciertos estimulos,
creando procesos de aprendizaje estimulo-consumo-recompensa. Estos procesos se
establecen al realizar asociaciones entre estimulos internos (frustracion, tristeza, ira,
soledad o estrés) y externos (una persona, una situacion en particular, luces, una
cancion, una botella) mientras se consume alcohol. Si estos estimulos son agradables se
produce un refuerzo positivo por beber, sin que necesariamente lo esté mediando el
efecto farmacoldgico de la sustancia. Lo anterior contribuye al fendmeno de
anticipacion o condicionamiento, que es la situacién por la cual la persona sigue
consumiendo aunque haya perdido los mecanismos naturales de produccion de placer.
Este mecanismo resulta fundamental para propiciar las recaidas y por tanto uno de los
tantos desafios en la investigacién de tratamientos que eviten esta situacion tras

periodos de abstinencia.(55)

El sistema amigdalar recibe informacion de todos los sentidos por lo que parece
tener un papel clave en dichos mecanismos de aprendizaje y de asociacion. Se ha

descrito recientemente a la amigdala central como un centro de ansiedad y adiccion.
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(56)Entre los consumidores, puede existir la percepcién de control del estrés tras la
ingesta de alcohol gracias la liberacidn pre-sindptica de GABA tras el consumo crénico
con mejora de la funcién del receptor post-sinaptico de GABAA en la amigdala central,
resultando en una reduccion aguda de la ansiedad y la capacidad de respuesta al estrés y

esta seria otra razon que explicaria el consumo y las recaidas. (54)

Por otra parte, de la amigdala se originan las proyecciones glutamatérgicas que
se dirigen hacia el nacleo accumbens. El glutamato modula la actividad y liberacién
dopaminérgica en dicho nicleo.(57) Las personas con historia de mayor adiccion tienen
mas estimulos condicionados (internos o externos), por ende, mayor susceptibilidad a la
respuesta frente a los mismos y mayor riesgo de recaida. Ademas, parece ser que la sola
expectativa que genera el poder consumir alcohol en la persona, aumenta los efectos
reforzantes de este. La activacion cerebral y conductual es mas intensa con el solo
hecho de esperar los efectos reforzantes del alcohol, que con solo el consumo en un

momento dado sin haberlo buscado.(52,57,58)

-Area de la motivacion y del control ejecutivo, que forma parte del sistema
mesocortical. La corteza frontal es la encargada de los procesos ejecutivos y participa
en la planificacion e ideacion de como adquirir la sustancia que se desea consumir. Con
el consumo crénico de alcohol, la corteza frontal sufre profundos cambios en su
estructura. Estudios con PET evidencian una disminucion del metabolismo de la
glucosa de forma generalizada en la corteza, principalmente en la frontal, lo que se
traduce en hipofuncion. Esto genera una alteracion del area de control de impulsos y del

juicio, llevando a las personas a tener conductas impulsivas, agresivas, inapropiadas y
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sobre todo, un juicio disminuido frente a las posibles consecuencias de los

actos.(52,58,59)

EL ALCOHOL Y LAS VIAS DE NEUROTRANSMISION

Existen varias dianas y vias de neurotransmision en el cerebro donde el alcohol
ejerce cambios tras el consumo croénico, entre las cuales destaca la neurotransmision
relacionada con el acido y—aminobutirico A (GABA), el N-metil-D-aspartato (NMDA),
la glicina, 5-hidroxitriptamina-3 (5-HT3), los receptores neuronales de acetilcolina
(nACh), los sistemas dopaminérgico, opioide, noradrenérgico y de los
endocannabinoides, asi como en el factor liberador de corticotropina. Ademas ejerce su
accion en los mecanismos de sefializacion intracitoplasmatica tras la activacion de
sefiales intracelulares mediadas por activacion de canales iénicos y no iénicos de

membrana.(60,61)

El Factor Neurotrofico derivado del Cerebro (BDNF)

El BDNF es un miembro de la familia de las cisteinas, de las que hacen parte
el factor de crecimiento nervioso (NGF), la neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina- 4/5
(NT4/5).(63) Son producidos por neuronas noradrenérgicas, dopaminérgicas,
colinérgicas y astrocitos y juegan un papel importante en el crecimiento, proliferacion,
plasticidad y diferenciacion celular en el SNC, asi como en la actividad de
neurotransmisores como la dopamina. (63,64) EI BDNF es el factor neurotropico mas
abundante del cerebro, y actta en el hipocampo, la corteza, y areas basales del cerebro
anterior, las cuales son fundamentales para el aprendizaje, la memoria y el pensamiento

superior.(66) Es un factor angiogénico y esta relacionado también con la respuesta
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vascular y hemodinamica al alcohol.(63) Se une a los receptores de quinasa relacionada
con tropomiosina (receptores tirosina kinasa tipo B [TrkB]) y forma parte de vias de
sefializacion cerebral implicadas en la neurogénesis, diferenciacion y maduracion
neuronal; su deficiencia en circuitos neuronales clave se asocia con el desarrollo de

trastornos psiquiatricos, incluyendo el alcoholismo. (61,66)

Existen evidencias del papel del BDNF en la patogénesis de la dependencia
alcohdlica.(68-70) . Asi, esta implicado en los cambios neuroadaptativos en el sistema
dopaminérgico y glutamatérgico, los cuales subyacen al abuso y a la dependencia de
psicoestimulantes.(66,70,71) Es responsable de la expresion normal del receptor D3 de
la dopamina y el neuropéptido Y en el nicleo accumbens, donde recibe proyecciones
mesolimbicas del area del tecmento ventral.(73-75) Se puede también considerar que el
BDNF es un indicador de la neurotoxicidad del alcohol dado que el bloqueo que genera
esta sustancia sobre los receptores NMDA disminuye la expresion de BDNF, lo que a su
vez contribuye a la neurotoxicidad por etanol.(76) En consecuencia, se ha encontrado un
descenso en los niveles de BDNF en pacientes dependientes del alcohol.(68,76) El
descenso en las diferentes areas del cerebro se asocia con un mayor consumo Yy puede
también predisponer al mismo. Por ejemplo, a nivel del nucleo central (CeA) y medial
de la amigdala (MeA) se ha relacionado con comportamientos excesivos de consumo de
alcohol. En estudios preclinicos en modelos animales, cuando se han incrementado los
niveles de BDNF en los diferentes circuitos cerebrales: corteza frontal, amigdala,
hipocampo y cuerpo estriado dorsal se ha asociado con disminucion de la ingesta de

alcohol. (61,76)
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En estudios in vitro, la exposicion aguda a etanol incrementa la expresion del
BDNF en neuronas del hipocampo y en estructuras del cuerpo estriado, lo que conlleva
una disminucion de la sensibilidad y el consumo del alcohol. Con el consumo cronico se
pierde progresivamente esta capacidad, por lo que se perpetda el consumo del mismo,
con inicio de la ingesta compulsiva, perdiendo asi la capacidad de neuroproteccién
frente al alcohol.(21,77) Se ha visto en estudios realizados tanto en humanos como en
ratas, una relacion de los bajos niveles de BDNF en el hipocampo y la
neurodegeneracion, siendo un posible marcador de las funciones cognitivas de los
pacientes dependientes del alcohol.(79-81) Finalmente, el BDNF también parece
implicado con el periodo de abstinencia, dado que en este momento se ha comprobado
un aumento en los niveles de esta sustancia, que si se mantienen elevados en el tiempo

podrian conferir proteccion frente a la recaida.(78,81,82)

El neuropéptido Y (NPY)

El NPY es un neuropéptido de 36 aminoacidos que se expresa abundantemente
en el SNC, principalmente en la corteza, el ndcleo estriado, la amigdala, en el
hipotdlamo, sobre todo en el nicleo arcuato y paraventricular, asi como sustancia gris
periacueductal y el septum. Ejerce su efecto a través del enlace a receptores de la super
familia de las proteinas G, e interviene asi en la regulacion de la motivacion, memoria,
las emociones, el apetito, el consumo de sustancias, con un importante efecto
ansiolitico; ademas, interviene en la regulacion del ciclo circadiano, crecimiento de

tejido del SNC vy plasticidad.(83,84)

El NPY se distribuye abundantemente en la amigdala, sitio que regula los

estados afectivos negativos; dada su localizacion, se ha investigado el papel que juega
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en la regulacién de conductas similares a las que producen ansiedad en el trastorno por
consumo del alcohol. (60,85,86) Podria de esta forma contribuir a la fisiopatologia de la
depresion y estrés en las conductas adictivas, dado que en estas situaciones se ha
observado una disminucion de sus niveles en el LCR y plasma. Los primeros estudios
que encontraron la posible relacion de este gen con el desarrollo de alcoholismo se
hicieron en roedores, donde se ha evidenciado que la actividad anormal o baja de NPY a
nivel central puede promover un elevado consumo de alcohol y que NPY modula el
consumo de alcohol a través de sus receptores tipo Y1 e Y2.(88) De esta forma, el
consumo agudo incrementa los niveles del péptido mientras que en los periodos de
abstinencia disminuyen. (85,88) Asi mismo, las ratas transgénicas que sobreexpresaban
el NPY consumian menos alcohol y mostraban un incremento de la sensibilidad a los
efectos sedativos que produce la ingesta de altas dosis de esta sustancia.(86) Tras la
retirada del alcohol, se observaron niveles mas bajos de NPY en los ndcleos centrales y
medial de la amigdala, estria terminal, cortical, y estructuras hipotalamicas de las ratas
que preferian consumir alcohol frente a las que no, contribuyendo asi a los sintomas de

abstinencia.(60,85,89-92)

El sistema gabaérgico

El acido y-amino-butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio
del SNC, presente en la zona pre sinaptica de las neuronas de practicamente todo el
cerebro. Ejerce sus efectos a través de sus receptores GABA-A y GABA-B. EIl primero
de ellos, el mas relevante, constituye un complejo proteico de 5 subunidades,(94) que
forman un canal transmembrana neuronal. Estos receptores GABA-A son sensibles al

alcohol, se encuentran en diferentes partes del cerebro y estdn muy implicados en los
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efectos agudos y cronicos del mismo, incluyendo la tolerancia y dependencia. (95) La
activacion del receptor GABA-A media los efectos conductuales del alcohol como la

descoordinacién motora y la sedacion entre otros.(96)

La mayor parte de los genes de los receptores GABA-A se encuentran en el
cromosoma 4 (GABRA2, GABRA4, GABRB1 y GABG2), en el cromosoma 5 (GABRA1,
GABRA6, GABRB2 y GABRG2) y en el cromosoma 15 (GABRA5, GABRB3 y
GABRG3). El principal estimulo para este receptor procede de la union con el GABA,
pero existen otras sustancias que también lo pueden estimular, como las
benzodiacepinas y los barbituricos.(97) De hecho, varios efectos conductuales de etanol
como son el ansiolitico, ataxico y sedante/hipndtico, pueden explicarse por una
modulacion alostérica sobre el receptor: al producirse la activacion del receptor se
produce la apertura del canal, lo que da lugar al paso de iones cloro a través del mismo,
produciéndose una hiperpolarizacién de la membrana que trae como resultado la
disminucion de la excitabilidad y funcionalidad de la neurona. (95,97) EIl etanol
también ejerce su efecto sobre este receptor por mecanismos de fosforilacion y

desfoforilacion, potenciando la accién del GABA y de otras sustancias agonistas.(41)

Ademas de este efecto sobre el receptor, el alcohol es capaz de incrementar la
liberacion pre sindptica del GABA vy la liberacion de esteroides GABAérgicos.(41) Las
sustancias que aumentan la actividad del receptor GABA-A por ser agonistas en el
sistema nervioso central, como las benzodiacepinas, barbitdricos y esteroides
depresores, mejoran la sensibilidad aguda al etanol, asi como mejoran los sintomas de
abstinencia, mientras que los fArmacos que actian como antagonistas de GABA a nivel

de sus receptores GABAA, disminuyen muchas acciones agudas de etanol y reducen la
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preferencia al consumo del mismo.(96,98-100) Asi, en ratones knockout para algunas
subunidades del receptor GABA-A se evidencidé un menor consumo de alcohol, lo que
sugiere la importancia particular de los receptores GABA-A en los mecanismos de

refuerzo.(101,102)

El consumo cronico de alcohol puede a su vez producir diferentes adaptaciones
funcionales (plasticidad) en la expresion de los receptores GABA-A que hace que
disminuya la sensibilidad de los mismos al GABA, es decir, se produce una hipofuncién
de los mismos.(104) Estos cambios traen como consecuencia incrementos en la
excitabilidad del SNC cuando cesa el consumo de alcohol, propios de la abstinencia y
responsable de buena parte de las manifestaciones de este sindrome, y también pueden
contribuir a la incoordinacion motora y el deterioro cognitivo asociados al consumo de

etanol.(100,104)

Por otra parte existen unos segundos receptores, GABA-B que son receptores
metabotropicos transmembrana para el GABA y que actlan como segundos mensajeros
uniéndose a proteinas G. La activacion de este receptor conlleva a una inhibicion de los
canales calcio, con hiperpolarizacién de la membrana y una disminucion en la
excitabilidad neuronal. El etanol unido al GABA-B induce respuestas sinapticas que
podrian estar relacionadas con las alteraciones mentales y del rendimiento motor

presentes en individuos con intoxicaciones agudas.(61)

El sistema glutamatérgico

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia. Sus receptores se
dividen en dos grupos de acuerdo a su mecanismo de accién. Un primer grupo es el de
los receptores ionotrépicos del glutamato: NMDA (N-methyl-D-aspartic acid), AMPA
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(a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid) y kainato, estos ultimos
forman un canal i6nico que se activa una vez el glutamato se une al receptor. Un
segundo grupo lo constituyen los receptores metabotropicos del glutamato que de forma
indirecta activan canales idnicos en la membrana y posteriormente activan cascadas de
sefializacion por medio de proteinas G.(61) Este neurotransmisor tiene desempefia un

papel importante en el hipocampo y el aprendizaje.(105,106)

El efecto del etanol sobre el sistema glutaminérgico se establece principalmente
sobre la inhibicion de los receptores ionotrépicos del glutamato y dentro de estos, los
receptores NMDA son los mas sensibles a los efectos del etanol. Estos se componen de
4 subunidades que forman un canal catibnico cuya activacion conlleva una
hiperpolarizacion de la membrana al incrementar la permeabilidad para los iones sodio,
potasio y calcio. Estos receptores se regulan por fosforilacion mediante las tirosin-
kinasas.(107) Este canal esta habitualmente bloqueado por un ion Mg2+, lo que impide
el flujo intracelular de Ca2+, evitando asi, la potencial toxicidad intracelular que

generaria altas concentraciones de Ca2+ .(61)

El alcohol ejerce su accion antagénica sobre los receptores NMDA a altas
concentraciones, interfiriendo con la transmisién de glutamato en el hipocampo y con
ello la liberacién de otros neurotransmisores. Estos cambios pueden explicar los
blackouts o pérdidas de la memoria como efectos de la intoxicacion etilica, y que con el
consumo crénico pueden llevar a la perturbacion de la potenciacion, proceso asociado
con el aprendizaje y la memoria.(107) Como compensacion a esa accién inhibitoria, el
organismo produce una mayor cantidad de receptores NMDA, una de las adaptaciones

cerebrales durante el consumo cronico y excesivo de alcohol.(61)
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Durante los periodos de abstinencia agudos, dada la gran cantidad de receptores
NMDA acumulados, se produce un aumento de actividad glutamatérgica, sumado a la
baja capacidad inhibitoria de los receptores GABA-A, produciéndose una
hiperexcitacion que trae como consecuencias las crisis convulsivas, hipertension,
hiperactividad, confusion y alucinaciones propios del delirium tremens.(41) Ademas, el
aumento de flujo intracelular de calcio que se produce en los periodos de abstinencia
puede ser una de las causas de las pérdidas de memoria y de muerte neuronal que
conlleva a la demencia alcohdlica. EI empleo de antagonistas NMDA podria, por tanto,
evitar estos procesos aunque las indicaciones clinicas de su uso no estan claramente

establecidas. (61)

Los mecanismos bioquimicos por medio de los cuales el alcohol produce
alteraciones en estos receptores no son claros. Algunas hipotesis plantean la posible
relacién con la diminucidn del ion magnesio que se suele ver en los pacientes bebedores
cronicos, y que normalmente, se encuentra blogueando el receptor y la interferencia en

la fosforilacién y compartimentalizacién de este receptor. (107,108)

El sistema dopaminérgico

La dopamina hace parte del grupo de las catecolaminas, es derivado del
aminoéacido tirosina y esta estructuralmente relacionada con la norepinefrina. Produce
potenciales post-sinapticos inhibitorios. Es el principal neurotransmisor del circuito de
refuerzo de recompensa(50) y como tal esta implicado en procesos motrices, de la
conducta emocional y del aprendizaje y regula secreciones hormonales estrechamente
relacionadas con las sensaciones de placer.(41) El sistema dopaminico ejerce una

importante influencia sobre el circuito de refuerzo-recompensa del cerebro, como ya se
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explicd previamente e incluye: la via mesolimbica, la nigroestriatal y la
tuberoinfundibular.(22) Dentro de la via mesolimbica existen dos principales
proyecciones de dopamina en el cerebro. Una de estas vias se proyecta desde el area de
tecmento ventral al nucleo accumbens (principal estructura de regulacion central del
efecto de la recompensa) o estriado ventral, y que parece activarse directa o
indirectamente con la mayoria de las sustancias psicoactivas, y la otra es la via
dopaminérgica mesocortical, que se proyecta del area del tecmento ventral a regiones de
la corteza cerebral; estas dos proyecciones son las estructuras clave que modulan los
circuitos de refuerzo de recompensa.(50) La segunda via dopaminérgica principal se
conoce como la nigroestriada, que se proyecta de la sustancia negra, sitio donde
principalmente se produce la dopamina, al estriado, lugar de almacenaje de la misma.

(41,108) Existe una tercera via dopaminérgica, la tuberoinfundibular.(50)

La dopamina se une al receptor de dopamina (DRD) acoplado a proteina que
tiene dos subtipos principales de receptores: el tipo D1 (D1 y D5) y el tipo D2 (D2, D3
y D4). En la membrana, un transportador de dopamina impulsa la liberacién del
neurotransmisor desde el espacio extracelular hasta la neurona pre sinaptica
(recaptacion). Estudios de iméagenes en humanos han evidenciado que durante el
consumo agudo se produce un aumento de la liberacion de dopamina a nivel
estriatal.(109,110) Se ha visto en diferentes estudios en ratas, que la estimulacion de la
transmision dopaminérgica en el ncleo accumbens puede ser necesaria para obtener los
efectos gratificantes asociados con el alcohol a dosis bajas, pero no parece que sea clave
para otros aspectos que también hacen parte de las acciones reforzantes del alcohol,

como por ejemplo, el efecto ansiolitico.(109)
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Algunos estudios mostraron que la denervacion del nucleo accumbens en
animales, no interfirié con el consumo o mantenimiento de la respuesta de refuerzo del
alcohol.(111,112) Igualmente, la elevacion de los niveles de dopamina en el ndcleo
accumbens por un inhibidor de la recaptacion selectiva de dopamina, no mostro
alteraciones en la autoadministracion de alcohol.(114) De todo lo cual se puede deducir
que la autoadministracion de etanol no depende unicamente de la activacién del nucleo

accumbens por la dopamina;(108,114)

Durante el consumo cronico se ha hipotetizado que se produce un estado de
déficit de dopamina en el sistema de recompensa cerebral, lo que podria ser una de las
causas de deseo de consumo y de las recaidas del trastorno por uso de alcohol.(116—
118) Ademas, se ha visto una disminucion de la produccién de dopamina en el nucleo
accumbens en ratas y una disminucién de los receptores de dopamina D2 en dicho
nacleo, situaciones que se relacionan con comportamientos relacionados con la
busqueda del alcohol.(119-121) El déficit de transmision de dopamina en las regiones
mesolimbicas, como el estriado ventral, puede contribuir a la anhedonia y a la
disminucion de la sensibilidad a la recompensa en individuos dependientes del alcohol.
Ademas, en bebedores abstinentes de alto riesgo y en la dependencia del alcohol, las
sefiales que se asocian con el alcohol pueden activar el cuerpo estriado ventral
contribuyendo asi al riesgo de recaida.(55) El déficit a nivel de la corteza pre-frontal,

por otra parte, conllevaria alteraciones en el procesamiento ejecutivo.(122)

Con todo ello resulta logico plantear el efecto de farmacos sobre la via
dopaminérgica en el trastorno por uso de alcohol, pero la investigacion sobre el efecto

de los agonistas y antagonistas de los receptores de dopamina en este campo ha tenido
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resultados diversos. Algunos estudios mostraron que la inyeccion de d-anfetamina (un
agonista del receptor no especifico dopaminérgico) o quinpirole (un agonista especifico
del receptor D2/D3) en el area de nucleo accumbens puede aumentar  los
comportamientos de refuerzo relacionados con el alcohol.(38,49) Por otro lado, se ha
observado un menor consumo de alcohol en los animales a los que se les hicieron
modificaciones genéticas en sus receptores (knock out para los receptores D1 o

D2).(122,123)

El sistema opioide

Los principales opioides enddgenos son las encefalinas, la beta—endorfina, las
dinorfinas A y B y la nociceptina (u orfanina FQ). Estos péptidos actlan a través de
diferentes tipos de receptores: p, delta, k y el A respectivamente.(125) EIl sistema
opioide al ser influenciado por el alcohol participa en el control de la actividad
dopaminérgica a nivel del sistema mesolimbico, via de recompensa del cerebro. El
alcohol activa los circuitos locales opiaceos de encefalinas del area del tecmento ventral
por medio de los receptores W y estimula las neuronas alli presentes, ademas incrementa
las endorfinas en el ndcleo accumbens con lo que aumenta la liberacion de dopamina,
contribuyendo tanto a la sensacion de placer que produce el alcohol como al
establecimiento y consolidacion de los mecanismos de refuerzo del consumo. Sin
embargo, no todos los receptores de opioides tienen esta respuesta. Al estimularse los
receptores K con agonistas, se inhibe la activacion de neuronas dopaminérgicas. La
activacion agonista del receptor A, inhibe las neuronas dopaminérgicas del area del
tegmento ventral, disminuye la liberacién de dopamina en el nicleo accumbens e

impide la liberacion del GABA inducido por el etanol en la amigdala central.(125-127)
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La administracion de antagonistas opioides reduce la liberacion de dopamina en
el nacleo accumbens inducida por etanol y se ha observado que el genotipo Asn40Asp
del polimorfismo del gen OPRML parece estar relacionado con menos recaidas durante
el tratamiento con el antagonista opiaceo naltrexona que los sujetos con genotipo

Asn40Asn.(128)

El Sistema endocanabinoide

Los estudios publicados hasta ahora presentan fuertes evidencias sobre la
participacion del sistema endocanabinoide en la modulacion de la respuesta aguda al
etanol, el establecimiento de la tolerancia, dependencia, y la propension a la

recaida.(128,129)

Es un sistema al que pertenecen los neuromoduladores 2-araquidonil glicerol
(2-AG) y N-arachidonoylethanolamina (anandamida) derivados de lipidos que se
sintetizan en la membrana post-sindptica de la neurona y que ejercen su influencia en
los receptores cannabinoides (CB) ubicados en las membranas presinapticas; el receptor
de tipo 1 (CB1) acoplado a proteinas G y principal receptor del sistema
endocanabinoide, el receptor de tipo 2 (CB2) y el mas recientemente descrito, el

receptor huérfano GPR55. (23,38)

Los endocannabinoides son mensajeros quimicos que median la sefializacion de
forma retrograda en los tejidos neuronales, uniéndose a receptores cannabinoides tipo 1
(CB1) de la neurona presinaptica, lo que a su vez causa un bloqueo en la liberacién de
neurotransmisores como el glutamato o el GABA. Los endocannabinoides interfieren de
esta forma en el sistema de recompensa del etanol, el consumo y los procesos de
abstinencia, asi como en los mecanismos subyacentes a la recaida.(23, 28)
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El CBL1 esta incrementado en areas implicadas en la memoria y aprendizaje
(corteza, hipocampo), el control de la actividad motora (ganglios basales, cerebelo), en
las emociones (amigdala), la percepcion sensorial (tdlamo) y diversas funciones
autonomas y endocrinas (hipotalamo, médula). CB1 contribuye a las propiedades de
motivacion y de refuerzo de etanol gracias a la liberacion de endocannabinoides en el
tecmento ventral anterior, que a su vez activa las neuronas dopaminérgicas.(38) El
decremento en la liberacion del GABA mediado por receptores CB1 produce una

desinhibicion de las neuronas dopaminérgicas.(23)

La ingesta aguda del etanol inhibe las neuronas del hipocampo por reduccién en
la liberacién de glutamato mediada por la liberacion de endocannabinoides. Si esto se
extiende a las neuronas corticales entonces se esperaria que los endocannabinoides
liberados por el consumo agudo de etanol redujeran también la respuesta cortical,
produciendo un sinergismo con la actividad incrementada de la via dopaminergica
mesolimbica.(23) De hecho, el consumo crénico de etanol conlleva a fenomenos de
tolerancia debido a una mayor liberacién de determinados endocannabinoides y una
reduccion en la expresion de CB1. La hiperexcitabilidad asociada durante la fase inicial
de la abstinencia resulta en un aumento de la liberacion endocannabinoides y en una

reduccién concomitantes en la expresion de CB1.(23)

El receptor CB2, en cambio, muestra una distribucion mas acotada que el
receptor CB1 y parece estar implicado en la modulacion de la respuesta inmune por el

sistema endocannabinoide.

Los opioides enddgenos podrian estar implicados en la activaciéon del sistema

cannabinoide cerebral y el incremento en el consumo de alcohol. La activacion de los
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receptores cannabinoides estimula la liberacion de opioides endégenos y a su vez , un
incremento en el consumo de alcohol, situacion que puede ayudar a los mecanismos de
condicionamiento.(38) Por otro lado se ha visto que la sefializacion endocannabinoide
deficiente en la amigdala central contribuye al comportamiento similar a la ansiedad

relacionado con la dependencia y el consumo excesivo de alcohol(130)

Los agonistas del receptor CB1, inducen un incremento del consumo de alcohol
en las ratas de laboratorio.(131) El rimonabant, antagonista del receptor canabinoide
CB1, bloguea la capacidad del alcohol para inducir liberacién de dopamina en el nucleo
accumbens produciendo una disminucién del consumo de alcohol en los animales
adiestrados para beber alcohol, ademas, bloquea la capacidad de los estimulos
condicionados para producir recaidas y su consumo no genera sintomas de abstinencia

del alcohol.(23,131-133).

El sistema serotoninérgico

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) esta implicada en las acciones
agudas y crénicas del consumo de alcohol y quizds en el desarrollo y en el
mantenimiento de la dependencia.(41) Es un neurotransmisor que esta implicado en
varias funciones cerebrales como la regulacién de estados afectivos, del suefio,
aprendizaje, memoria y también se encuentra involucrado en las adicciones. Las vias
serotoninérgicas se originan en los nucleos del rafe (fuente principal de serotonina en el
cerebro), situados en el tallo cerebral y se proyectan a numerosas areas corticales y
subcorticales del cerebro donde hacen sinapsis con células dopaminérgicas, por lo que
este sistema parece implicado en los efectos de recompensa del alcohol.(61) La

neurotransmision serotonérgica y su receptor ionotropico 5-HT3, situado en las
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terminales dopaminérgicas del nucleo acumbens, modulan la liberacion de dopamina en

dicho nucleo.(135)

El alcohol facilita la transmision serotoninérgica debido a que es capaz de
potenciar a los agonistas que se unen a los receptores 5-HT3. Después del consumo
agudo de alcohol aumentan los niveles extracelulares de serotonina en el ndcleo
accumbens, la corteza frontal, y el hipocampo ventral.(136) Con el consumo crénico se
presenta un déficit en el liquido cefalorraquideo del principal metabolito de la
serotonina, el &cido 5-hidroxi-indol-acético, asi como una disminucion en la
disponibilidad de los transportadores de serotonina en el cerebro visto por
SPECT,(41,134) y una disminucién de los mismos en el nicleo caudado en estudios
postmortem.(61) Todos estos déficits pueden representar un riesgo para desarrollar un

consumo anormal de alcohol y con ello dependencia. (135)

En estudios con animales de laboratorio, el aumento de los niveles de serotonina
conlleva un descenso del consumo de alcohol. Asi, el bloqueo del receptor 5-HT2
disminuyd el consumo de alcohol en los ratones; por otro lado, el bloqueo del receptor
5-HT3 con medicamentos como el ondansetrén impide de forma selectiva tanto la
liberacion de dopamina inducida por el etanol en el ndcleo accumbens como la
liberacion somatodentritica de dopamina en el tecmento ventral anterior, llevando a una
disminucion subjetiva de los efectos placenteros del alcohol y a una disminucién de su
consumo en ratas.(138) Asi mismo, estudios han demostrado que la deficiencia
congénita de 5-HT conduce a un mayor consumo de etanol y una disminucién de la
sensibilidad a los efectos sedantes del mismo.(139) Estudios en humanos han

evidenciado que medicamentos como el ondansetrén y los inhibidores selectivos de la
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recaptacion de la serotonina (ISRS) son Utiles en alcohdlicos segun el momento del
inicio del consumo (temprano o tardio) y segun algunos patrones fenotipicos y

genotipicos. (135,136-137)

El sistema noradrenérgico
La norepinefrina es una catecolamina derivada de la tirosina. Las neuronas
sintetizadoras se localizan en el locus ceruleo y se proyectan a todas las regiones del

cerebro. La norepinefrina esta implicada en las reacciones de estrés y excitacion.(53)

Existe un incremento en la transmisién noradrenérgica con dosis bajas de etanol,
mientras que con dosis elevadas se ha visto una disminucion de la misma.(61) En
pacientes con sindrome de abstinencia los niveles de noradrenalina se incrementan en
plasma y liquido cefalorraquideo debido a la sobre estimulacion de las neuronas
noradrenérgicas al aumentarse la transmisién de glutamato y al perderse la
autorregulacion noradrenérgica por la disminucion de la funcion de su receptor a2.

(60,126)

La corticotropina

El factor liberador de corticotropina (FLC) juega un papel importante en el
desarrollo de las recaidas dado que durante los periodos de abstinencia se producen
respuestas de estrés y ansiedad, observandose niveles extracelulares de FLC en el
nucleo central de la amigdala.(138,139) Se cree que el sistema de respuesta al estrés
cerebral se activa por la ingesta excesiva de drogas como el alcohol, se sensibiliza
durante los periodos de abstinencia, persistiendo durante la abstinencia prolongada,

contribuyendo a la recaida inducida por el estrés que genera. (144)
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En estudios realizados en ratas que preferian consumir alcohol, se evidencia un
aumento en la liberacion de corticotropina en estados donde experimentaban mayor
ansiedad. Para mejorar los sintomas de ansiedad las ratas consumian repetidamente
alcohol. (126,139,140)

FACTORES GENETICOS RELACIONADOS CON EL CONSUMO DE
ALCOHOL

Los estudios realizados en familias que consumen alcohol muestran una relacion
de la genética con la dependencia del alcohol en torno al 55%, observandose que los
hijos de padres dependientes tenian el doble de riesgo de padecerla por encima de otra
patologia psiquiatrica.(146) Los estudios realizados en hijos gemelos de familias
consumidoras, sefialan que la herencia en la dependencia alcohdlica puede estar en el

rango de 50-65% en ambos sexos.(147)

Multiples genes se han visto implicados en el desarrollo de la dependencia
alcoholica no explicada por una herencia de tipo mendeliana sino por diversas y
complejas interacciones entre los genes y el ambiente. (95) Para la bldsqueda de los
genes implicados en la dependencia del alcohol se ha contado el analisis de estudios
geneéticos de asociacion de polimorfismos y otras dos estrategias principales, por un
lado, la realizacion de estudios de asociacion genomica ampliada (GWAS del inglés
genome-wide association studies) y por otro lado el abordaje mediante analisis de

ligamiento genético.

Un polimorfismo genético es una variante del genoma originado por una
mutacion puntual, que se ha transmitido a la descendencia y que llega a adquirir una

frecuencia superior al 1% en la poblacion general tras varias generaciones. El
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polimorfismo mas frecuente es el denominado polimorfismo de Unico nucleo6tido (SNP,
single nucleotide polymorphism), en el que la mutacidn afecta a un solo nucleétido de la
secuencia de ADN.(148) EI anélisis de genes candidatos mediante estudios genéticos
de asociacion se ha realizado ampliamente en la dependencia alcoholica y lo
detallaremos posteriormente con especial énfasis en los polimorfismos de mayor interés

en nuestro trabajo.

Estudios de asociacion genémica ampliada

En estos estudios, se hace un analisis de todo el genoma de los individuos no
emparentados que padecen la enfermedad de interés para identificar variantes genéticas
comunes que expresen esa caracteristica que se estudia. Se utilizan tecnologias de
genotipado que analizan cientos de miles de polimorfismos. Con este tipo de analisis no
se necesita tener una hipotesis de trabajo para iniciar la investigacion, como si se
requiere en los estudios genéticos de asociacion de polimorfismos o variantes genéticas

concretas. (149-151)

Varios estudios publicados hasta la fecha se basan en los resultados de
importantes estudios de asociacion de genoma ampliado reconocidos en la literatura y
que intentan encontrar la relacién de la genética con la dependencia alcohodlica.(151—
153) Uno de los estudios mas reconocidos es el estudio Colaborativo sobre la Genética
del Alcoholismo (COGA), con un tamafio muestral de 2322 pacientes e iniciado en
1989 a través del National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA). Es un
estudio genético multicéntrico donde se estudiaron familias con problemas de alcohol;
su principal objetivo era identificar los genes que podrian contribuir a un aumento de la

susceptibilidad por el consumo de alcohol y la relacion con los diferentes fenotipos.
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Demostrd asociaciones altamente significativas entre la dependencia del alcohol y

maultiples polimorfismos. (147,149)

Otro estudio colaborativo internacional, SAGE (The Study of Addiction Genetics
and Environment), realizado por The National Human Genome Research Institute
identificd en 2593 pacientes factores genéticos que contribuyen a la adiccion a traves de
un estudio de asociacion (casos y controles) del genoma en poblacién europea —
americana y africana. Los casos incluidos eran pacientes dependientes de alcohol segln
los criterios del DSM-1V.(151) Otro gran estudio fue realizado sobre el registro
Australiano de Gemelos (OZ-ALC cohort) donde se analizaron a 8754 individuos, de los
cuales 2062 eran dependientes del alcohol. Este estudio permitié concluir que existian
cientos de variantes genéticas que a través de contribuciones modestas, estarian
involucradas en el riesgo de consumo excesivo de alcohol.(153) En los Gltimos afios se
han publicado otros estudios de genoma ampliado y la bldsqueda de asociaciones con

dependencia alcohdlica.(155-157)

Los genes y polimorfismos que se han identificado en mayor medida en estos
estudios corresponden a las enzimas que metabolizan el alcohol: aldehido
deshidrogenasa-2 (ALDH2) y alcohol deshidrogenasa 1B (ADH1B); ademas, otros
polimorfismos implicados en la transmision neural de genes relacionados con la
dependencia alcohdlica se describen en los receptores de la dopamina, GABA, sistema

glutamatérgico serotonina, entre otros.(146-148,153)

Analisis de ligamiento
Este tipo de estudios examinan la heredabilidad entre individuos emparentados.
Los genes que tienen mas probabilidad de heredarse juntos, son aquellos que se
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encuentran muy cerca el uno del otro, en uno de los cromosomas de uno de los
progenitores, debido al reordenamiento que ocurre durante el proceso de recombinacion.
Este tipo de analisis se realiza con el objetivo de identificar la ubicacion de los genes de
interés para la enfermedad. Se rastrea el genoma de los individuos procedentes de al
menos dos generaciones de familias afectadas por el alcoholismo mediante marcadores
genéticos polimorficos o micro satélites, intentando definir zonas compartidas por los
individuos afectos. Al identificar las zonas se pueden encontrar cientos de genes y
polimorfismos candidatos, por lo que dentro del andlisis se suele tener en cuenta
aquellos relacionados con la fisiologia y bioquimica de la enfermedad o su vinculacién
con el tratamiento de la patologia. Ademas, para poder identificar mas claramente
aquellos que realmente pueden ser responsables se suelen emplear estudios de
asociacion. El genotipado de los polimorfismos candidatos se realiza también en los
genes de individuos control. A través de estudios de casos y controles se compara la
frecuencia de los alelos en los dos grupos lo que permitira dilucidar si ese polimorfismo

en particular se encuentra relacionado con la patogénesis de la enfermedad. (94,154)

Una vez localizadas estas zonas (locis), se buscan los genes que tienen mayor
probabilidad de estar implicados en la enfermedad para posteriormente realizar un
analisis mas exhaustivo mediante la secuenciacion para la busqueda de mutaciones y/o
genotipado de polimorfismos.(142,155,156) Un ejemplo de ello, es que con este tipo de
analisis se han descubierto locis en los cromosomas 1, 4 y 7. En el cromosoma 4,
localizado en 4p, se ha situado al gen del receptor GABA-A y en la region 4q se

encuentra el gen del alcohol deshidrogenasa. (84, 88-90,154)
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Dada la complejidad de la patologia del alcohol y de los mecanismos genéticos
implicados en el mismo, a continuacion se hara un breve resumen de los genes
candidatos y sus polimorfismos que han motivado la realizacion de este trabajo de

investigacion.

POLIMORFISMOS GENETICOS Y DEPENDENCIA ALCOHOLICA
Polimorfismos del gen que codifica para el BDNF

El gen BDNF contiene 10 exones 5’ no codificantes y un exén codificante. Dos
polimorfismos del BDNF se han implicado en el desarrollo de la adiccion al alcohol: la
variante rs6265 (Val66Met) y el polimorfismo rs28383487 (C281A), situado antes del

sitio de inicio de la traduccion.

-Polimorfismo rs6265 (Val66Met o 196G>A): se produce una sustitucion no
sindnima en la posicion 196 y un cambio en la secuencia proteica de Val a Met en el
codon 66. Esta sustitucion parece disminuir significativamente la produccion y
secrecion de BDNF y también alterar la union a su receptor TrkB.(65,76,160,161) Se ha
observado su papel en el abuso de sustancias asi como un amplio rango de trastornos
psiquiatricos, déficits cognitivos y de comportamiento relacionado con la
ansiedad.(167-170) EI BDNF ejerce su influencia en la corteza media prefrontal,
striatum, hipocampo y en el ndcleo central y medial de la amigdala; como ya se ha
sefialado, cuando los niveles descienden, aumenta el consumo de alcohol.(61,71,76) Se
ha implicado en cambios de la anatomia prefrontal e hipocampal y en su funcion.(171-
173) Existen estudios con resultados contradictorios sobre la asociacion de este SNP

con la dependencia o abuso del alcohol.(169,170)
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-Polimorfismo rs28383487 (C281A): este polimorfismo conduce a la reduccion
de la actividad promotora en las neuronas del hipocampo in vitro. Se ha estudiado en el
contexto de trastornos de ansiedad(176) y en esquizofrenia paranoide donde parece que
puede haber asociacion en ciertas poblaciones.(177) No hay investigaciones hasta la

fecha en el alcohol.

Polimorfismos del gen que codifica el NPY
Dentro de las variantes genéticas del gen que codifica para este neuropéptido, en

este trabajo nos centraremos en:

-Polimorfismo rs16139 (Leu7Pro o 1128T>C): este polimorfismo afecta el
procesamiento intracelular del pre-pro NPY y por ende la liberacién de la forma madura
de NPY.(178) EIl alelo menor se encuentra presente en un 6-15% de poblacién
caucasica y parece ausente en poblacion oriental. Ha sido estudiado previamente por su
asociacion con el consumo de alcohol, la dependencia y los sintomas de
abstinencia;(88,174,175) Sin embargo, los resultados han sido
inconsistentes,(173,176,177) aunque algunos estudios han encontrado que el alelo C es

mas frecuente en las personas dependientes del alcohol que en los controles.(88,174)

-Polimorfismo rs5573 (1258 G>A), fusionado con el rs9785023: este
polimorfismo se ha estudiado muy poco en relacion con los trastornos por uso de
alcohol, pero se ha visto relacién con la dependencia del alcohol e incremento en la
ingesta del mismo en algunos estudios.(178,179) Hasta la fecha se desconoce el papel

funcional que pudiera tener en la génesis de la dependencia alcohdlica.
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Polimorfismos de los genes que codifican para los receptores GABA-A (GABRA):

Estudios genéticos y farmacologicos tanto en humanos como en animales han
puesto en evidencia la posible relacion que puede haber entre receptores GABA-A y el
alcoholismo, dado su papel ya indicado en el desarrollo de tolerancia, dependencia y
sintomas de abstinencia.(103,180-186) Los receptores GABA-A, como se ha
mencionado, actdan en respuesta al GABA vy otros agonistas e influyen en multiples

procesos cerebrales. (189)

Gen que codifica para la subunidad al del receptor GABA-A (GABRAL).

El gen GABRA1 forma parte de un clister de genes ubicados en la region 5934.
En combinacién con otros genes (GABRB2, GABRG2), codifican el mayor subtipo de
receptores presentes en el SNC, los al. Su alteracion est4 ligada a patologias como la
dependencia del alcohol, la epilepsia o el estrés.(96,187,188) Asi mismo, la exposicion
al etanol también causa una disminucion de la transcripcion de la subunidad a1, proceso

en el que se cree que influyen, factores genéticos y epigenéticos.(100,189)

No es extrafio por tanto que se haya investigado la variabilidad genética del
GABRAL para valorar su implicacion en la dependencia alcohdlica. Asi, los datos
extraidos del estudio COGA, teniendo en cuenta los sintomas de dependencia incluidos
en el DSM-III-R y los criterios de Feighner para la misma, encontraron asociacion
entre el gen GABRAL y diversos fenotipos como la dependencia del alcohol, historia de
blackouts, edad en la que se presentaba la primera embriaguez, y el nivel de respuesta al
alcohol. (195) Deleciones en subunidades de este gen pueden conllevar a la disminucion

de la accion del alcohol y otras drogas sedantes.(196) Por lo anterior merece la pena
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prestar atencion a distintos polimorfismos de este gen que pueden tener asociaciones

con la dependencia alcoholica.

-Polimorfismo rs2279020: se ha descrito su asociacion con el consumo de
anfetaminas(197), epilepsia(198) y crisis de ausencia.(199) Esta presente en la regién
intrénica y no conduce a un cambio de aminoacidos pero si puede estar relacionado con
la alteracion de la conformacion de proteinas maduras, al generar un splicing
alternativo.(198) Este polimorfismo se ha asociado con alcoholismo en poblacion
asiatica con un inicio del consumo a edades mas tempranas y formas graves del
alcoholismo.(183,184,195) Sin embargo, los resultados de otros estudios son

contradictorios. (194,196)

-Polimorfismo rs1037715: se ha asociado con la esquizofrenia(202) y, en un
menor numero de estudios, se ha encontrado asociacion con los niveles de respuesta al

alcohol.(195)

Gen que codifica para la subunidad a2 del GABA-A (GABRA2)

Varios rastreos hologendmicos (GWAS, de genome wide association study)
sefialan la relacion de la dependencia del alcohol con el brazo corto del cromosoma 4,
en una region que incluye un conjunto de subunidades del receptor GABA A.(146,159)
Al realizar un mapeo mas fino de esta region se encontraron numerosos polimorfismos
en el gen GABRA2 asociados con la dependencia del alcohol.(203-206) La subunidad
a2 es la principal subunidad alfa en la region limbica y se encuentra principalmente en

areas de sinapsis.(202,203)
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Por tanto, también GABRAZ2 ha sido ampliamente investigado por su papel en el
alcoholismo y la variacion en la conducta de consumo,(209) la sensibilidad al
alcohol,(210) y respuestas subjetivas como el rubor y los efectos ansioliticos de las
benzodiacepinas(211-213) entre otros fenotipos. También hay evidencia de su
asociacion con el comportamiento impulsivo(200,201) y el comportamiento agresivo
relacionado con la dependencia, secundario al desbalance entre la actividad excitatoria
glutamatérgica y la inhibicion GABAEérgica en el sistema limbico.(214-217) No se ha
establecido aun, como la subunidad a2 del receptor GABA-A interacciona con la
dependencia al alcohol, aunque algunos autores han especulado que se pueden presentar
alteraciones en el funcionamiento del receptor debido a cambios en la transcripcion o
traduccion del gen.(218) En adolescentes, la variacion genética en GABRA2 se ha
asociado con diferencias individuales en la activacion del nicleo accumbens durante la
anticipacion de incentivos, relacionado a su vez con los comportamientos de motivacién
especificos de la dopamina.(215). Entre los diferentes polimorfismos de este gen se

encuentran:

-Polimorfismo rs279858: es el polimorfismo mas ampliamente estudiado y el
gue mas evidencia tiene de relacion con la dependencia alcohdlica y con los diferentes
fenotipos y respuestas subjetivas relacionados con el consumo.(181,198,205,213-218)
Se encuentra ubicado al lado de una de las regiones importantes relacionadas con la
impulsividad y los problemas por el uso de alcohol a lo largo de la vida.(206) La
variabilidad en este polimorfismo se ha relacionado con cambios en los niveles de

RNAmM de GABRAZ2 en la corteza prefrontal en estudios realizados post mortem aungue
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sin encontrarse diferencias en la expresion proteica entre alcoholicos y controles

sanos.(218)

-Polimorfismo rs9291283: wvarios estudios en poblaciones europeas Yy
estadounidenses han encontrado asociacion del alelo C de este polimorfismo con la
dependencia alcohdlica.(199,219) Otros estudios en poblacion caucasica no han podido
verificar dicha asociacion(225) o incluso han encontrado alguna relacion pero a traves

de su alelo A.(226)

-Polimorfismo rs894269: pocos estudios han analizado este polimorfismo y su
asociacion con el alcoholismo. Los estudios iniciales en dependencia alcoholica no han

hallado asociacion.(203)

-Polimorfismo rs168697: no hay datos hasta la fecha de estudios en alcoholismo

en nuestro conocimiento.

Gen que codifica para la subunidad a6 del receptor GABA-A (GABRAG).

Este receptor se expresa selectivamente en las células granulosas del cerebelo y
las células de la coclea vestibular. Resulta de interés para nuestro trabajo porque hay
evidencia de que el cerebelo estd involucrado en funciones cognitivas como el
aprendizaje, la memoria, la resolucion de problemas y la atencion, asi como en procesos
patoldgicos, gracias a su conexion con areas del cerebro relacionadas con la cognicion y
el comportamiento. También se ha asociado con desordenes relacionados con la
ansiedad.(222,223) El alcohol produce cambios en la expresion de RNAm de las
subunidades a en el cerebelo observandose una regulacion al alza de la subunidad a6

del GABRA después de un consumo cronico de etanol, a diferencia de lo que ocurre con
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otras subunidades de este receptor en otras areas del cerebro que disminuyen tras la
exposicion cronica, trayendo como consecuencia la disminucién de la funcionalidad de
su receptor y fomentando asi los fendmenos relacionados con tolerancia y dependencia
fisica. Mutaciones en la subunidad a6 podrian regular la expresion basal del gen, asi
como su expresion en el cerebelo modulada por el alcohol,(103) incrementando la
sensibilidad al alcohol después de la exposicion cronica.(229) Dentro de los

polimorfismos en el gen GABRAG en el cromosoma 5¢ cabe mencionar:

-Polimorfismo rs3219151: se encuentra ubicado en la region no traducida 3’
UTR, pero se ha descrito que podria alterar la fosforilacion de la proteina y la actividad
de sitios de unién al microRNA, regulando la estabilidad del RNAmM vy su
traduccion.(194-225) EI microRNA tiene su papel en la expresion de los niveles del gen,
desarrollo cerebral, programacion epigenética y respuestas al estrés.(226,227) Ademas,
por estar cerca de una region codificante podria alterar la expresion del propio GABRAG
0 de genes adyacentes.(189) Estudios previos realizados en diversas poblaciones han
encontrado asociacion con la dependencia alcohélica. (96,183,184,195,228,229) a través
de su alelo T. Estos datos se han confirmado también en un meta-analisis. (199)
Ademas se ha asociado el genotipo TT con inicio mas temprano en el consumo, mayor

ingesta de alcohol al dia y mayor duracion de la dependencia del alcohol.(189)

-Polimorfismo rs1992647: se ha estudiado en relacién con trastornos depresivos
y desdrdenes relacionados con la ansiedad sin datos hasta la fecha de estudios realizados

con el consumo de alcohol o substancias de abuso.(222, 230)
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-Polimorfismo rs2197414: en combinacion con un haplotipo de este gen se ha
relacionado con el trastorno bipolar, pero no hay estudios previos con el
alcoholismo.(236)

Polimorfismos de los genes que codifican para los receptores dopaminérgicos
(DRD)

Dentro de las variantes geneticas del sistema dopaminérgico nos centraremos en

ciertos polimorfismos de los genes que codifican para los receptores D1 (DRD1), D2

(DRD2) y D3 (DRD3).

El receptor D1 se expresa ampliamente en el estriado, en la corteza cerebral y
en el bulbo olfatorio y es el principal punto de union de la dopamina en la corteza
prefrontal por lo que juega un importante papel en los procesos cognitivos y de trabajo
de memoria.(237) Ademas, puede modular los eventos mediados por el receptor D2 a
través de mecanismos sinérgicos entre D1 y D2 sensibles a la modulacién
glutamatérgica.(238) Esta implicado en los efectos locomotores de las drogas de abuso
y en los efectos de refuerzo y recompensa de las mismas. Una reduccion del receptor
D1 se asocia con una disminucion del consumo de alcohol en ratas knockout para este
gen (239) y su blogueo se ha asociado con una disminucién del comportamiento de
busqueda del mismo.(48,235) En estudios farmacoldgicos los resultados son
controvertidos pues tanto el estimulo como el bloqueo de este pueden disminuir el
consumo de alcohol en ratones. Cuando se administraron inyecciones locales de un
agonista del receptor D1 en el nacleo accumbens o en el nicleo de la estria terminal, no
se evidencid ningun efecto; sin embargo, la inyeccion de un antagonista en estas areas

redujo la autoadministracion de alcohol en los ratones.(49) También se ha observado
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gue menor expresion de este receptor en areas limbicas, caudado y putdmen, hace que
las ratas prefieran el consumo de alcohol, por lo que la ubicacion del receptor y su
susceptibilidad al alcohol podrian determinar el comportamiento frente al mismo.(49)
Pocos estudios genéticos se han llevado a cabo con este receptor debido a la ausencia de
un polimorfismo funcional identificable. Sin embargo, en algunos de ellos se han
encontrado modestas asociaciones con la dependencia alcohdlica y también se han
identificacion variantes genéticas que incrementan algunos scores de riesgo para rasgos

de personalidad desinhibida en pacientes con dependencia alcoholica. (241)

- Polimorfismo rs4867798: esta variante se ha implicado en la asociacion con el
déficit de atencion e hiperactividad. Se ha encontrado que el alelo C de este
polimorfismo se asocié de forma significativa con mayor riesgo de desarrollo de
alteraciones del comportamiento en los pacientes con enfermedad de Parkinson(242) e
hiperactividad.(242) Pocos estudios han evaluado el polimorfismo en dependencia

alcohdlica sin encontrar relacion significativa.(243)

El receptor D2: el RNAmM de este receptor es menos abundante en las areas
corticales pero tiene una expresion amplia en los cuerpos celulares dopaminérgicos de la
sustancia negra y area del tegmento ventral.(49) Este receptor se relaciona con la via
mesocortico- limbica, la cual esta principalmente distribuida en el nucleo estriado.(244)
Esta presente tanto como autorreceptor presinaptico como en el papel de receptor
postsinaptico. La activacién dopaminérgica de los autorreceptores presinapticos
disminuye la liberacion y sintesis de dopamina y aumenta la recaptacion de dopamina.
Se sabe que la escasa union al receptor D2 se asocia con aumento de los efectos de las

drogas de refuerzo siendo la intensidad de este refuerzo proporcional a la liberacién de
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dopamina.(245) Asi, el consumo cronico produce disminucion del D2 en el nacleo
estriado que puede predisponer a los procesos de adiccion. En estudios con ratas a las
que se les ensefid a auto-administrarse alcohol compulsivamente, se les aumento
artificialmente la densidad de receptores D2 observandose una diminucion llamativa del
consumo conforme los receptores iban aumentando y cuando los receptores volvian a
los valores basales, el consumo compulsivo volvia a presentarse; por tanto, parece que
en animales el aumento de este receptor protege contra la compulsion. (49) La
disminucion de los niveles de D2 en el estriado se asocia con una disminucion del
consumo de glucosa o una disminucion del funcionamiento de la corteza frontal,
principalmente el giro cingulado anterior dorsal y ventral (lo que genera conductas
impulsivas) y en la corteza orbitofrontal (generando conductas compulsivas). (49) Por
tanto, tras estas evidencias, la disminucién de D2 en el sistema limbico conlleva a una
mayor preferencia por consumo de alcohol.(50) Tras un periodo de abstinencia
prolongado, debido a la diminucién de la liberacion de dopamina, se ha observado una
disminucion de la expresion e hipofuncién de los D2 y de las vias dopaminérgicas , lo
que explicaria sintomas como la anhedonia y falta de motivacion que refieren los
sujetos durante la abstinencia prolongada;(54,241,242) ademas, esa disminucion de la
disponibilidad de receptores D2 se asocia con un aumento del deseo de consumir

alcohol (craving), conllevando a un mayor riesgo de recaida.

En estudios realizados con PET, tanto en humanos como en roedores, confirman
esa disminucion de estos receptores en el nucleo estriado en los abstinentes. Se ha visto
que los hijos de padres dependientes del alcohol y que no consumen alcohol tienen

aumentada la densidad del receptor D2 en el estriado en comparacion con los que no
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tienen antecedentes familiares de este trastorno, por lo cual los niveles mas altos de
estos receptores podrian proteger contra el desarrollo de la dependencia del

alcohol.(243-244)

-Polimorfismo rs6277 (957C>T): se produce un cambio del alelo C por el T lo
que genera una alteracion en la estabilidad, sintesis y el potencial de unién del RNAm
del gen.(245,246) Se ha relacionado con la funcionalidad del DRD2, la respuesta a la
dopamina, y la dependencia al alcohol y otras sustancias. Un estudio realizado en
maultiples familias caucésicas encontrd una asociaciéon del alelo T y la dependencia
alcohdlica, aunque no se pudo comprobar dicha asociacion en un estudio de casos y
controles.(252) Cuando se ha estudiado la funcionalidad de este polimorfismo mediante
imagenes por PET, se ha visto que los individuos que presentan el alelo C tenian menor
unién de la dopamina con su receptor D2 a nivel del estriado, en comparacién con los
controles que tenian el alelo T.(251) Sin embargo en estudios in vitro, se encontrd
asociado el alelo C con un aumento en la estabilidad del RNAm del DRD2 y en la
traduccion de proteinas.(250) La disminucion de la densidad de DRD2 a nivel
presinaptico asociado con el genotipo CC de rs6277 podria conllevar a una disminucion
de la actividad del autorreceptor, lo que resultaria en aumento de la transmision
dopaminérgica y el aumento de recompensa de las drogas.(253) Un reciente estudio

espafol no encontr6 asociacién con la dependencia alcoholica. (243)

-Polimorfismo rs1799978 (585 A>G), (-241A/G): se ha encontrado dentro de los
polimorfismos mas frecuentes para predecir la respuesta al tratamiento con metadona
en adictos a opioides.(254) Hasta la fecha no parece haber estudios efectuados en

alcoholismo.
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Polimorfismos del gen de la cinasa ankirina 1 (ANKK1, ankyrin repeat and kinase-
containing 1).

Este gen estd muy cercano al DRD2 (11g23.1) y codifica una enzima que
pertenece a la familia de las serina/treonina quinasas que parece relacionarse con vias de
transduccion de sefiales y tiene un papel en las conductas relacionadas con el consumo
de alcohol y el efecto reforzante.(255). Entre otras areas, ANKK1 se expresa en los
astrocitos y se ha asociado con la red de atencion ejecutiva en el giro cingulado anterior,

una region rica en dopamina del cerebro. (239,251)

-Polimorfismo rs1800497 (TaqlA, C>T): este polimorfismo se creyd
inicialmente que estaba en la regién promotora del DRD2 pero actualmente se localiza
dentro de la region codificante del ANKK1. Este polimorfismo parece que tiene su
papel en la regulacién del sistema de la recompensa, en desordenes del movimiento y
psicosis.(257) En estudios poblacionales, este polimorfismo se ha asociado con
incremento en la susceptibilidad para el desarrollo de adiccién, y concretamente se ha
asociado con la dependencia alcohdlica principalmente a través de su alelo A1(T),(258—
260) sin embargo, algunos resultados son controvertidos.(256,257) El alelo T se ha
asociado con un decremento en la cantidad de receptor D2 en el ndcleo
estriado(258,259) y también, con un aumento de la actividad de la enzima L-aminoacido

aromatico descarboxilasa, enzima final en la sintesis de dopamina en el estriado.(265)

En cuanto a la relacion de este polimorfismo con el tratamiento del trastorno por
uso de alcohol, un estudio farmacogenético encontré una disminucion del deseo y
ansiedad por el consumo de alcohol al suministrarse bromocriptina, un agonista pre-

sinaptico del receptor D2, a portadores del TaqlA. (266) La mejoria se observé sobre
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todo en aquellos portadores del alelo Al del polimorfismo TaglA. Estudios in vitro han
evidenciado de hecho un aumento en la expresion de ANKK1 en astrocitos tras contacto
con la apomorfina, agonista dopaminérgico.(267) Todo ello es consistente con que el
alelo TaqlA altera el funcionamiento de ANKK1, la expresion de DRD2 y la sintesis de

dopamina.(265)

El receptor D3: este receptor se expresa principalmente en el area limbica, en
las neuronas dopaminérgicas del ndcleo accumbens donde actia como auto-receptor
liberador y regulador de dopamina,(263,264) en la sustancia nigra, globo palido, talamo
e hipotadlamo.(270-272) Parece estar relacionado con los aspectos cognitivos,
motivacionales de los proceso de recompensa de la adiccién, craving vy
recaida.(268,269) También se considera un marcador de adiccion junto con los

receptores D2 al estar disminuido en el cuerpo estriado. (272)

Polimorfismos del gen que codifica para este receptor se han asociado con el
tabaquismo,(270,271) las ansias por el consumo de alcohol(274) y el trastorno
depresivo mayor.(272) Estudios en laboratorio han reportado que su blogueo reduce la
recaida tras la presencia de sefiales condicionadas del alcohol.(273) Sin embargo, no
esta del todo claro su papel con el alcoholismo debido a que otros estudios no han

podido confirmar su asociacion con el consumo excesivo de alcohol. (238,272,273)

-Polimorfismo rs6280 (Ser9Gly, 25C>T): produce la sustitucién de una serina
por una glicina lo que parece genera auto-receptores D3 con una mayor afinidad por la
dopamina y una sefializacién intracelular mas robusta.(272) Se sabe que el alelo T (Gly)
altera la afinidad de unién a la dopamina y puede, hasta cierto punto, influir en la

funcion de este neurotransmisor.(279) Se ha estudiado su papel en varios trastornos
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psiquiatricos y en la funcion ejecutiva.(280-283) Estudios previos realizados en
poblacién coreana, caucasica, entre ellos espafiola, y en los indios, no han encontrado
asociacion con la dependencia alcohdlica.(238,255, 272,273,279) Un estudio coreano,
sin embargo, encontrd relacion de este polimorfismo con la dependencia alcohdlica en

individuos con fenotipo Lesch tipo 1.(285)
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OBJETIVOS
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Obijetivo general: verificar si los individuos poseedores de determinadas mutaciones en
genes que codifican proteinas esenciales en la neurobiologia del alcoholismo
presentaban asociacion con la dependencia del alcohol, en comparacion con individuos

con abuso de esta sustancia, pero sin dependencia, y con voluntarios sanos.

Obijetivos especificos:

1. Estudiar en una muestra de la poblacién 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 BDNF

e Polimorfismo rs6265

e Polimorfismo rs28383487

B. Polimorfismos del NPY

e Polimorfismo rs16139

Polimorfismo rs9785023 (rs5573)

C. Polimorfismos de los GABRA

e Polimorfismo rs1037715 del GABRA1
e Polimorfismo rs2279020 del GABRA1

e Polimorfismo rs168697 del GABRA2
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e Polimorfismo rs279858 del GABRA2

e Polimorfismo rs9291283 del GABRA2

e Polimorfismo rs894269 del GABRA2

e Polimorfismo rs3219151 del GABRAG

e Polimorfismo rs1992647 del GABRAG

e Polimorfismo rs2197414 del GABRAG

D. Polimorfismos de los DRD:

Polimorfismo rs4867798 del DRD1

e Polimorfismo rs6277 del DRD2
e Polimorfismo rs1799978 del DRD2
e Polimorfismo rs1800497 del ANKK1

e Polimorfismo rs6280 del DRD3

2. Comparar los resultados con los obtenidos en estudios previos sobre variantes
genéticas de dichos sistemas de neurotransmision en pacientes con abuso y dependencia

del alcohol.

69



70



MATERIAL Y METODOS
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PACIENTES

Se realiz6 un estudio de casos y controles, en el que se incluyeron 300 pacientes
como casos, procedentes en su gran mayoria de la Unidad de Alcoholismo del Servicio
de Medicina Interna del Hospital Universitario de Salamanca o de la planta de
hospitalizacién de dicho Servicio y de algunos casos del hospital Virgen de la Concha
de Zamora y a su vez, referian un consumo de méas de 100 g de alcohol/dia durante un
periodo de, al menos, 10 afios. De ellos, 113 cumplian criterios de abuso de alcohol y
187 presentaban dependencia al consumo de alcohol, ambos trastornos definidos segun

la clasificacion DSM-1V.(16)

El grupo control estaba formado por 157 voluntarios sanos, con un consumo
inferior a 10 g de etanol/dia, sin antecedentes psiquiatricos personales ni familiares, ni
relacionados con el alcoholismo. Todos los pacientes y controles eran caucasicos y
originarios de la comunidad auténoma de Castilla y Ledn, asi como sus ascendientes
hasta el segundo grado. Ninguno de los individuos incluidos en el estudio, presentaba
consumo activo de otras drogas, a excepcién de nicotina. Se extrajo 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 aprobacion del Comité de Etica del Hospital Universitario de

Salamanca.

EXTRACCION Y TRATAMIENTO DEL ADN

Obtencidn de células mononucleadas de sangre periférica

En tubos de EDTA, se realizo la recogida de sangre periférica, lisandose las

células nucleadas mediante centrifugacion durante 15 min a 1500 rpm a 4 °© de
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temperatura. Tras el proceso, se consiguié la formacion de tres fases: la correspondiente
al plasma, la interfase que contiene las células nucleadas de la sangre y la fase
eritrocitaria. La interfase de células nucleadas se recuperé 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 tampon Fornace (0,25 M Sacarosa; 50 mM Tris-
HCI pH: 7,5; 25 mM KCI; 5 mM MgCI2) el cual proporciona la osmolaridad necesaria
para no romper los leucocitos. Posteriormente se precipitaron mediante centrifugacion a

1500 rpm durante 10 min.

Aislamiento del ADN total de alto peso molecular

El boton de células nucleadas de la sangre se re-suspendio en tampon Fornace a
una concentracion de 5x10° células/mL, con la adicion de EDTA 05 M pHS8
(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 pg/mL), para degradar las proteinas. Durante 8-16

h, la mezcla resultante se incubd en bafio a 55 °C

Purificacion del ADN

Una vez terminada la incubacion, se procedid a la extraccion y purificacién del
ADN. Para ellos, se afiadié al producto obtenido un volumen igual al suyo de la mezcla:
fenol+cloroformo+alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezclé y centrifugd durante 10 min
a 1800 rpm a 20 °C. La fase sobrenadante que contenia el ADN en solucién se recogio,
afiadiéndose un volumen de CIAA (cloroformo + alcohol isoamilico 24:1),
centrifugandose de nuevo con las mismas condiciones que en el paso previo. Se

recupero6 de nuevo la fase acuosa y se introdujo en un tubo con 2,5 volimenes de etanol
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absoluto frio, mezclandose por inversion hasta que aparecio ADN, ya que el etanol
absoluto hace que precipite. Se retird y mezclé en un tubo Eppendorf con 500 ul de
etanol, se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min y se decantd. Finalmente, se lavo el
ADN mediante la adicion de etanol al 70% y una nueva centrifugacion, y finalmente se

resuspendio en ddH20 estéril.

Amplificacion del ADN

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real se llevé a
cabo la amplificacion del ADN; con esta técnica, los procesos de amplificacion y
deteccidn se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de
ninguna accion posterior. Esta técnica se fundamenta en la adaptacién de un
termociclador a un lector de fluorescencia. Durante la amplificacion se puede medir la
cantidad de ADN sintetizado en todo momento, ya que es proporcional a la emisién de
fluorescencia producida en la reaccion, pudiendo asi registrarse la cinética del

proceso.(286)

Las sondas de hibridacion especificas, fueron los sistemas de deteccion por
fluorescencia que se utilizaron para llevar a cabo la discriminacion alélica de todos los
polimorfismos estudiados, TagMan MGB® (Applied Biosystems). Estas sondas son
oligonucledtidos que hibridan especificamente, marcados con un fluorocromo donador
en el extremo 5°, que emite fluorescencia al ser excitado, tras absorber energia y que al
volver al estado inicial, emite el exceso de energia en forma de fluorescencia y por otro
lado se tiene un aceptor o quencher en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia
liberada por el donador Yy la disipa en forma de calor. Se basa en la transferencia de

energia fluorescente mediante resonancia, conocida por las siglas FRET (del inglés
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fluorescence resonance energy transfer) entre las dos moléculas. Ambos fluorocromos
deben estar espacialmente proximos para que este proceso se lleve a cabo y el espectro

de emisidn del donador se ha de solapar con el espectro de absorcion del quencher.(286)

Mientras la sonda esta intacta y los fluorocromos estan cercanos, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Durante la
amplificacion del ADN, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. La ADN
polimerasa se desplaza a lo largo de la cadena en su accion de sintesis, y al toparse con
la sonda, mediante su actividad 5’exonucleasa, la hidroliza, liberando el fluorocromo
donador. La fluorescencia emitida por el donador es captada por el lector (figura 2), al
producirse la separacion de los fluorocromos. Los fluorocromos usados para la
discriminacion 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 estdn 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. Se utilizd el equipo StepOnePlus® (Applied
Biosystems®), que dispone de varios canales de lectura, permitiendo asi la utilizacion de
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, con la excepcion de las sondas especificas

utilizadas en cada uno de ellos.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de 10 pL, que

contenia 5 puL. del compuesto comercial TagMan® Universal PCR Master Mix No
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AmpErase® UNG, 0,25 puL de la sonda especifica para el polimorfismo estudiado,

4,25uL de agua estéril y 0,5 uL. del DNA.
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Polymerization Q = Quencher
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Figura 1. Mecanismo de una sonda TagMan.https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=45589825

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: desnaturalizacién: 95 °C; 15 segundos.

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

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

Los polimorfismos analizados en este estudio se han nombrado de acuerdo al
namero 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). Se hizo la
mencion también de su denominacién habitual en la literatura, la cual estd basada en la
posicion de la variante alélica en el gen con respecto al punto de inicio de la
transcripcion, siempre que estuviera disponible.

Polimorfismos del gen que codifica para el Factor neurotrépico derivado del
cerebro (BDNF)

Se han estudiado dos polimorfismos de este gen

-Polimorfismo rs6265 (Val66Met): localizado en la region 3'terminal del gen
BDNF, en la secuencia pro-BDNF 50, dando como resultado una sustitucion no
sindnima en la posicion 196 y un cambio en la secuencia proteica de Val a Met en el

coddn 66

-Polimorfismo rs28383487 (C281A): es una variacion que se produce en el

cromosoma 11 de un nucledtido C por uno A en la posicion +281.

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

exponen en la tabla 7.
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Tabla 7. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion del
polimorfismo del gen del BDNF

Polimorfismo rs6265

Referencia C_11592758 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC TCCTCATCCAACAGCTCTTCTATCA[CIGTGTTCGAAAGTGTCAGCCAATGAT

FAM TCCTCATCCAACAGCTCTTCTATCA[TIGTGTTCGAAAGTGTCAGCCAATGAT

Polimorfismo rs28383487

Referencia C_59752095 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CTTGTCAGGCTAGGGCGGGAAGACCIGICTGGGGAACTTGTTGCTTATCAGCG

FAM CTTGTCAGGCTAGGGCGGGAAGACC[TICTGGGGAACTTGTTGCTTATCAGCG

Polimorfismos del gen del Neuropéptido Y (NPY)

Se han estudiado dos polimorfismos de este gen

-Polimorfismo rs16139 (T1128C): se produce una sustitucién de un aminoéacido

de lisina por una prolina en el cromosoma 7 (Leu7Pro).
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-Polimorfismo rs9785023 (1258 G>A): se presenta tras una sustitucion de un

nucleotido A por uno G.

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

exponen en la tabla 8.

Tabla 8. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion del
polimorfismo del NPY

Polimorfismo rs16139

Referencia C_11164473 20

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CTGCAGATGCTAGGTAACAAGCGAC[CIGGGGCTGTCCGGACTGACCCTCGCC

FAM CTGCAGATGCTAGGTAACAAGCGACIT]IGGGGCTGTCCGGACTGACCCTCGCC

Polimorfismo rs9785023 (rs5573)

Referencia C_11164468 1 _

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CGGAGGACATGGCCAGATACTACTC[A]IGCGCTGCGACACTACATCAACCTCA

FAM CGGAGGACATGGCCAGATACTACTC[G]GCGCTGCGACACTACATCAACCTCA
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Polimorfismos de los genes de los receptores del sistema del acido gama amino
butirico A subunidad alfa (GABRA)

GABRA 1: se han estudiado dos polimorfismos de este gen.

-Polimorfismo rs1037715: es el resultado de la substitucion de un nucleé6tido C

por uno T en el gen GABRAL

-Polimorfismo rs2279020: resultado del cambio de un nucleétido A por uno G

en el intron 10 del cromosoma 5.

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

exponen en la siguiente tabla.

Tabla 9. Secuencias de las sondas VIC y FAM usadas para determinacion de los
polimorfismos del gen GABRAL

Polimorfismo rs1037715

Referencia C_1667770_10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CATTTTTCTTAAATTTGGATCACTT[CICTTCTTTTCAAATGACCTTAAAGAT

FAM CATTTTTCTTAAATTTGGATCACTT[TICTTCTTTTCAAATGACCTTAAAGAT

Polimorfismo rs2279020
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Referencia C_15966883 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC TTCCAGAAAAGGTAAATGCTTTAAT[AIGTCACTGTAGTACATCAATATTATG

FAM TTCCAGAAAAGGTAAATGCTTTAAT[GIGTCACTGTAGTACATCAATATTATG

GABRA 2: se han analizado 4 polimorfismos

-Polimorfismo rs168697: se produce tras una sustitucion de un nucleétido A por

uno G en el cromosoma 4 en la region 3'UTR

-Polimorfismo rs279858: se produce por el cambio de un nucleétido A por uno

G (K132K) ubicado en el cromosoma 4, locus p12 en el exon 4 del gen del GABRA2.

Polimorfismo rs9291283: es la variacion de un nucleétido A por uno G en el

cromosoma 4.

-Polimorfismo rs894269: es el resultado de la variacion de un nucleétido C por

uno T en el cromosoma 4, locus p12.

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

exponen en la tabla 10.
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Tabla 10. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion de los
polimorfismos del GABRA2

Polimorfismo rs168697

Referencia C_3099144 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC TGAAATGCATTTCATACCTACTAGC[A]GTCATGTACAATATATATATATACA

FAM TGAAATGCATTTCATACCTACTAGC[G]GTCATGTACAATATATATATATACA

Polimorfismo rs279858

Referencia C_2073557_1

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC TTGTCATATTATGAGCTACTGATTT[C]TTCCCATTGTGAAAAAAGGTATCTG

FAM TTGTCATATTATGAGCTACTGATTT[T]TTCCCATTGTGAAAAAAGGTATCTG

Polimorfismo rs9291283

Referencia C_8262290 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM
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VIC TTAGAGTTATATTAAATATAGTAAC[AIGGAGATTTGTTCCAAAGGAAATGTG

FAM TTAGAGTTATATTAAATATAGTAAC[GIGGAGATTTGTTCCAAAGGAAATGTG

Polimorfismo rs894269

Referencia C_8263129 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC ATATGTTACAACCTAAACAAACATT[CIGCTCTCTTATTTAGCTTGCTCTGTG

FAM ATATGTTACAACCTAAACAAACATT[T]GCTCTCTTATTTAGCTTGCTCTGTG

GABRA 6: se han estudiado 3 polimorfismos de este gen

-Polimorfismo rs1992647: se produce un cambio del alelo T por uno C. (A/G)

-Polimorfismo rs2197414: se produce un cambio del alelo C por uno G

-Polimorfismo rs3219151: se produce tras una sustitucion del nucle6tido C por

uno T en la regidon no traducida (no codificante) 3’UTR del cromosoma 5q

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

exponen en la tabla 11.
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Tabla 11. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion de los
polimorfismos del gen GABRAG

Polimorfismo rs1992647

Referencia C_11275607_10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CTCTGATGACACAAATCAGAGATGAJAITGGTAAACATTTCGATAGGAAAAAA

FAM CTCTGATGACACAAATCAGAGATGA[G]TGGTAAACATTTCGATAGGAAAAAA

Polimorfismo rs2197414

Referencia C_1703387_10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC CGAGGAACATTTTACTAAAGTTTGA[CITGGTTTTATTCTAGAGCAAGTTTTC

FAM CGAGGAACATTTTACTAAAGTTTGA[GITGGTTTTATTCTAGAGCAAGTTTTC

Polimorfismo rs3219151

Referencia C_11263956 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM
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VIC AATTGGAAATCTGTAACGCAGCTTC[CIGTAAGCATGTGTGGGCAAAAAAGCA

FAM AATTGGAAATCTGTAACGCAGCTTC[T]IGTAAGCATGTGTGGGCAAAAAAGCA

Polimorfismos de los genes de los receptores de dopamina (DRD)

DRD1.: se ha estudiado un polimorfismo en este gen:

-Polimorfismo rs4867798: se produce por una sustitucion del alelo C porun T
en el cromosoma 5, ubicado en la region 3'-UTR del gen DRD1 que parece afectar la
estabilidad del RNAm y consecuentemente la expresion del DRD1. Las secuencias de
las sondas VIC y FAM empleadas para este polimorfismo se exponen en la siguiente

tabla 12.

Tabla 12. Secuencias de las sondas VIC y FAM usados para el analisis del polimorfismo
del gen DRD1

Polimorfismo rs4867798

Referencia C_3199279 10

Secuencias de las sondas VIC/FAM:

VIC: TTGAACACAGTAGTAGCTATACTTT[CITTAAATTTTTCAAAATCTTTTCAGA

FAM: TTGAACACAGTAGTAGCTATACTTT[TITTAAATTTTTCAAAATCTTTTCAGA
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DRD2 y ANKK1: se han estudiado 3 polimorfismos para estos genes:
-Polimorfismo rs6277 (C957T): es el resultado del cambio del alelo T por un C

en la posicién +957 del cromosoma 11.

-Polimorfismo rs1799978: es el resultado del cambio de un alelo G por uno A en

el cromosoma 11 en la posicion -241 (-241A/G).

-Polimorfismo rs1800497 o TaglA es un polimorfismo que se encuentra dentro
de la region codificante de un gen vecino del DRD2, el ANKK1.Se produce la
sustitucion de un acido glutamico por lisina en la serina/treonina kinasa, con lo cual

puede afectar el sustrato de enlace al receptor D2.

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

exponen en la tabla 13.

Tabla 13. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion de los
polimorfismos del gen DRD2 y ANKK1

Polimorfismo rs6277

Referencia C_11339240 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC: TCTTCTCTGGTTTGGCGGGGCTGTC[A]IGGAGTGCTGTGGAGACCATGGTGGG

FAM: TCTTCTCTGGTTTGGCGGGGCTGTC[GIGGAGTGCTGTGGAGACCATGGTGGG
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Polimorfismo rs1799978

Referencia C_7486599 20

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC:GCGCTCCCACCCACACCCAGAGTAA[CIAAGCTGTGATTGCAGGCTGGGTCCT

FAM:GCGCTCCCACCCACACCCAGAGTAA[TIAAGCTGTGATTGCAGGCTGGGTCCT

Polimorfismo rs1800497

Referencia C_7486676 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC: CACAGCCATCCTCAAAGTGCTGGTC[AJAGGCAGGCGCCCAGCTGGACGTCCA

FAM: CACAGCCATCCTCAAAGTGCTGGTC[G]JAGGCAGGCGCCCAGCTGGACGTCCA

DRD3: se ha estudiado un polimorfismo

-Polimorfismo rs6280 (Ser9Gly) es una mutacion puntual en el cromosoma 3
que resulta en la sustitucion de una glicina por una serina en la posicion +9, en el

receptor extracelular N-terminal de dominio.
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Las secuencias de las sondas VIC y FAM empleadas en este polimorfismo se

expone en la tabla 14.

Tabla 14. Secuencias de la sondas VIC y FAM usadas para la determinacion del
polimorfismo del gen DRD3

Polimorfismo rs6280

Referencia C_949770 10

Secuencia de las sondas VIC/FAM

VIC GCCCCACAGGTGTAGTTCAGGTGGC[CIACTCAGCTGGCTCAGAGATGCCATA

FAM GCCCCACAGGTGTAGTTCAGGTGGC[T]ACTCAGCTGGCTCAGAGATGCCATA

METODOS ESTADISTICOS

Las variables cuantitativas se presentan como valor de la media (desviacion
estandar, DE), comparandose 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 %2, 0 con el test exacto de Fisher si las frecuencias esperadas

fueron menores a 5 en alguna casilla.

Analisis estadistico de cada polimorfismo

Se evalud en la muestra de controles, el principio de equilibrio de Hardy-

Weinberg por medio del test 2, para cada polimorfismo estudiado. (148) La asociacion
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entre cada polimorfismo y la presencia de enfermedad se estudié mediante el test de la
2, analizando la distribucion 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 utilizo el test exacto de Fisher si las
frecuencias esperadas en las tablas de 2x2 eran menores de 5. Se realiz6 el analisis entre
los grupos de alcohdlicos y controles y se compard también la distribucion de las
variantes genéticas estudiadas entre los alcohdlicos dependientes y los abusadores. En
los polimorfismos con una asociacién 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 hipétesis de trabajo es que cada genotipo
proporciona un riesgo diferente de padecer la enfermedad (a modo de ejemplo, para un
polimorfismo A>G, cada posible genotipo AA, AG y GG proporciona un riesgo
diferente). En el modelo dominante supone gue una unica copia del alelo es suficiente
para modificar el riesgo para padecer la enfermedad (homocigotos GG y heterocigotos
AG tendrian el mismo riesgo para el desarrollo de la enfermedad en un modelo
dominante para el alelo G). En un modelo de herencia recesivo supone que son
necesarias las dos copias de un alelo para modificar el riesgo (por lo que los genotipos
AA y AG tienen el mismo riesgo, diferente de GG, en un modelo recesivo para el alelo
G).(148) La dominancia de un alelo implica el caracter recesivo del otro. Este analisis se
realizd mediante un modelo de regresion logistica multivariante, introduciendo ademas

las posibles variables de confusion. Siguiendo el ejemplo anterior, en el modelo de
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herencia general los genotipos AA, AG y GG se codificaron para el analisis
multivariante creando dos variables indicadoras (dummy), utilizando el genotipo AA
como referencia. Para el modelo dominante para el alelo G, se agruparon los genotipos
AG y GG en una variable, comparandolas con la variable de referencia que contenia la
informacidn del genotipo AA. Para el modelo recesivo, se agruparon los genotipos AA
y AG en una variable, utilizandola como referencia para la comparacion con el genotipo

GG.

La comparacion entre los diferentes modelos se realiz6 mediante el criterio de
informacién de Akaike (AIC = 2*n° parametros — 2*In verosimilitud), cuya formula
incluye el ajuste del modelo (logaritmo de la verosimilitud) y el principio de parsimonia
(nimero 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 andlisis 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 significacion a se establecio en el 5%.

Célculo de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

En los polimorfismos estudiados pertenecientes al mismo gen se estimé tanto el
desequilibrio de ligamiento de los mismos como la frecuencia de los haplotipos y su
posible relacion con la enfermedad. El analisis de haplotipos se realiz6 mediante el
método de estimacidn de maxima verosimilitud utilizando el algoritmo de expectacion-
maximizacion,(287) 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
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expres6 mediante el coeficiente de Lewontin D’ (LD), 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-

populationgenetics/haploview)

Calculo de la potencia estadistica

El tamafio muestral de nuestro estudio (300 casos y 157 controles) nos permitio
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 version 3.1.2, 2014 (disponible en

http://biostat.mc.vanderbilt.edu/wiki/Main/PowerSampleSize).
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RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS
ESTUDIADOS EN NUESTRO TRABAJO

La edad media y desviacion estdndar (DE) del grupo de pacientes (n = 300) con
consumo excesivo de alcohol fue de 52,2 afios (DE= 12,46), y la del grupo de controles
(n=157) de 46,6 afios (DE = 19,56), siendo esta diferencia significativa (P = 0,002). A
su vez, también se hallé una diferencia significativa (P = 0,009) entre la edad de los
pacientes con historia de abuso de alcohol (55 afios, DE = 14,93), y la de los pacientes

dependientes (50,6 afios, DE = 10,52).

A continuacion se expondran los resultados del analisis realizado de los diferentes
polimorfismos en los pacientes, agrupados segin cada gen analizado. Es importante
mencionar que el nimero total de individuos genotipados puede variar ligeramente de
un polimorfismo a otro debido a que no se continud investigando el genotipado en

algunos de ellos después de no haberlo conseguido en tres ocasiones.

Polimorfismos del BDNF
Polimorfismo rs6265

Las frecuencias genotipicas obtenidas al analizar este polimorfismo se muestran en
la tabla 15. El alelo G fue el més frecuente en lo muestra estudiada, de acuerdo a lo
publicado en poblacion europea. (283,284). Como se observa en dicha tabla 15., la
distribucion de genotipos entre los pacientes alcoholicos y los controles sanos, fue
significativamente diferente (P= 0,018). La distribucion genotipica de los controles

cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg (y2= 3,44; P = 0,064).
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Tabla 15. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs6265 del gen BDNF

Grupo (%) Individuos Frecuencias genaotipicas (%)
GG AG AA
Total 457 275 (60,2%) 161 (35,2%) 21 (4,6%)
Alcohdlicos 3002 193 (64,3%) 92 (30,7%) 15 (5,0%)
- Abuso 113 78 (69,0%) 28 (24,8%) 7 (6,2%)
- Dependencia 187 115 (61,5%) 64 (34,2%) 8 (4,3%)
Controles 1572 82 (52,2%) 69 (43,9%) 6 (3,8%)

Alcohdlicos frente a controles (P = 0,018)

Esta diferencia se debe, como se aprecia en la tabla 16, a que la presencia del alelo
A (genotipos GA y AA combinados) fue significativamente mas frecuente en los
controles (47,8%) que en los individuos alcohdlicos (35,7%), OR = 0,61 (IC95%= 0,41
- 0,90). De igual manera, al comparar la presencia de este alelo A en el grupo de
abusadores (31,0%) frente a los controles (47,8%) se encontrd una mayor frecuencia en

este segundo grupo, P=0,006; OR= 0,49 (1C95%= 0,30-0,81).

La distribucion de frecuencias alélicas para el alelo A es diferente entre el grupo de
abusadores y controles con una tendencia a la significacién estadistica (18,58% frente a

25,80%), P= 0,045; OR= 0,66 (1C95%=0,43-0,99).
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Tabla 16. Distribucion de los alelos del polimorfismo rs6265 del gen BDNF

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
GG + GA GA+ AA Alelo G Alelo A
Total 457 436 (95,4%) 182 (39,8%) 711 (77,78%) 343 (22,21)
Alcohdlicos 300 285 (95,0%) 107 (35,7%)2 478 (79,66)b 122 (20,33)
Abuso 113 106 (93,8%) 35 (31,0%)° 184 (81,42) 42 (18,58)°
Dependencia 187 179 (95,7%) 72 (38,5%) 294 (78,61) 80 (21,39)
Controles 157 151 (96,2%) 75 (47,8%)2b 233 (74,20) 81 (25,80%)°

2 Portadores del alelo A en alcohélicos frente a controles: P=0,012; OR = 0,61 (1C95%=0,41-0,90).

b Portadores alelo A en alcoholicos abusadores frente a controles, P = 0,006. OR 0,49 (1C95%, 0,45-
0,81) ¢ Frecuencia alélica A en alcohdlicos abusadores frente a controles: P=0,049; OR=0.67
(1C95%=0,43-1,0).

En la tabla 17, se muestra el andlisis de regresion logistica ajustada por la edad de
los genotipos distribuidos segun los diferentes modelos de herencia. Los modelos
significativos fueron el modelo general y el dominante. Entre estos dos modelos, el
mejor ajuste se obtuvo para el modelo dominante, el cual presenta un menor criterio de
informacion de Akaike (548,024) comparado con el modelo general (548,246). Por
tanto, el modelo dominante es el que mejor explica nuestros resultados y nos indica que
la posesion del alelo A (genotipos AA y GA) conferia en nuestra poblacion una

OR=0,63 (1C95% = 0,42-0,94) para la presencia de alcoholismo (factor protector).
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Tabla 17. Andlisis de regresion logistica de los genotipos del polimorfismo rs6265 del
BDNF segun los distintos modelos de herencia del alelo G en alcohdlicos frente a controles.

Andlisis multivariante
Modelo para . Controles OR
ol alelo A Alcohdlicos (%) %) ajustadar IC 95% p
General
GG 193 (64,3%) 82 (52,5%) 1 Referencia
GA 92 (30,7%) 69 (43,9%) 0,58 0,38- 0,88 0,011
AA 15 (5,0%) 6 (3,8%) 1,13 0,42 — 3,05 0,813
Dominante
GG 193 (64,3%) 82 (52,5%) 1 Referencia
GA+AA 107 (35,7%) 75 (47,8%) 0,63 0,42-0,94 0,024
Recesivo
GG+GA 285 (95,0%) 151 (96,2%) 1 Referencia
AA 15 (5,0%) 6 (3,8%) 1,39 052-3,69 0,515

*OR ajustada por la edad
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Polimorfismo rs28383487

La distribucion genotipica de los controles no cumplié con el equilibrio de Hardy-

Weinberg. y2=23,87, P<0,001. En todo caso, el analisis realizado mostré los resultados

que se muestran en la Tabla 18, con diversos hallazgos significativos entre los grupos a

comparar.

Tabla 18. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs28383487 del gen BDNF

Grupo Individuos Frecuencias genotipicas (%) Frecuencias alélicas (%)
cC CA C A
Total 465 313 (67,31 ) 136 (29,25 %) 262 136
Alcohélicos 304 246 (80,92%)  49(16,12 %) 541(91, 7% 49(8,3%)
- Abuso 113> 97(8584%)  15(13,27%) 243(94,2%)° | 15 (5,8%)
- Dependencia 189¢ 149 (78,84%) 34 (17,99%) 332(90,7%)" 34 (9,3%)
Controles 161abc 67 (41,61%) 89 (55,28%) 223(71,5%)%e | 89(28,5%)

a. Alcoholicos frente a controles p<0,001; OR = 6,54 (1C95%=4,18-10,10).
b. Alcohélicos abusadores frente a controles p<0,001. OR 8,40(1C95%= 4,47-15,77)

c. Alcohdlicos dependientes frente a controles: p<0,001; OR=5,68 (1C95%=3,48-9,26

d. Frecuencia alélica C en alcohdlicos frente a controles: p<0,001; OR=4,41 (1C95%=3,00-6,45).

e. Frecuencia alélica C en alcohdlicos abusadores frente a controles: p<0,00; OR=6,45(3,64-11,49).

f. Frecuencia alélica C en alcoholicos dependientes frente a controles: p<0,001; OR=3,89 (1C95%2,54-

5,99)
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Polimorfismos del NPY

Polimorfismo rs16139

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en la tabla 19, sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos entre los diferentes
grupos. La distribucion genotipica de los controles cumplia el equilibrio de Hardy-

Weinberg (X? =0,14; P = 0,71).

La baja frecuencia del alelo menor C asi como el no encontrar genotipo CC se
corresponde con los resultados encontrados en otros estudios de poblacion con

ascendencia caucasica. (92,177,285)

Tabla 19. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs16139 del gen NPY

Grupo Individuos Frecuencias genotipicas (%) Frecuencias alélicas (%)
TT TC T c
Total 453 425 (93,8%) 28 (6,2%)

878(96,9) | 28(3,1)

Alcoholicos 296 277 (93,6%) 19 (6,4%) 573(96,8) 19(3,2)
- Abuso 114 107 (93,9%) 7(6,1%) 221(96,9) |  7(3.1)
-Dependencia 182 170 (93,4%) 12 (6,6%) 352(96,7) 12(3,3)

Controles 157 148 (94,3%) 9 (5,7%)

305(98,4) 9(2,9)
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Polimorfismo rs9785023 (rs5573) 1258 G>A

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 20 y 21. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos o alelos entre los

diferentes grupos estudiados. La frecuencia del alelo menor se correlaciona con lo

publicado en la literatura. (291) La distribucion genotipica de los controles de la

muestra cumplia con el equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=0,02; P = 0,88).

Tabla 20. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs9785023 (rs5573) del gen NPY.

Grupo Individuos Frecuencias genotipicas (%)
AA GA GG
Total 456 108 (23,7%) 219 (48,0%) 129 (28,3%)
Alcohdlicos 298 77 (25,8%) 140 (47,0%) 81 (27,2%)
- Abuso 114 25 (21,9%) 56 (49,1%) 33 (28,9%)
- Dependencia 184 52 (28,3%) 84 (45,7%) 48 (26,1%)
Controles 158 31 (19,6%) 79 (50,0%) 48 (30,4%)
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Tabla 21. Distribucion de los alelos del polimorfismo rs9785023 (rs5573) del gen NPY

Grupo Individuos Presencia alélica (%) Frecuencias alélicas (%)
GA+ GG GA+ AA Alelo A Alelo G
Total 456 348 (76,3%) 327 (71,7%) 435 (47,7%) 477 (52,3%)
Alcohélicos 298 221 (74,2%)a 217 (72,8%) 294 (49,3%) 302 (50,7%)
- Abuso 114 89 (78,1%)  81(71,1%) 106(47,0%) 122 (53,5%)
-Dependencia 184 132 (71,7%) 136 (73,9%) 188 (51,1%) 180 (48,9%)
Controles 158 127 (80,4%) 110 (69,6%) 141 (44,6%) 175 (55,4%)
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Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El calculo del desequilibrio de ligamiento analizado mediante el programa
Haploview, entre los polimorfismos del gen NPY se muestran en la figura 3; el
obtenido mediante el programa THESIAS estima un desequilibrio significativo entre

rs16139 y rs5573 (D’=-0.8, P <0,001).

rs16139
rsshy3

Block 1 {0 ki
1 2

Figura 2. Desequilibrio de ligamiento (LD) de los polimorfismos estudiados del gen NPY.
El nimero en el cuadrado rojo equivale a |D’|x 100

La tabla 22, muestra los haplotipos que se predicen mediante el algoritmo de
expectacion-maximizacion de THESIAS; se obtuvieron 4 haplotipos, tres 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 hallé ningln resultado
significativo para la asociacion entre los casos y los controles. En el analisis de

Haploview tampoco se encontré ningn haplotipo con relacion significativa con el

alcoholismo.
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Tabla 22. Andlisis de haplotipos en alcoholicos frente a controles para los polimorfismos

del gen NPY
Haplotipo Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo )
alcohdlicos controles (IC 95%)
AG 0,472 0,520 Referencia -
AA 0,490 0,438 1,22 (0,92 - 1,62) 0,16
GG 0,033 0,040 0,93 (0,36 — 2,39) 0,88
GA 0,005 0,002 NC
Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
abuso dependencia (1C 95%) P
AG 0,454 0,505 0,82 (0,59 — 1,16) 0,26
AA 0,503 0,464 Referencia -
GG 0,035 0,030 1,09 (0,38 — 3,10) 0,88
GA 0,008 0,0005 NC

NC: no calculado por tener frecuencias muy bajas

Polimorfismos del gen de los receptores GABA (GABRA)
Polimorfismos del gen GABRA 1
Polimorfismo rs1037715
Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 23 y 24. No se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos o alelos entre los

diferentes grupos estudiados.

La distribucién genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (¥ = 3,156; P = 0,076) y la frecuencia del alelo menor T se

correlaciona con lo publicado en la literatura. (292)

Tabla 23. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs1037715 del GABRA 1

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
cC CT TT
Total 443 294 (66,4%) 123 (27,8%) 26 (5,9%)
Alcohdlicos 290 190 (65,5%) 83 (28,6%) 17 (5,9%)
- Abuso 113 73 (64,6%) 33 (29,2%) 7 (6,2%)
- Dependencia 180 120 (66,7%) 50 (27,8%) 10 (5,6%)
Controles 150 101 (67,3%) 40 (26,7%) 9 (6,0%)
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Tabla 24. Distribucion de los alelos del polimorfismo rs1037715 del GABRA 1

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
CC+CT CT+TT Alelo C Alelo T
Total 443 417 (94,1%) 149 (33,6%) 711 (80,2%) 175 (19,8%)
Alcohdlicos 290 273 (94,1%) 100 (34,5%) 469 (80,9%) 117 (20,2%)
- Abuso 113 106 (93,8%)  40(35,4%) 179 (79,2%) 47 (20,8%)
-Dependencia 180 170 (94,4%) 60 (33,3%) 290 (80,6%) 70 (19,4%)
Controles 150 141 (94,0%) 49 (32,7%) 242 (80,7%) 58 (19,3%)

Polimorfismo rs2279020

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 25 y 26. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos o alelos entre los

diferentes grupos estudiados.
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La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X?=0,37; P = 0,544) y la frecuencia del alelo menor G se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(293)

Tabla 25. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2279020 del GABRA 1

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
AA AG GG
Total 457 163 (35,7%) 220 (48,1%) 74 (16,2%)
Alcohdlicos 294 107 (36,0%) 145 (48,8%) 45 (15,2%)
- Abuso 113 40 (35,4%) 50 (44,2%) 23 (20,4%)
- Dependencia 184 67 (36,4%) 95 (51,6%) 22 (12,0%)
Controles 160 56 (35,0%) 75 (46,9%) 29 (18,1%)

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El célculo del desequilibrio de ligamiento analizado mediante el programa
Haploview, entre los polimorfismos del gen GABRAL se muestran en la figura 4. y el
obtenido mediante el programa THESIAS estima un desequilibrio entre rs1037715 y

12279020 de D’= 0,84 (P <0,001).
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Tabla 26. Distribucion de los alelos del polimorfismo rs2279020 del GABRA1

Grupo (%)

Individuos

Presencia alélica

Frecuencias alélicas

AA + AG

AG+GG

Alelo A

Alelo G

Total

Alcohdlicos

- Abuso

- Dependencia

Controles

457

297

113

184

160

383 (83,8%)

252 (84,8%)

90 (79,6%)

162 (88,0%)a

131 (81,9%)

294 (64,3%)

190 (64,0%)

73 (64,6%)

117 (63,6%)

104 (65,0%)

546 (59,7%)

359 (60,4%)

130 (57,5%)

229 (62,2%)

187 (58,4%)

368 (40,3%)

235 (39,6%)

96 (42,5%)

139 (37,8%)

133 (41,6%)

rs1037715

rs2279020

1

Block 1 (0 kb

2

Figura 3 Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del gen GABRAL.L0s
numeros en los cuadrados equivalen a [D’| x 100 y la ausencia de valor indica
desequilibrio de ligamiento completo.
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Mediante el algoritmo de expectacion-maximizacion de THESIAS, se identificaron
4 haplotipos (Tabla 27), que presentaban frecuencias por encima del 1% en cada grupo.
Utilizando este mismo programa para analizar la asociacion de haplotipos, no se hallo
ningun resultado significativo para la asociacion entre los dos grupos. En el analisis
realizado con el programa Haploview para valorar dicha asociacion tampoco se

encontrd significacion estadistica.

Tabla 27. Resultados del analisis de haplotipos en alcohélicos frente a controles y en
dependencia frente a abuso para los polimorfismos del GABRA 1

] Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
Haplotipo . p
(alcohdlicos) (controles) (1C 95%)
CA 0,58 0,57 Referencia -
CG 0,21 0,22 0,94 (0,66 —1,33) 0,71
TA 0,02 0,02 1,18 (0,39 — 3,54) 0,77
TG 0,18 0,19 0,92 (0,65 —1,30) 0,64
) Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
Haplotipo . p
(dependencia) (abuso) (IC 95%)
CA 0,60 0,55 Referencia -
CG 0,20 0,24 0,77 (0,51 - 1,17) 0,23
TA 0,02 0,02 1,04 (0,28 — 3,80) 0,95
TG 0,18 0,19 0,88 (0,56 — 1,38) 0,57

Los polimorfismos dentro de cada haplotipo se presentan en el orden rs1037715 y rs2279020
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Polimorfismos del gen GABRA2

Polimorfismo rs279858

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 28 y 29. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos o alelos entre los

diferentes grupos estudiados.

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (#* 0,315; p = 0,575). La frecuencia de cada uno de los alelos es

similar a la descrita en poblacién caucésica. (294)

Tabla 28. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs279858) del GABRA2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
CcC CT TT
Total 443 88 (19.9%) 205 (46,3%) 150 (33,9%)
Alcohdlicos 294 63 (21,4%) 137 (46,6%) 94 (32,0%)
- Abuso 112 21 (18,8%) 57 (50,9%) 34 (30,4%)
- Dependencia 182 42 (23,1%) 80 (44,0%) 60 (33,0%)
Controles 149 25 (16,8%) 68 (45,6%) 56 (37,6%)
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Tabla 29. Distribucidon de los alelos del polimorfismo (rs279858) del GABRA2

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
CC+CT CT+TT Alelo C Alelo T
Total 443 293 (66,1%) 355(80,1%) 381 (43,0%) C 505 (57,0%)
Alcohdlicos 294 200 (68,0%) 231 (78,6%) 263 (44,7%) 325 (55,3%)
- Abuso 112 78 (69,6%) 91 (81,3%) 99 (44,2%) 125 (55,8%)

-Dependencia 182 122 (67,0%) 140 (76,9%) 164 (45,1%) 200 (27,5%)

Controles 149  93(62,4%) 124 (83,2%) 118 (39,6%) 180 (60,4%)

Polimorfismo rs168697

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en la tabla 30. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos entre los diferentes
grupos estudiados y solo se encontraron resultados para genotipos AA y AG pero no
para GG, lo cual se correlaciona con lo publicado en la literatura.(295) La distribucion
genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio de Hardy-Weinberg

(X? 0,142; P=0,706) y la frecuencia del alelo menor G.
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Tabla 30. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs168697) del GABRA2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%) Frecuencias
alélicas
AA AG A G

Total 446 413 (92,6%)  33(7,4%) 859(96,3%) 33(3,7%)
Alcohdlicos 295 271 (91,9%) 24 (8,1%) 566(95,9%) 24(4,1%)

- Abuso 112 103 (92,0%) 9(8,0%)  216(96,4%) 9(4,0%)

- Dependencia 183 168 (91,8%) 15(8,2%)  351(95,9%) 15(4,1%)
Controles 151 142 (94,0%) 9(6,0%)  293(97,0%) 9(3,0%)

Polimorfismo rs9291283

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 31 y 32. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos entre los diferentes

grupos estudiados.
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Tabla 31. Distribucién de los genotipos del polimorfismo (rs9291283) del GABRA2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
AA AG GG
Total 447 27 (6,0%) 172 (38,5%) 248 (55,5%)
Alcohélicos a 296 17 (5,7%) 117 (39,5%) 162 (54,7%)
- Abuso 113 5 (4,4%) 43 (38,1%) 65 (57,5%)
- Dependencia 183 12 (6,6%) 74 (40,4%) 97 (53,0%)
Controles 151 10 (6,6%) 55 (36,4%) 86 (57,0%)

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio

de Hardy-Weinberg (¥ 0,090; P = 0,765) y la frecuencia del alelo menor A se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(296)
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Tabla 32. Distribucién de los alelos del polimorfismo (rs9291283) del GABRA2

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
AA + AG AG+GG Alelo A Alelo G
Total 447 199 (44,5%) 420 (94,0%) 226 (25,3%) 668 (74,7%)
Alcohdlicos 296 134 (45,3%) 279 (94,3%) 151 (25,5%) 441 (74,5%)
- Abuso 113 48 (42,7%) 108 (95,6%) 53 (23,5%) 173 (76,5%)
-Dependencia 183 86 (47,0%) 171 (93,4%) 98 (26,8%) 268 (73,2%)
Controles 151 65 (43,0%) 141 (93,4%) 75 (24,8%) 227 (75,2%)

Polimorfismo rs894269

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 33 y 34. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la distribucion de los genotipos entre los diferentes

grupos estudiados.
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La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X2 3,703; P = 0,054) y la frecuencia del alelo menor T se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(297)

Tabla 33. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs894269) del gen GABRA2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
CcC CT TT
Total 444 296 (66,7%) 123 (27,7%) 25 (5,6%)
Alcohdlicos 293 193 (65,9%) 84 (28,7%) 16 (5,5%)
- Abuso 113 71 (62,8%) 33 (29,2%) 9 (8,0%)
- Dependencia 180 122 (67,8%) 51 (28,3%) 7 (3,9%)
Controles 151 103 (68,2%) 39 (25,8%) 9 (6,0%)
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Tabla 34. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs894269) del gen GABRA2

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
CC+CT CT+TT Alelo C AleloT
Total 444 419 (94,4%) 148 (33,3%) 715(80,5%) 173 (19,5%)
Alcohélicos 293 277 (94,5%) 100 (34,1%) 470 (80,2%) 116 (19,8%)
- Abuso 113 104 (92,0%) 42 (37,2%) 175 (77,4%) 51 (22,6%)
-Dependencia 180 173 (96,1%) 58 (32,2%) 295 (81,9%) 65 (18,1%)
Controles 151 142 (94,0%) 48 (31,8%) 245 (81,1%) 57 (18,9%)

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El célculo del desequilibrio de ligamiento analizado mediante el programa
Haploview, entre los polimorfismos del gen GABRAZ2, se muestran en la figura 5, y el
obtenido mediante el programa THESIAS se halla en la tabla 35., que estima un

desequilibrio significativo entre rs1686697 y rs894269 (D’= -0,14, P <0,001), entre
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rs279858 y 1s9291283 (D’= 0,62, P <0,001) y entre rs9291283 y rs894269 (D’= -0,92,

P <0,001).

rs 168697
rs279858
rs9291283
rs894269

Block 1 (0 kb
1 2

Figura 4 Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos indicados del GABRA 2.L.0s
numeros en los cuadrados equivalen a [D’| x 100 y la ausencia de valor indica
desequilibrio de ligamiento completo.

Tabla 35. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos localizados en el GABRA 2

rs1686697 rs279858 rs9291283 rs894269
rs1686697 -0,14 -0,38 0,42
rs279858 (P =0,376) 0,62 0,02
rs9291283 (P= 0,107) (P <0,001) -0,92
rs894269 (P <0,001) (P=0,682) (P <0,001)

Para cada par de polimorfismos, el valor D’ que refleja el grado de DL se indica por encima de la
diagonal de la tabla, mientras que el valor de “P” asociado figura en la parte inferior.

Mediante el algoritmo de expectacion-maximizacion de THESIAS, se identificaron

13 haplotipos (tabla 36.), de los cuales 8 presentaban una frecuencia superior al 1% en
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cada grupo. El haplotipo ATAC ( correspondiente a los polimorfismos rs168697,
rs279858, rs9291283, rs894269, 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 ATGC (OR 0,47 ; 1C95%=0,23 — 0,97; P=0,04). Al comparar este
hallazgo con lo calculado mediante el programa Haploview, en lo que se refiere a la
asociacion de este haplotipo con alcoholismo, no pudo demostrarse significacion

estadistica.

Tabla 36. Resultados del analisis de haplotipos en alcohélicos frente a controles y pacientes
con dependencia frente a aquellos con abuso para los polimorfismos del GABRA 2

Haplotipo Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
(alcohdlicos) (controles) (IC 95%)

ATGC 0,395 0,384 Referencia -

ACAC 0,208 0,165 1,30 (0,82 — 2,08) 0,27
ACGC 0,128 0,147 0,86 (0,54 — 1,34) 0,50
ATGT 0,085 0,099 0,83 (0,46 —1,48) 0,52
ACGT 0,090 0,065 1,32 (0,70 — 2,46) 0,39
ATAC 0,042 0,079 0,47 (0,23 -0,97) 0,04
GTGT 0,017 0,025 0,58 (0,18 — 1,83) 0,35
GTGC 0,012 0,010 1,19 (0,18 - 7,79) 0,85
GCAC 0,005 0,014 0,30 (0,04 - 2,38) 0,25
GCGT 0,009 0,005 1,96 (0,20- 19,64) 0,57
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GCGC 0,005 0,003 1,21 (0,04- 41,31) 0,92
ACAT 0,003 0,002 NC 0,99
ATAT 0,0005 0,004 NC

Haplotipo Frecuencif';l Frecuencia OR del haplotipo "

(dependencia) (abuso) (IC 95%)

ATGC 0,394 0,399 Referencia -
ACAC 0,209 0,203 1,04 (0,64 — 1,70) 0,86
ACGC 0,131 0,123 1,08 (0,60 — 1,94) 0,79
ATGT 0,067 0,114 0,83 (0,46 —1,48) 0,52
ACGT 0,091 0,088 0,61 (0,29 — 1,26) 0,18
ATAC 0,053 0,024 2,41 (0,74 - 7,79) 0,14
GTGT 0,021 0,008 0,59 (0,31 - 21,67) 0,38
GTGC 0,013 0,012 1,17 (0,15 - 9,00) 0,88
GCAC 0,003 0,008 NC
GCGT 0,005 0,016 NC
GCGC 0,006 0,004 NC
ACAT 0,006 0,002 NC

Los polimorfismos dentro de cada haplotipo se presentan en el orden rs168697, rs279858,
rs9291283, rs894269. NC: no calculado
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Polimorfismos del gen GABRAG

Polimorfismo rs2197414

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 37 y 38. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos y alelos entre los

diferentes grupos estudiados.

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio

de Hardy-Weinberg (X? 3,140; P= 0,535) y la frecuencia del alelo menor G se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(298)

Tabla 37. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs2197414) del GABRA 6

Grupo (%)

Individuos

Frecuencias genotipicas (%)

CcC

CG

GG

Total

Alcohdlicos

- Abuso

- Dependencia

Controles

455

301

112

187

154

189 (41,5%)

129 (42,9%)

46 (41,1%)

81 (43,3%)

60 (39,0%)

198 (43,5%)

132 (43,9%)

53 (47,3%)

79 (42,2%)

66 (42,9%)

68 (14,9%)

40 (13,3%)

13 (11,6%)

27 (14,4%)

28 (18,2%)
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Tabla 38. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs2197414) del GABRA 6

Grupo (%)

Individuos

Presencia alélica

Frecuencias alélicas

CC+GC

GC+GG

Alelo C

Alelo G

Total

Alcohdlicos

- Abuso

Controles

Dependencia

455

301

112

187

154

387 (85,1%)

261 (86,7%)

99 (88,4%)

160 (85,6%)

126 (81,8%)

266 (58,5%)

172 (57,1%)

66 (58,9%)

106 (56,7%)

94 (61,0%)

576 (63,3%)

390 (64,8%)

145 (64,7%)

241 (64,4%)

186 (60,4%)

334 (36,7%)

212 (35,2%)

79 (35,3%)

133 (35,6%)

122 (39,6%)

Polimorfismo rs1992647

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 39 y 40. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos y alelos entre los

diferentes grupos estudiados.
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La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X? 0,996; P=0,318) y la frecuencia del alelo menor G se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(299)

Tabla 39. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs1992647) del GABRA 6

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
AA AG GG
Total 458 197 (43,0%) 195 (42,6%) 66 (14,4%)
Alcohélicos a 300 134 (44,7%) 126 (42,0%) 40 (13,3%)
- Abuso 111 48 (43,2%) 49 (44,1%) 14 (12,6%)
- Dependencia 187 84 (44,9%) 77 (41,2%) 26 (13,9%)
Controles 158 63 (3,9%) 69 (43,7%) 26 (16,5%)
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Tabla 40. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs1992647) del GABRA 6

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
AA + AG AG+GG Alelo A Alelo G
Total 458 392 (85,6%) 261 (57,0%) 589 (64,3%) 327 (35,7%)
Alcohdlicos 300  260(86,7%) 166 (55,3%) 394 (65,7%) 206 (34,3%)
- Abuso 111 97 (87,4%) 63 (56,8%) 145 (65,3%) 77 (34,7%)
-Dependencia 187  161(86,1%) 103 (55,1%) 245 (65,5%) 129 (34,5%)
Controles 158 132 (83,5%) 95 (60,1%) 195 (61,7%) 121 (38,3%)

Polimorfismo rs3219151

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 41 y 42. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos evaluados, aunque se observé
una tendencia hacia una diferente distribucion diferente genotipica entre alcohdlicos y

controles (P= 0,066) como se observa en la tabla.

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X? 0,996; P= 0,318) y la frecuencia del alelo menor C se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(300)
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Tabla 41. Distribucidon de los genotipos del polimorfismo (rs3219151) del GABRA 6

Grupo (%) Individuos Frecuencias genaotipicas (%)
CcC CT TT
Total 436 96 (22,0%) 200 (45,9%) 140 (32,1%)
Alcohélicos 2 292 56 (19,2%) 134 (45,9%) 102 (34,9%)
- Abuso 112 20 (17,9%) 56 (50,0%) 36 (32,1%)
- Dependencia 178 36 (20,2%) 78 (43,8%) 64 (36,0%)
Controles 2 144 40 (27,8%) 66 (45,8%) 38 (26,4%)

2, Alcohdlicos frente a controles: P= 0,066

Como se muestra en la tabla 42., los pacientes alcohdlicos presentaron
significativamente mayor presencia del alelo T (genotipos CT y TT combinados) que

los controles (80,8% frente a 72,2%), OR = 1,62 (1C95%=1,02 a 2,59); P = 0,042).

Se observé una distribucion de la presencia alélica T diferente entre abusadores y
controles (82,1% frente a 72,2%) sin alcanzar la significacion estadistica, P= 0,06,
OR=1,77 (1C95%=0,97-3,24). La frecuencia alélica T fue también significativamente
mas frecuente en el grupo de alcohdlicos frente a controles y en el grupo de

dependencia frente a individuos sanos (P =0,02 y 0,03, respectivamente).
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Tabla 42. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs3219151) del GABRA 6

Grupo (%)

Individuos

Presencia alélica

Frecuencias alélicas

CC+CT CT+TT

Alelo C

Alelo T

Total

Alcohdlicos

- Abuso

- Dependencia

Controles

436

292

112

178

144

296(67,9%) 340 (77,9%)

190 (65,1%) 236 (80,8%)?

76 (67,9%) 92 (82,1%)P

114 (64,0%) 142 (79,8%)

106 (73,6%) 104 (72,2%)ab

392 (45,0%)

246 (42,1%)

96 (42,9%)

150 (42,1%)

146 (50,7)

480 (55,0%)

338 (57,9%)¢

128 (57,1%)

206 (57,9%)¢

142(49,3%)°¢

2 Portadores del alelo T en alcoholicos frente a controles: P=0,04; OR = 1,62 (1C95%=1,02-2,59).

b Portadores del alelo T en alcoholicos abusadores frente a controles: P=0,06; OR = 1,77 (1C95%=0,97-

3,24).

¢ Frecuencia alélica T en alcohdlicos frente a controles: p = 0,02; OR = 1,41 (IC 95% = 1,06-1,88).

dFrecuencia alélica T en alcohdlicos con dependencia frente a controles: p=0,03; OR=1,41

(1C95%=1,03-1,93).
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En el analisis de regresion logistica de los genotipos distribuidos segun los
diferentes modelos de herencia para el alelo T (tabla 43.) se observo una tendencia a
incrementar el riesgo de alcoholismo tanto en el modelo general como en el dominante

aunque con una significacion estadistica que no superaba el limite del valor fijado.

En el modelo general, la posesion del genotipo TT incrementa en 1,74 las veces de
desarrollar alcoholismo en relacion con el genotipo establecido de referencia (CC),

(IC95% 0,986 a 3,053), p=0,056.

En el modelo dominante la distribucion del alelo T (genotipos CT+TT combinados)
tiende a incrementar el desarrollo de alcoholismo en 1,61 veces (IC95%= 0,994 —

2,606); p=0,05.

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El célculo del desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos analizados para
el gen GABRAG6, mediante el programa Haploview se observa en la figura 6., y el
obtenido mediante el programa THESIAS se observa en la tabla 44, que estima un
desequilibrio significativo entre rs2197414 y rs1992647 (D ’=0,89, P<0,001), entre los
polimorfismos 1s1992647 y rs3219151 (D’=0,86, P<0,001) y entre rs3219151 y

rs2197414 (D’=0,90, P<0,001).
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Tabla 43. Andlisis de regresion logistica de los genotipos del polimorfismo (rs3219151) del
GABRA 6 segun los distintos modelos de herencia del alelo T en alcohdlicos vs controles.

Andlisis multivariante
Modelo parael Alcohdlicos
alelo %) Controles (%) ajustadar IC 95% p
General
CcC 56 (19,2%) 40 (27,8%) 1 Referencia
TT 102 (34,9%) 38 (26,4%) 1,74 1,00- 3,053 0,056
CT 134 (45,9%) 66 (45,8%) 1,53 091-257 0,110
Dominante
CcC 102 (34,9%) 40 (27,8%) 1 Referencia
CT+TT 236 (80,8%) 104 (72,2%) 1,61 1,00-2,61 0,053
Recesivo
CT+CC 190 (65,1%) 106 (52,2%) 1 Referencia
TT 102 (34,9%) 38 (26,4%) 1,31 0,83 -2,07 0,240

* OR ajustada por la edad
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Figura 5. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen GABRA 6. L0S
nameros de los cuadrados equivale a |D’| x 100 y la ausencia de valor indica
desequilibrio de ligamiento completo.

Tabla 44. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos localizados en el GABRA 6

rs2197414 rs1992647 rs3219151
1s2197414 0,89 0,90
Rs1992647 (P <0,001) 0,86
rs3219151 (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 de la tabla, mientras que el valor de “P” asociado figura en la parte inferior.

Mediante el algoritmo de expectacion-maximizacion de THESIAS, se identificaron
8 haplotipos, (tabla 45.). Como se puede observar en los 8 haplotipos de los casos se
encontraron frecuencias por encima de 1%, mientras que para los controles solo se

observa en 5.
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El haplotipo GCC (correspondiente a los polimorfismos rs1992647- rs2197414 -
rs3219151, por este orden) fue significativamente mas frecuente en el grupo de
controles (0,363) que en el de alcoholicos (0,301), al compararlo con el haplotipo de
referencia CTT (frecuencia de 0,532 en alcoholicos y de 0,470 en controles), p=0,04;

OR=0,73; (1C95%=0,54-0,99).

El haplotipo CTC (correspondiente a los polimorfismos rs1992647- rs2197414 -
rs3219151, por este orden) también fue significativamente mas frecuente en el grupo de
controles (0,125) que en el de pacientes alcohdlicos (0,081), p=0,02, OR= 0,56
(1IC95%-= 0,35 — 0,89), al compararlo con CTT (frecuencia de 0,532 en alcoholicos y de

0,470 en controles).

Al comparar estos resultados con los extraidos con el programa Haploview,
encontramos una asociacion con diferentes haplotipos. Asi, se observa que el haplotipo
CAC es mas frecuente en controles (0,120) que en los casos (0,081) con P= 0,053. Por
otra parte el haplotipo CGT tiene mayor frecuencia entre los casos (0,023) que entre los
controles (<0,00), (P= 0,009). Como estas frecuencias son muy bajas en el grupo
control, por debajo de 1%, no es posible en nuestro caso sacar una conclusion completa

al respecto.
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Tabla 45. Resultados del analisis de haplotipos en alcohdlicos frente a controles para los
polimorfismos del GABRA 6.

Haplotipo Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo b
(alcoholicos) (controles) (IC 95%)
CTT 0,532 0,470 Referencia -
GCC 0,301 0,363 0,73 (0,54 —0,99) 0,04
CTC 0,081 0,125 0,56 (0,35 -0,89) 0,02
GTC 0,032 0,014 1,73 (0,59 - 5,09) 0,32
GTT 0,011 0,007 1,22 (0,24 - 6,32) 0,81
CccC 0,011 0,003 3,02 (0,29 - 31,12) 0,35
CCT 0,023 0,003 5,64 (0,72 — 44,30) 0,10
GCT 0,011 0,014 0,69 (0,22 — 2,17) 0,52
Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
Haplotipo p
(Dependencia) (Abuso) (1C 95%)
CTT 0,521 0,541 Referencia -
GCC 0,288 0,326 0,89 (0,62 —1,29) 0,54
CTC 0,078 0,087 0,88 (0,46 — 1,64) 0,67
GTC 0,044 0,013 2,79 (0,70 — 11,09) 0,15
GTT 0,011 0,010 NC
CCcC 0,016 0,004 NC
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CCT 0,028 0,014 1,80 (0,63 — 5,10) 0,27

GCT 0,014 0,006 NC

Los polimorfismos dentro de cada haplotipo se presentan en el orden rs2197414, rs1992647 y rs3219151). NC. No
calculado

Polimorfismos de los genes que codifican para los receptores de dopamina
(DRD)

Polimorfismos del gen DRD1:

Polimorfismo rs4867798
Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 46 y 47. No se encontraron diferencias

significativas entre los diferentes grupos de pacientes.

Tabla 46. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs4867798) del DRD1

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
TT CT CcC
Total 430 212 (49,3%) 178 (41,4%) 40 (9,3%)
Alcohdlicos 289 141 (48,8%) 120 (41,5%) 28 (9,7%)
- Abuso 111 51 (45,9%) 43 (38,7%) 17 (15,3%)
- Dependencia 178 90 (50,6%) 77 (43,3%) 11 (6,2%)
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Controles 141 71 (50,4%) 58 (43,3%) 12 (8,5%)

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X2 0,001, P = 0,975) vy la frecuencia de los alelos se correlaciona
con lo publicado en la literatura.(301)

Tabla 47. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs4867798) del DRD1

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
TT+CT CT+CC Alelo T Alelo C
Total 430 390 (90,7%) 218 (50,7%) 602 (70,0%) 258 (30,0%)
Alcohdlicos 289 261 (84,7%) 148 (51,2%) 402 (69,6%) 176 (30,4%)
- Abuso 111 94 (84,7%) 60 (54,1%) 145 (65,3%) 77 (34,7%)

- Dependencia 178 167 (93,8%) 88 (49,4%) 257 (72,2%) 99 (27,8%)

Controles 141 129 (91,5%) 70 (49,6%) 200 (70,9%) 82 (33,9%)
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Polimorfismos de los genes DRD2 y ANKK1:

Polimorfismo rs6277

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en las tablas 48 y 49. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes grupos evaluados

Tabla48. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs6277) del DRD2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
TT CT CcC
Total 443 150 (33,9%) 221 (49,9%) 72 (16,3%)
Alcohdlicos a 294 102 (34,7%) 146 (49,7%) 46 (15,6%)
- Abuso 113 39 (34,5%) 54 (47,8%) 20 (17,7%)
- Dependencia 181 63 (34,8%) 92 (50,8%) 26 (14,4%)
Controles 149 48 (32,2%) 75 (50,3%) 26 (17,4%)

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio

de Hardy-Weinberg (X? 0,390, P= 0,532) y la frecuencia del alelo menor C se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(302)
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Tabla49.Distribucién de los alelos del polimorfismo (rs6277) del DRD2

Grupo (%)

Individuos

Presencia alélica

Frecuencias alélicas

TT+CT

CT+CC

Alelo T

Alelo C

Total

Alcohélicos

- Abuso

- Dependencia

Controles

443

294

113

181

149

371 (83,7%)

248 (84,4%)

93 (82,3%)

155 (85,6%)

123 (82,6%)

293 (66,1%)

192 (65,3%)

74 (65,5%)

118 (65,2%)

101 (67,8%)

521 (58,8%)

350 (59,5%)

132 (58,4%)

218 (60,2%)

171 (57,4%)

365 (41,2%)

238 (40,5%)

94 (41,6%)

144 (39,8%)

127 (42,6 %)

Polimorfismo rs1799978

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestran en la tabla 50. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes grupos evaluados.

135




La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio
de Hardy-Weinberg (X2 0,730 P = 0,393) y la frecuencia del alelo menor C se

correlaciona con lo publicado en la literatura.(303)

Tabla 50. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs1799978) del DRD2

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%) Frecuencias alélicas (%)
TT TC T C
Total 429 395 (92,1%) 34 (7,9%) 824(96,0%) 34(4,0%)
Alcohdlicos 281 258 (91,8%)  23(8,2%) 539(95,9%) 23(16,5%)
- Abuso 113 103 (91,2%) 10 (8,8%) 216(95,6%) 10(4,4%)
- Dependencia 168 155 (92,3%) 13 (7,7%) 323(96,1%) 13(3,9%)
Controles 148 137 (92,6%) 11 (7,4%) 285(96,3%) 11(3,7%)

Polimorfismo rs1800497 (LYS 713 GLU)
Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para
este polimorfismo se muestran en las tablas 51 y 52. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes grupos evaluados.
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Tabla 51. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs1800497) del ANKK1

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
CcC CT TT
Total 416 284 (68,3%) 119 (28,6%) 13 (3,1%)
Alcohdlicos 277 192 (69,3%) 79 (28,5%) 6 (2,2%)
- Abuso 102 74 (72,5%) 25 (24,5%) 3 (2.9%)
- Dependencia 175 118 (67,4%) 54 (30,9%) 3 (1,7%)
Controles 139 92 (66,2%) 40 (28,8%) 7 (5,0%)

La distribucion genotipica de los controles de la muestra cumplian con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (X?0,015, P = 0,901) y la frecuencia del alelo menor T se correlaciona

con lo publicado en la literatura.(304)
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Tabla 52. Distribucidon de los alelos del polimorfismo (rs1800497) del ANKK1

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
CC+CT CT+TT Alelo C Alelo T
Total 416 403 (96,9%) 132 (31,7%) 687 (82,6%) 145 (17,4%)
Alcohdlicos 277 271 (97,8%) 85 (30,7%) 463 (83,6%) 91 (16,4%)
- Abuso 102 99 (97,1%) 28 (27,5%) 173 (84,8%) 31 (15,2%)
- Dependencia 175  172(98,3%) 57 (32,6%) 290 (82,9%) 60 (17,1%)
Controles 139 132 (95,0%) 47 (33,8%) 224 (80,6%) 54 (19,4 %)

Analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento

El célculo de desequilibrio de ligamiento, analizado mediante el programa
Haploview, entre los polimorfismos analizados de los genes DRD2 y ANKKL1 se
muestra en la figura 6, y el obtenido mediante el programa THESIAS se halla en la tabla
53, que estima un desequilibrio significativo entre los polimorfismos rs1800497 y
rs1799978 (D’=-1,00, P <0,001), asi como entre los polimorfismos rs6277 y 1799978 (

D’=0,11, P <0,001) y entre rs1800497 y 1s6277 (D’=0,11, P= 0,039)
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Figura 6. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos de los genes DRD2 y
ANKKZ1.Los niimeros de los cuadrados equivale a [D’| x 100 y la ausencia de valor indica
desequilibrio de ligamiento completo.

Tabla 53. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del DRD2 y ANKK1

rs1800497 1s6277 rs1799978
rs1800497 0,11 -1,00
16277 (P=0,039) 0,58
rs1799978 (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 de la tabla, mientras que el valor de “P” asociado figura en la
parte inferior.

En la tabla 54., se muestran los haplotipos, mediante el algoritmo de expectacion-
maximizacion de THESIAS. Se hallaron seis haplotipos con frecuencia superior al 1%
en ambos grupos, aunque sin diferencias significativas en la presencia de ninguno de

estos haplotipos entre alcohdlicos y controles. Al comparar los haplotipos en el grupo
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de pacientes dependientes y abusadores se observa que el haplotipo CTG (rs1800497,

rs6277, rs1799978 por este orden) fue significativamente mas frecuente en el grupo de

dependientes (0,07) que en los abusadores (0,022), al compararlo con el haplotipo de

referencia CTA (frecuencia en dependientes de 0,449 y en abusadores de 0,478),

p=0,042; OR=3,62 (IC95%= 1,05 — 12,49). En el analisis con el programa Haploview

no se observo significacion estadistica para este haplotipo.

Tabla 48. Resultados del analisis de haplotipos en alcohélicos frente a controles para los
polimorfismos de los genes DRD2 y ANKK1.

) Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
Haplotipo . P
(alcohdlicos) (controles) (IC 95%)
CTA 0,461 0,453 Referencia -
CCA 0,255 0,275 0,90 (0,62 — 1,33) 0,61
TTA 0,113 0,098 1,15 (0,64 — 2,04) 0,65
TCA 0,100 0,103 0,96 (0,57 — 1,63) 0,89
CCG 0,051 0,057 0,85 (0,42 —1,71) 0,65
CTG 0,019 0,014 1,45 (0,29-7,30) 0,65
. Frecuencia Frecuencia OR del haplotipo
Haplotipo ) P
(dependencia) (abuso) (IC 95%)
CTA 0,449 0,478 Referencia -
CCA 0,272 0,267 1,11 (0,70 — 1,74) 0,66
TTA 0,080 0,083 1,07 (0,48 — 2,40) 0,86
TCA 0,111 0,106 1,07 (0,55 — 2,06) 0,84
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CCG

CTG

0,018

0,070

0,043 0,43 (0,12 - 1,59) 0,21

0,022 3,62 (1,05 -12,49) 0,042

Los polimorfismos dentro de cada haplotipo se presentan en el orden rs1800497, rs6277, rs1799978.

Polimorfismo del gen DRD3:

Polimorfismo rs6280

Los resultados obtenidos de las frecuencias genotipicas y alélicas analizadas para

este polimorfismo se muestra en las tablas 55. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes grupos evaluados, aunque cabe

destacar que hay una tendencia hacia una distribucion genotipica diferente entre

alcoholicos y controles (P=0,069).

Tabla 55. Distribucion de los genotipos del polimorfismo (rs6280) del gen DRD3

Grupo (%) Individuos Frecuencias genotipicas (%)
cC CT TT
Total 445 45 (10,1%) 209 (47,0%) 191 (42,9%)
Alcohélicos 2 295 27 (9,2%) 150 (50,8%) 118 (40,0%)
- Abuso 113 9 (8,0%) 63 (55,8%) 41 (36,3%)
- Dependencia 182 18 (9,9%) 87 (47,8%) 77 (42,3%)
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Controles 2

150 18 (12,0%)

59 (39,3%)

73 (48,7%)

aAlcohdlicos frente a controles: X2 5,344; P= 0,069

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

de Hardy-Weinberg (X? 1,233, P = 0,267) y la frecuencia del alelo menor C se

correlaciona con lo reportado previamente.(305)

Tabla 56. Distribucion de los alelos del polimorfismo (rs6280) del DRD3

-Dependencia

Controles

182 105 (57,7%)

150 77 (51,3%)

164 (90,1%)

132 (88,0%)

Grupo (%) Individuos Presencia alélica Frecuencias alélicas
CC+CT CT+TT Alelo C Alelo T
Total 445 254 (57,1%) 400 (89,9%) 299(33,6%) 591(66,4%)
Alcohdlicos 295 177 (60,0%) 268 (90,8%) 204(34,6%) 386(65,4%)
- Abuso 113 72 (63,7%) 104 (92,0%) 81(35,8%) 145(64,2%)

123(33,8%)  241(66,2%)

95(31,7%)  205(68,3%)
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DISCUSION

144



145



El consumo excesivo de alcohol provoca una afectacion multisistémica en
diferentes organos. Entre ellos, una de las mas relevantes es la enfermedad conocida
como trastorno por uso de alcohol y que implica la dependencia o adiccion a esta
sustancia. Existen diversos mecanismos por medios de los cuales el alcohol ejerce sus
efectos en el cerebro conllevando la aparicion de esta enfermedad. Muchos de estos
mecanismos se han venido describiendo a lo largo de las ultimas décadas y otros adn
contintan en investigacion. Existe evidencia al dia de hoy, como ocurre con tantas otras
enfermedades, de la relacién entre maultiples factores medio ambientales y genéticos

para el desarrollo de esta patologia, dentro del esquema de herencia poligénica.

La implicacion genética despierta gran interés a la hora de explicar los
mecanismos para la predisposicion, desarrollo de dependencia del alcohol,
fisiopatologia, evoluciéon y el tratamiento de la misma. Sin duda alguna, el poder
explicar distintas enfermedades desde el punto de vista genético ha permitido avanzar
en el conocimiento de dianas terapéuticas para controlarlas.(77) Muchas enfermedades,
especialmente las cronicas, se describen hoy en dia en buena medida desde la genética y
ademas el tratamiento de algunas de ellas se ve influenciado por la presencia 0 no de

una determinada variante genética.

Debido al impacto socio-econdémico y en la salud puablica, el alcoholismo ha
estado en la mira de diversos estudios en todo el mundo con el fin de dar respuesta al

3

interrogante “;como puedo dejar de beber? . Resulta interesante ver las diferentes
respuestas frente a tratamientos de deshabituacion entre los individuos afectados; para

algunos les resulta mas facil dejar el consumo, en cambio para otros, resulta
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practicamente imposible; a su vez para algunos individuos la respuesta que genera el

alcohol es de bienestar, mientras que para otros es de un fuerte rechazo.

Hallazgos a través de diversos estudios realizados alrededor del mundo, como
por ejemplo el ya mencionado Estudio Colaborativo sobre la Genética del Alcoholismo
(COGA), que ha entrevistado a mas de 14000 personas y tomado muestras del ADN de
262 familias, han puesto en evidencia la participacion de diferentes genes relacionados
con el consumo de alcohol y a su vez han podido ver que diversos patrones de conducta
frente al alcohol pueden ser el reflejo de variantes genéticas que afectan la
neurobiologia y con ello la susceptibilidad frente al mismo. Descubrir que estos
patrones se pueden explicar a través de variantes genéticas y su interaccion con el
medio y a su vez promover el conocimiento genético de los individuos afectados o
susceptibles, amplia el espectro de posibilidad de prevencion y curacion para aquellos

que hasta ahora no les era posible con los farmacos habituales.

Por tanto ampliar el conocimiento de dichas variantes genéticas promovera el
avance de la farmacogenética y efectividad de los tratamientos en dichos individuos con
un enfoque personalizado, teniendo en cuenta la presentacion heterogénea de esta
patologia en los individuos adictos al alcohol.(77,306) Sobre la base de las alteraciones
producidas por el alcohol, diferentes tratamientos farmacoldgicos ya estan aprobados

para contrarrestar el alcoholismo y otros estan siendo estudiados en este momento. (77)

El presente trabajo intenta contribuir con este conocimiento, identificando
variantes genéticas en genes especificos que estan implicadas con el desarrollo de

alcoholismo en una poblacion espafiola. Se han estudiado 18 variantes genéticas
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localizadas en cuatro de los sistemas mas importantes de la neurobiologia del alcohol: el
sistema dopaminérgico, el sistema del &cido gamma amino-butirico, el neuropéptido Y
el factor neurotropico derivado cerebral. Se ha analizado la relacion de estos con el
abuso de alcohol y con el desarrollo de dependencia, estudiando cada polimorfismo de
forma individual, valorando la relacion con el cambio en un unico locus y a través de la
interaccion de estos con otras variantes genéticas mediante analisis de haplotipos,
debido a que estas interacciones puede ser importantes a la hora de explicar la funcion

de un gen.

Polimorfismo del gen BDNF

Al analizar el polimorfismo rs6265 en nuestra muestra se encontr6 que el alelo
G se presentd mas frecuentemente dentro de los casos de la muestra analizada, resultado
similar al reportado previamente en poblacién europea.(288) Por tanto, la presencia del
alelo A fue maés frecuente en los controles de nuestro estudio que en los individuos
alcohdlicos de forma significativa (47,8% frente a 35,7%, OR=0,63 (1C95%= 0,42-
0,94), de forma que este alelo se asocié con menor frecuencia con la presencia de
alcoholismo. De la misma forma y en otras palabras, el genotipo GG se presentd con
mayor frecuencia en alcohdlicos con respecto a controles de forma significativa,

confiriendo riesgo para la presencia de alcoholismo (OR 1,58; 1C95%=1,11-2,44).

Este polimorfismo rs6265 se ha estudiado en las Gltimas décadas principalmente
en el contexto de desérdenes neuropsiquiatricos,(302,303) entre ellos la dependencia a
sustancias.(304,305) La asociacion de este polimorfismo con la dependencia alcohélica
también ha sido objeto de estudios en comorbilidad con otras enfermedades

psiquiatricas(306,307) y en menor medida, como Unico objetivo a investigar. (9-
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10,165,310,311). Los resultados arrojados entre los diferentes estudios no siempre son
consistentes a la hora de encontrar asociacion, ni a la hora de definir el alelo que juega
un papel en la patogenia. Incluso, los resultados llegan a ser
contradictorios.(165,308,312) Sin embargo, se ha ido demostrando en estudios
realizados en modelos animales y en humanos, el papel de este polimorfismo en la
enfermedad, dado que el BDNF tiene un amplio campo de accién a nivel cerebral y
maultiples dianas, con comportamientos diferentes dependiendo de la enfermedad
estudiada, la comorbilidad, el sexo, inicio del consumo, factores medioambientales
entre otros.(76,313-315) Asi, este polimorfismo es capaz de alterar la secrecion de
BDNF o interferir en las vias de sefializacion del mismo y por tanto se entiende que
pueda tener un papel importante en el desarrollo del alcoholismo dado el papel de esta

proteina en esta enfermedad.(77)

La mayoria de estudios realizados con resultados positivos se han hecho en
poblacién asidtica y dicha asociacion se ha encontrado sobre todo con el alelo
Met66(A).(165,308,316,317) En estas poblaciones, el alelo A se ha asociado con una
menor expresion y actividad del BDNF y por tanto, podria conferir mayor riesgo para
presentar diferentes enfermedades neuropsiquiatricas como por ejemplo el riesgo de
desérdenes alimentarios, esquizofrenia, suicidio, depresion entre otras.(323) Asi, se
sabe que este alelo A en el hipocampo se asocia con una reduccion en la expresion de
proteinas BDNF y en la neurogénesis,(324) asi como en una disminucion del volumen
del hipocampo y de la complejidad y configuracién dendritica. (76,313,318) El genotipo
AA vy los niveles disminuidos de BDNF se han relacionado por tanto en poblaciones

asiaticas, al contrario que en nuestro estudio, con mayor riesgo de consumo cronico de
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alcohol. (68,165, 169,320,321) Un estudio realizado en ratones aport6 datos funcionales
que apoyaban este resultado, dado que los ratones portadores del alelo A eran mas
propensos a desarrollar un consumo excesivo y compulsivo de alcohol, con lo cual, la
funcién reducida de BDNF podria representar un factor de riesgo para el desarrollo de
fenotipos severos de abuso de alcohol, incluido el consumo compulsivo del mismo.
Reforzando este hallazgo, al administrar una sustancia que contrarresto el efecto del

polimorfismo o al sobre expresar el alelo G, este consumo disminuyd. (77)

Por otra parte, estudios realizados en poblacién caucasica presentan mas
controversia y muestran resultados dispares.(174) El estudio de Muschler y cols. y el de
Nedic y cols., (169,170) realizados en poblacion germana y croata respectivamente, no
encontraron ninguna asociacion del polimorfismo con la dependencia alcohdlica. Otro
estudio, realizado en poblacion polaca encontré mayor riesgo de recaida tras tratamiento
deshabituador en los portadores del alelo G, resultado que iria en la linea de nuestros
resultados.(322) En la misma linea, un estudio mas reciente, realizado, también en
poblacién polaca en pacientes con dependencia del alcohol segun criterios DSM 1V,
encontré que aquellos portadores del genotipo Val66Val o GG de este polimorfismo
rs6265 del gen BDNF presentaban mayor cantidad en el consumo de alcohol que los

gue no portaban este genotipo.(316)

Para intentar combinar los hallazgos de diferentes estudios, en el meta-analisis
de Gratacos y cols.,(327) se observé que la posesion del genotipo AA o AG (Val66Met
0 Met66Met), combinados dada la baja frecuencia del alelo menor) de este
polimorfismo conferia un 21% de efecto protector en los desordenes relacionados con

abuso de sustancias con respecto al genotipo GG. A su vez, ese mismo analisis arrojo
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que esos mismos genotipos podian incrementar el riesgo para los desordenes
alimentarios en un 33%. Sin embargo, y como hemos mencionado, estas conclusiones

derivaron principalmente de estudios realizados en poblacion asiética.

Una de las razones por las cuales los resultados son contradictorios es debido a
la distribucion alélica en las diferentes étnicas. Asi, la frecuencia del alelo G (\Val66) es
mas frecuente en poblacion caucésica y A (Met66) es mas frecuente en poblacién
asiatica.(283,322) Como el alelo A ha sido ampliamente implicado en la dependencia
del alcohol en poblacion asiatica, los estudios en poblacidén caucasica han intentado
verificar la asociacion de este alelo en el alcoholismo. Sin embargo, dado que el
genotipo AA se observa en poblacion caucasica solo en un 2-3% de la poblacion, la
mayoria de los estudios han comparado los portadores del alelo A (AG y AA) con los

individuos homocigotos para el alelo G (GG), sin resultados concluyentes.(307)

Al igual que hemos mencionado que la posesion del genotipo AA presenta
plausibilidad biologica para su asociacion con trastornos psiquiatricos en poblacion
asiatica, también existen datos que apoyarian la implicacion del alelo G en estos
trastornos. Por un lado, una hipotesis para explicar este hallazgo es que los portadores
del alelo G muestran alta actividad dependiente de la secrecion de BDNF
desempefiando ello un factor de riesgo para el desarrollo de desordenes
neuropsiquiatricos como el trastorno bipolar y el abuso de sustancias, lo que hace
también plausible la asociacion encontrada en nuestro estudio.(311,322,323). Ademas,
el gen BDNF posiblemente influye en los patrones de consumo de alcohol por su
repercusion en diferentes vias de los neurotransmisores, entre ellos, una posible

regulacion del efecto dopaminérgico. La intoxicacién por alcohol conduce a la
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liberacion de dopamina, lo que contribuye a los efectos gratificantes del alcohol en el
sistema nervioso central.(316) Se ha reportado previamente, de hecho, que el genotipo
GG de este polimorfismo rs6265 del BDNF esta relacionado con un mejor
funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas,(329) lo que podria conducir a una
mayor liberacion de dopamina después de la intoxicacion por alcohol. Por otro lado, el
consumo cronico de alcohol en si mismo puede provocar interrupciones de la
neurotransmision de dopamina. Klimkjewicz y cols., encontraron cambios en el sistema
dopaminérgico que podian estar potenciados cuando este polimorfismo se presentaba
con otras variantes genéticas, como por ejemplo el polimorfismo Val158Met del gen
COMT que también influye en la via dopaminérgica, pudiendo contribuir e influir de
forma positiva en el nivel de consumo de alcohol, en la motivacion para beber y en la

regulacion del estado de animo. (316)

Parece razonable por tanto plantear que es preciso analizar este polimorfismo
caracterizando y agrupando por etnicidad y otras caracteristicas bioldgicas y fenotipicas
similares para que los resultados puedan ser mejor reflejados y explicados. Nuestros
pacientes no presentaban otra comorbilidad psiquiatrica segun los criterios de inclusién
y esa podria ser otra diferencia en los resultados obtenidos, dado que mucha de las
asociaciones significativas que se han encontrado en este polimorfismo y el alcohol,
estan dentro de un contexto neurobiol6gico mas complejo. Esto es entendible dado que
el BDNF tiene una expresion amplia a nivel cerebral, diferentes respuestas segin donde
se ubique el receptor,(160,325) e interaccion con otros genes que pueden modificar su
expresion y su influencia sobre otros sistemas de neurotransmisores.(311,324) Asi

mismo, la edad de inicio del consumo de sustancias también puede influir, ya que a
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menor edad se evidencian menos niveles de BDNF (319) y, ademas, su expresion se
puede ver afectada por el estrés que pueda presentar el individuo en un momento
puntual. Todo ello puede llevar a un aumento o disminucion de la secrecion del BDNF,
que dificulta la interpretacion del papel del alelo o que incluso haga que pueda
comportarse en algunos casos como factor protector y en otros casos como factor de

riesgo(313,314,326).

Polimorfismos del gen del NPY
No se encontraron resultados significativos al estudiar frecuencias alélicas o
genotipicas entre los diferentes grupos evaluados de los polimorfismos rs16139 vy

rs9785023.

Con respecto al polimorfismo rs16139 del NPY no encontramos ningun tipo de
asociacion. En nuestra muestra, el alelo T fue predominante en la poblacién analizada y
el alelo C tenia muy baja frecuencia global (96,9% frente a 3,1%). No encontramos
tampoco homocigotos para este alelo, tal como se referencia en estudios de poblacion

europea.(285,176,177)

Como se ha comentado previamente en la introduccidn, varios estudios en
modelos animales han evidenciado el rol del NPY en la preferencia y consumo de
alcohol, por ejemplo, niveles bajos del mismo elevan el nivel de consumo. (60,85,87,
89,90) Debido a ello este polimorfismo del NPY ha sido muy estudiado por su
asociacion con dependencia, consumo y sintomas de abstinencia. Asi, el alelo Pro o C
se ha encontrado con mas frecuencia en alcohélicos que en controles sanos,(88,174,175)

aunque los resultados no son concluyentes en los diferentes estudios realizados a nivel
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poblacional. (173,176,177,327) Por tanto, no esta claramente descrito el rol que juega
este polimorfismo en la genesis o desarrollo del alcoholismo. Si se ha descrito un
cambio funcional asociado a este polimorfismo con una variacion en los niveles
plasmaticos del NPY(333) de forma que el genotipo CT tenian niveles
significativamente mas bajos en plasma de NPY que los individuos con genotipo
TT.(334) Respecto al genotipo CC, casi no hay datos en la literatura de frecuencia del

mismo.

Uno de los primeros estudios, hecho en poblacién finlandesa por Kauhanen y
cols.,(89) encontré que la posesion del alelo C se asociaba con un incremento en un
34% del consumo de alcohol con respecto al genotipo TT. Ademas, este alelo C se ha
reportado con mayor frecuencia en individuos con inicio tardio de la dependencia del
alcohol frente a aquellos que tienen un inicio temprano, en aquellos que presentan un
mayor consumo diario, y también en personas dependientes del alcohol con delirium
tremens o que hubieran experimentado abstinencia con convulsiones frente a personas
dependientes del alcohol con sintomas mas leves de abstinencia.(88,175,176) En
contraposicion, otro estudio dirigido por llveskoski,(335) que también pretendia
demostrar la asociacion del alelo C con la dependencia del alcohol, no encontr6 esa
asociacion y por el contrario evidenci6 proteccion para la presencia de dependencia del
alcohol en alcohdlicos tipo 2 de la clasificacion de Cloninger que portaban este alelo,
dado que los individuos alcohdlicos tenian baja frecuencia de este alelo con respecto a
los controles sanos; ademas, observd que su forma heterocigota era mas comun en
bebedores sociales (controles del estudio) que en los alcoholicos, a diferencia de lo

observado en el estudio de Kauhanen y cols.
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Otros estudios en poblacion caucasica no han encontrado diferencias
significativas en la posesion del alelo C entre los individuos dependientes del alcohol y
los controles de origen europeo o norteamericano (173,176,177,327), En poblacién
mediterranea espafola, se ha descrito por Portole y cols.,(336) una frecuencia
extremadamente baja del alelo C (<1%). Lo mismo ocurre con lo encontrado en todos
los grupos de nuestro estudio, donde la frecuencia total de los portadores del alelo C fue
del 3,1%. Todo ello dificulta o imposibilita la confirmacion o no de asociacion
estadistica pues no permite descartar un error de tipo Il dada la baja potencia. Un
estudio realizado en la India, no encontré relacion tampoco de este polimorfismo con el
alcoholismo. En este estudio se compararon dos poblaciones diferentes, una de ellas con
una frecuencia del alelo C en alcoholicos y controles de 25% y 19,3%, respectivamente,
y otra con una frecuencia del alelo de 3% y 0,025%. No se encontré asociacion

estadistica en ninguna de las poblaciones estudiadas.(183)

Desde el punto de vista biologico, es plausible que el alelo C de este
polimorfismo esté relacionado con el consumo de alcohol debido a los hallazgos
funcionales in vitro y los datos de algunos estudios poblacionales. Si bien es cierto que
la baja frecuencia de este alelo podria estar contribuyendo a un error de tipo Il que
justifique la no significacion en muchos estudios, también es cierto que podriamos
encontrarnos ante un verdadero negativo y que no influya como se ha pensado en el
desarrollo de la dependencia al alcohol.(336) También puede ocurrir, igual que en otras
variantes genéticas, que su efecto dependa de otros factores presentes que potencien o
no su accion. Los estudios apuntan a una influencia del NPY en el alcoholismo pero ain

es necesario aclarar si el decremento de los niveles del NPY que se han observado en
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los estudios estuvieron presentes antes del desarrollo del mismo, o son la consecuencia
del consumo de alcohol como tal.(184) Seria interesante en futuros estudios valorar los
niveles de NPY en sangre y/o liquido cefalorraquideo en los pacientes alcoholicos y
controles, en aquellos con antecedentes familiares y sin los mismos para valorar mejor

el papel de este polimorfismo.

Al evaluar el polimorfismo rs5573/rs9785023, se observO mayor presencia
alélica A en dependientes que en controles (51,5% vs 44,6%) o, de otra manera, se
observd menor presencia del alelo G en los pacientes con dependencia de alcohol
(71,7%) (Genotipos GA y GG) que en los controles (80,4%) aunque sin llegar a ser
significativo, OR=0,62 (1C95% 0,37 - 1,03), P= 0,063. Por tanto, no puede comprobarse
claramente que la posesion del alelo G (genotipos GA y GG) confiera en nuestra

poblacién cierto grado de proteccion para la presencia de dependencia alcoholica.

Pocos estudios han analizado este polimorfismo y su relacion con el alcohol. Un
estudio realizado en poblacién espafiola mediterranea que valor6 este polimorfismo en
911 individuos, encontr6 que genotipo recesivo AA del polimorfismo rs5573
(rs9785023) en comparacion con la posesion del alelo G se relacion6 con un incremento
en la ingesta de alcohol, siendo esta asociacion mas relevante en aquellos individuos
varones con elevado consumo de alcohol y en mujeres con consumo moderado (184)
Otro estudio realizado en poblacién india, encontrd asociacién de este polimorfismo con
la dependencia alcohodlica, también a través del alelo A. En nuestro caso, existe una
tendencia de una mayor presencia alélica A en individuos dependientes, que iria en
consonancia con lo encontrado en el estudio mediterraneo espariol previo.(184) Hasta la

fecha, no existen estudios que revelen el papel biologico y funcional de este
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polimorfismo en la génesis de la dependencia y/o patrén de consumo y que puedan por

tanto explicar los hallazgos que se han ido documentando en la literatura.

Andlisis de haplotipos del NPY

Pocos estudio han realizado analisis de haplotipos, y se han reportado en
poblaciones donde existe una mayor frecuencia del alelo C para el polimorfismo
1128T>C e incluso que presentan una frecuencia apreciable del genotipo homocigoto
mutado (p. ej., en poblacion de la India, con frecuencia de hasta 0,23). En estos estudios
no se ha encontrado que ambos polimorfismos estuvieran en un desequilibrio de
ligamiento significativo pero si se ha comunicado alguna asociacion positiva para
determinados haplotipos.(178,332) Lamentablemente, no hay andlisis de haplotipos para
estos polimorfismos en poblaciones similares a la nuestra por lo cual, no podemos sacar

conclusiones sobre lo hallazgos encontrados al respecto en nuestro estudio.

Variantes genéticas del receptor del GABA-A (GABRA)
Polimorfismos del GABRAL

En este trabajo no se encontraron diferencias alélicas ni genotipicas
significativas en los polimorfismos estudiados (rs1037715 y rs2279020) entre los
diferentes grupos. El polimorfismo rs2279020 se ha asociado en estudios previos con
dependencia alcoholica, segun los criterios DSM IV y DSM-III-R en poblacién asiatica
(coreana y taiwanesa respectivamente)(183,195) a través del genotipo GG el cual
evidencio asociacion con un inicio del consumo a edades méas tempranas y formas
graves de alcoholismo (188) y maés recientemente se ha descrito la asociacion en

poblacién de la India, con criterios DSM 1V, pero a través de su genotipo AA. (189)
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Otros estudios en poblacién caucasica a traves de los datos del estudio COGA, no han

podido replicar esta asociacion.(201)

El meta-analisis publicada por Li y cols. en 2014(199) donde se incluyeron 7
estudios con poblacion caucésica y asiatica, evidencio que la frecuencia del alelo A era
mayor en poblacién europea (66%), que en poblacion asiatica (46%), similar a lo
encontrado en nuestro estudio donde el alelo A se presentd en el 59,7% de la muestra.
Cuatro estudios mostraron una menor frecuencia del alelo A en casos que en controles,
a diferencia de lo encontrado en nuestro estudio donde el alelo A era mas frecuente en
dependientes que en controles (62,2% vs 58,4%). Sin embargo no se encontré en dicho
meta-analisis significacion estadistica alélica ni genotipica con la dependencia
alcohdlica. Un meta-analisis anterior de Dick y cols., del 2005(338) que analiz
fundamentalmente poblacion caucéasica con base en los datos del estudio COGA,
teniendo en cuenta criterios DSM-1V, no encontré asociacion de este polimorfismo con
la dependencia del alcohol. Sin embargo, cuando ese mismo grupo de trabajo hizo un
analisis posterior, pero ajustando los criterios a los sugeridos por el DSM-III-R y los

criterios de Feighner, si encontraron dicha asociacién.(195)

En cuanto al polimorfismo rs1037715, el estudio de Dick y cols. 2006(195) que
analizo los datos del estudio COGA, encontrd asociacién entre esta variante y un nivel
bajo de respuesta al alcohol. No hay otros estudios que hayan abordado el analisis de

este Ultimo polimorfismo en este aspecto.

Ademas de estos resultados controvertidos, tampoco se conoce cOmMo estos

polimorfismos podrian estar involucrados biologicamente en la dependencia del
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alcohol, sin embargo, es plausible esta asociacion si se tiene en cuenta que los estudios
en animales han evidenciado un papel importante en el sistema GABA vy el alcohol,
concretamente a través de sus receptores. (100,334,335), Se sabe, por ejemplo, que el
polimorfismo rs22790290 altera la conformacién final de ciertas proteinas del
receptor(198) y si se tiene en cuenta que GABRAL juntos con otros genes (como
GABRB2, 0 GABRG2) codifican el mayor subtipo de receptores presentes en el SNC y
que el alcohol produce cambios conformacionales y en la respuesta del receptor,(101)
podria pensarse que una modificacion genotipica podria implicar un cambio en la
respuesta del etanol. Varios de los meta-analisis descritos previamente, sin embargo,
muestran heterogeneidad y dificultad a la hora de analizar los estudios. Por ejemplo,
segun los criterios diagnosticos, algunos se han basado en criterios DSM Il o IV, y
otros en diversos fenotipos o niveles de consumo. (190,333) De hecho, en uno de los
meta-analisis, al hacer un cambio en los criterios diagnosticos, se evidencié un cambio
en la presencia 0 no de asociaciébn de un polimorfismo con la dependencia
alcohdlica.(195) Nuestros datos por tanto, ponen énfasis en el origen poligénico de la
enfermedad, en la variabilidad de resultados en funcion del trasfondo genético de cada
poblacién y de la necesidad de una adecuada caracterizacion fenotipica para progresar

en el conocimiento de esta enfermedad. (194)

Analisis de los haplotipos del gen GABRA1

No se encontraron haplotipos que se asociaran de forma significativa con la
dependencia alcoholica entre los diferentes grupos analizados en nuestro estudio, ni a
través del algoritmo de expectacion-maximizacion de THESIAS ni con el programa

HAPLOVIEW. No hay estudios que conozcamos hasta la fecha en pacientes
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alcohdlicos que hayan analizado estos dos polimorfismos por lo que no podemos

contrastar resultados.

En el estudio de Dick y cols.2006 (195) se encontraron tres haplotipos que
incluian el polimorfismo rs1037715 (rs4263535-rs4605831-rs1037715; rs4605831-
rs1037715-rs980791 y rs1037715-rs980791-rs1157122), asociados estadisticamente
significativos para los 4 fenotipos que se analizaron: dependencia de alcohol segun los
criterios COGA, historia de blackouts, edad de la primera borrachera y nivel de
respuesta al alcohol. Por lo anterior, parece que este polimorfismo puede tener una
influencia importante teniendo en cuenta fundamentalmente los diferentes fenotipos de
la dependencia alcohdlica, mas que como polimorfismo aislado. Nuestro estudio valoro
la dependencia alcohdlica con los criterios DSM-IV, criterios con los que este ultimo
estudio no encontrd asociacion estadistica, pero no disponemos de datos para analizar
otros fenotipos del alcoholismo, por lo que no podemos dar mas conclusiones al

respecto.

Polimorfismos del GABRA2

No se encontro relacion con la dependencia alcohdlica al analizar las frecuencias
alélicas o genotipicas de los polimorfismos rs168697, rs279858, rs9291283 y rs894269
de forma individual. Entre los citados, el polimorfismo mas ampliamente estudiado en
la literatura es el rs279858 del GABRA2. La menor frecuencia alélica se observé en
nuestro estudio con el alelo C (C=43,0%, T= 57.0%) , lo cual se correlaciona con lo
encontrado en la literatura(194) y que, a su vez, se ha reportado mas frecuentemente en
pacientes dependientes que en controles sanos'(218) Este alelo se ha asociado también y

especialmente en su forma homocigota, con bajo nivel de respuesta al alcohol medido
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por la sensacion subjetiva de intoxicacion tras el consumo, por lo que el individuo
podria ser motivado a seguir consumiendo. En otros estudios se ha encontrado un efecto
estimulante y euforico, motivo por el cual, su presencia también podria ser un factor de
riesgo para el desarrollo de un trastorno por consumo de alcohol. (2,3,4,199,205,217,
218,336) Asi, en el estudio de Villafuerte y cols. del 2012,(205) los portadores del alelo
C en este polimorfismo tenian mas posibilidades de tener sintomas de dependencia
alcohdlica y altas posibilidades de puntuacion en las escalas de impulsividad, siendo
este efecto mayor en las mujeres. Ademas cuando se exploro a través de RNM cerebral,
se encontré que durante la anticipacion a la recompensa las mujeres con genotipo CC
mostraron una mayor actividad de la insula izquierda en comparacion de aquellos que
tenian otro genotipo, asociacién no encontrada en los hombres. Ello podria indicar que
la insula desempefia un papel en los impulsos de forma consciente para consumir drogas
y para mantener el comportamiento adictivo, con un efecto diferencial de género
secundario a las diferencias hormonales. La progesterona puede ejercer su papel en el
sistema GABA modulando comportamientos como la ansiedad. (199, 200) Nuestro
estudio solo analiz6 el sexo masculino, por lo que un limitante para el andlisis de este

polimorfismo en nuestro estudio fue la no inclusién de mujeres.

Por otro lado, el alelo T es mas frecuente en individuos sanos que en alcohélicos
y se ha asociado con una mayor respuesta sintomatica negativa subjetiva frente al
alcohol, entre los que destacaban los trastornos digestivos por lo que en algunos
estudios parece tener un efecto protector ante un préximo consumo. (199,206,336) Un
estudio reciente en poblacion croata, analizé la asociacion de este polimorfismo con la

dependencia alcohdlica, con la presencia o ausencia de comportamiento agresivo y con
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el tipo de dependencia del alcohol segun la clasificacion de Cloninger, siendo la
asociacion significativa para estos dos ultimos items, cuando se ajustd por edad, género
y dependencia a la nicotina como co-variables. Segun lo observado, los individuos
portadores del alelo T podrian tener bajo riesgo de dependencia alcohdlica. (OD = 0.68,
95% CI = 0.47 to 0.98, p = 0.0386) al compararlo con los portadores del genotipo

CC.(216)

También existen resultados contradictorios: un estudio realizado en humanos
postmortem encontré que los individuos con genotipo CC y TT podrian ser mas
sensibles, que los que presentan el genotipo TC, a los efectos gratificantes del alcohol
con el subsecuente mayor o menor riesgo de desarrollo de alcoholismo, por lo que el
genotipo parece relevante en este tipo de asociacion.(218) Y otros estudios han
encontrado asociacion de forma opuesta: en poblacion caucasica se ha evidenciado un
efecto indirecto del genotipo sobre la respuesta subjetiva al alcohol, encontrando mayor

estimulo a través del genotipo TT con el consecuente aumento del consumo.(221)

Para integrar estos resultados, el meta-analisis de Li y cols. del 2014,(199)
encontré asociacion de este polimorfismo con la dependencia alcohdlica a través del
alelo C en poblacion europea (OR= 1.21;IC95% 1,1-1,32, P =0,0004) y cuando se
analizo en conjunto con los datos del estudio SAGE con poblacion europea-americana
(OR=1,17; 1C95% 1,09-1,26, P= 0,0009). Este mismo meta-analisis, que evidenciaba al
alelo C como el alelo de riesgo, cuando analizé especificamente la poblacion afro-
americana encontrd que el alelo C era significativamente mas frecuente en controles
58% que en casos 29% y cuando analizd los datos de poblacion de la India la

distribucion del alelo fue similar entre grupos (36.2% en controles y 35.9% en casos).
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Como ya hemos mencionado, el papel de los polimorfismos individuales parece

claramente dependiente de otros factores.

No hay mucha literatura sobre el papel de los restantes polimorfismos estudiados
en nuestro trabajo ni a nivel molecular o funcional. EI mas descrito entre estos ultimos
es el polimorfismo rs9291283 donde se ha visto asociacion con la dependencia
alcohdlica en poblacion europea a través del alelo G,(199,219) aunque algunos estudios
no han podido contrastar esta relacion(225) o incluso han encontrado asociacion pero a

través del alelo A.(226)

No estan claros los mecanismos bioldgicos y funcionales que explican la posible
implicacion de los polimorfismo del GABRA2 con la génesis de la dependencia
alcohdlica.(2,3) Parece razonable que el polimorfismo rs279858 y probablemente todos
los relacionados con GABRAZ se deban estudiar dentro de un contexto clinico donde se
caracterice mejor el fenotipo de la poblacion, nivel de consumo, etc., donde se han visto
asociaciones positivas, dado que las asociaciones teniendo en cuenta Gnicamente el ser o
no alcohdlico no han aportado mayores resultados. (211,337,338) Se ha visto que
ciertos genotipos homocigotos pueden desencadenar 0 no un consumo excesivo de
alcohol con el riesgo que esto implica en relacion con la respuesta subjetiva tras
consumo de alcohol. Algunas hip6tesis apuntan a que la posesion del genotipo TT o CC
del polimorfismo rs2799858 en presencia de otros factores que modulan la asociacién,
como la ansiedad, el estrés y la historia familiar, podrian llevar a ese incremento del
riesgo de alcoholismo, méas que la sola presencia de un alelo o del genotipo como

tal.(213,339)
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Andlisis de los haplotipos del GABRAZ2

Aunque el estudio individual de los polimorfismos no evidencidé resultados
significativos, si se pueden mencionar algunos hallazgos en el andlisis de los haplotipos.
El haplotipo ATAC (correspondiente a los polimorfismos rs168697, rs279858,
rs9291283 y rs894269, por este orden), fue significativamente méas frecuente en el
grupo de controles (7,2%) que en el de pacientes alcohdlicos (4,2%), al compararlo con
el haplotipo de referencia ATGC (OR = 0,47 ; 1C95%=0,23 — 0,97; P=0,04). Al analizar
este mismo resultado con el programa HAPLOVIEW no se pudo replicar dicha

asociacion, posiblemente por la baja frecuencia de este haplotipo entre ambos grupos.

No hay datos de estudios que hayan evaluado todos los polimorfismos en
conjunto como en nuestro trabajo para poder hacer una comparacion directa de
resultados. Asi, la mayor parte de lo escrito en la literatura hace referencia al
polimorfismo rs279858 y su relacién con otros polimorfismos no estudiados en nuestro
estudio (222); los resultados son contradictorios. En primer lugar, el alelo T del
polimorfismo rs279858 dentro del haplotipo analizado fue mas frecuente dentro de la
muestra control relacionandose con proteccion frente al alcoholismo, como ocurre en
otros analisis realizados previamente.(199,206,211,336) Por otro lado, el alelo A del
polimorfismo rs9291283 dentro del haplotipo ATAC mencionado (correspondiente a
los polimorfismos rs168697, rs279858, rs9291283 y rs894269, por este orden) fue mas
frecuente en alcohdlicos que en controles, aunque este resultado es controvertido debido
a que hay estudios que ponen de manifiesto el alelo C como de riesgo en poblacion

caucasica(199,219) mientras que otros estudios asignan este papel al alelo A, como por
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ejemplo un estudio que valord poblacion europea-americana no hispanica y poblacion

hispanica. (226)

Por otro lado, se ha encontrado asociacion de haplotipos que incluyen el alelo G
(C) del polimorfismo rs279858 con desordenes de ansiedad en mujeres que consumen
alcohol,(344) y también con dependencia alcohdlica, impulsividad y activacion de areas
como la insula izquierda en relacion con la anticipacion y la recompensa en
mujeres.(200,201) Resulta dificil de interpretar esta controversia en los resultados pero,
en todo caso, dada la baja frecuencia del haplotipo ATAC tanto en controles como en

alcohdlicos (7,2% frente a 4,2%), su relevancia clinica parece escasa.

En la muestra sobre poblacién croata del trabajo de Strac y cols.,(216) se
estudiaron tres polimorfismos: rs567926, rs279858 and rs9291283. Al analizar los
haplotipos de estos, se observd alto grado de desequilibrio de ligamiento para rs567926
y rs279858, pero no para rs9291283. No hubo diferencias entre los pacientes
dependientes y controles en general. En los pacientes portadores de haplotipo AC dentro
del grupo dependiente del alcohol, (rs567926 y rs279858 respectivamente), presente en
el 1,6% de la muestra, tenian méas probabilidades tener un comportamiento agresivo y
estaba significativamente mas presente en pacientes con una combinacion de abuso
temprano de alcohol y agresién, segun la clasificacion Cloninger de alcoholismo de tipo
Il. En nuestro trabajo no se tuvieron en cuenta fenotipos relacionados con la
dependencia alcohdlica y los niveles de consumo que es donde la evidencia cientifica ha

arrojado mayor relacién con este polimorfismo. (200, 201, 205, 206, 213,218)
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Poco se ha descrito de los polimorfismos rs8942689 y del rs168697. En estudios
sobre adiccion a la cocaina, se ha visto que el rs8942689 se encuentra en alto LD con
rs9291283, ademas, este polimorfismo se encuentra en una region potenciadora cis y se
ha hipotetizado que pueda representar la variante causal subyacente que contribuye a la
asociacion observada con la adiccion con otros polimorfismos, entre ellos el
rs9291283.(221,340) Sin embargo, en nuestro estudio encontramos desequilibrio de
ligamiento completo entre estos dos polimorfismos, indicando que este SNP representa
una misma sefial en el gen. Un estudio que analizd la dependencia alcohdlica y
fenotipos de consumo en poblacion caucésica analizd tres polimorfismos: rs567926,
rs279858 y rs9291283 encontrandose alto grado de LD entre los dos primeros pero no

para el ultimo tanto en casos como en controles.(216)

Como conclusion, existe evidencia de las contribuciones potenciales de las
variantes del gen GABRAZ2 asi como del analisis de haplotipos en relacién con las
diferentes respuestas subjetivas del alcohol, la varianza de la conducta de beber, vy el
riesgo de la dependencia del mismo.(341) Estas variantes parecen influenciar en los
aspectos heddnicos y gratificantes de la respuesta alcohol, siendo esto biolégicamente
plausible dado que la subunidad a2 es se expresa abundantemente en el cuerpo estriado
y nlcleo accumbens, areas que estan involucrados en el procesamiento hedénico y de la
recompensa.(222) Parece que el polimorfismo rs279858 por si solo modera respuestas
relacionadas con el refuerzo positivo del alcohol y aunque nuestro estudio solo analiz6
cuatro polimorfismos en conjunto, no se puede descartar la posibilidad de que otras
variantes en desequilibrio de ligamiento con rs279858 o que interaccionen con la misma

puedan contribuir a ese refuerzo positivo.(222) Tenemos que considerar que estas
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interacciones pueden ser con genes que codifican las diferentes subunidades, dado que
estas subunidades de los receptores no son iguales entre si y no todos los receptores

GABA-A presentes en una misma neurona, son igual de sensibles al alcohol. (203,341)

Polimorfismos del gen GABRA 6

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion alélica y
genotipica al analizar de forma individual los polimorfismos rs1992647 y rs2197414
con el alcoholismo. Hasta la fecha no tenemos conocimiento de estudios de estos
polimorfismos con dependencia alcohdlica o sobre su papel bioldgico y funcional en

patologia neuropsiquiétrica.

El analisis del polimorfismo rs3219151 (1519T>C) evidenci6é una tendencia a
una distribucion diferente de los genotipos entre alcohdlicos y controles. Los pacientes
alcohdlicos presentaron significativamente mas presencia del alelo T (genotipos CT y
TT combinados) que los controles (80,8% frente a 72,2%), con un OR de 1,62 para el
desarrollo de alcoholismo (IC95%=1,02 a 2,59; P = 0,042). Estudios previos realizados
en poblacion asiatica(200),(188), india(189), europea ( escocesa, alemana, finlandesa)
(228,229) y poblacion nativa del suroeste americano,(97) han encontrado asociacion
con la dependencia del alcohol a través de su alelo T, lo que coincide con nuestros
resultados. Ademas, el genotipo TT se ha asociado con un inicio mas temprano en el
consumo, mayor ingesta de alcohol al dia y mayor duracion de la dependencia del

alcohol. (189)

El meta-analisis del 2014 de Li y cols.,(199)que analiz6 diez estudios para este

polimorfismo, donde se incluyd poblacidén europea, asiatica y los datos del estudio
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SAGE, observé que el alelo T estaba presente en poblacion europea en un 56% de los
casos (43-65%) y en un 50% (44-56%) en poblacion control, a diferencia de lo visto en
poblaciones asiaticas donde las frecuencias son mas bajas (controles sanos 30% [23—
34%)] y casos 32% [25-44%], respectivamente). De los diez estudios analizados, cinco
mostraron mayor frecuencia de este alelo en casos que en controles. Ademas, cuando se
combinaron los datos de todos los estudios, se encontr0 asociacion discreta de ese
polimorfismo con la dependencia alcoholica (OR=1,34; 1C95%1,17- 1,54, P= 0,0004).
Al hacer el analisis de los diferentes modelos de herencia, se encontré que el modelo
dominante presentaba asociacion estadisticamente significativa con la dependencia
alcohdlica, es decir, la comparacion entre genotipo AA y AG con GG (OR= 1,5 IC95%
1,23 a 1,84; P < 0,01).(199) Nuestros datos concuerdan en parte, por tanto, con lo
publicado en la literatura; en nuestro estudio se encontrd esta misma tendencia para el
modelo dominante (OR=1,609; 1C95% 0,994 — 2,606; P=0,053), de tal manera que la
posesion del alelo A (genotipo AA+AG) tiende a asociarse con el alcoholismo. La
limitacién en la significacion estadistica probablemente esta en relacion con nuestro
tamafio muestral, ya que hay fuerte evidencia en la literatura de que la presencia de este
alelo se relaciona con dependencia del alcohol. Algunos estudios han descrito el papel
funcional del alelo T del rs3219151 del GABRAG6 , encontrando una relacion de este
alelo con una mayor respuesta fisioldégica y endocrina al estrés al modular el eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal(347). También se ha mostrado un incremento del riesgo
de suicidio cuando estd presente por empeoramiento de esos niveles de estrés con el
subsecuente incremento de conductas derivadas del mismo como impulsividad,
agitacion, insomnio, ansiedad, depresion, entre otros. (231) Queda pendiente esclarecer

el papel que juega este polimorfismo a nivel molecular y/o funcional con la génesis de
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la dependencia alcoholica pero a la luz de lo publicado en otras entidades, es plausible
la asociacion si se tiene en cuenta la relacion bidireccional del estrés y el

alcoholismo.(343,344)

Estudio de haplotipos del gen GABRAG

En cuanto al analisis de haplotipos de este gen, los datos de nuestro estudio han
evidenciado dos haplotipos con resultados significativos. Al compararlo con el
haplotipo de referencia CTT, el haplotipo GCC (correspondiente a los polimorfismos
rs1992647- rs2197414 - rs3219151, por este orden) fue significativamente mas
frecuente en el grupo de controles que en el de alcohdlicos (OR=0,73; 1C95% 0,54 a
0,99; P=0,04). El haplotipo CTC (correspondiente a los polimorfismos rs1992647-
rs2197414 - rs3219151, por este orden) también fue significativamente mas frecuente
en el grupo de controles que en el de pacientes (OR= 0,56, IC95%= 0,35 — 0,89; P=
0,02) al compararlo con CTT, evidenciando el efecto protector del alelo C en este

polimorfismo para la dependencia alcohdlica.

Un estudio que evalud varios polimorfismos encontrados en el gen cluster
5934 del gen GABA-A en poblacién finlandesa y americana nativa del suroeste con
criterios DSM 111 para dependencia alcoh6lica(97), encontré significacion estadistica en
el andlisis de haplotipos cuando se incluyeron tres polimorfismos del GABRAG para
estas dos poblaciones: GABRA6 1031G>C40, GABRAG6 1236C>T (Pro385Ser)28 y
GABRA6 1519T>C (P = 0.004). También se observé significacion estadistica
haplotipica cuando se incluyeron en el anélisis a los polimorfismos del GABRAG
1236C>T, GABRAG6 1519T>C, GABRG2 IVS9 + 99C>A y GABRG2 IVS10 +

3415A>G (P = 0.01 a 0.03). Lo anterior pone en evidencia la importancia que el
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polimorfismo rs3219151 del GABRA 6 (1519T>C) tiene a la hora de explicar la
dependencia alcoholica. Si bien, no se cuenta con estudios que puedan demostrar que el
alelo T en la region 3’ no traducida del GABRAG sea el responsable de los cambios
funcionales que se pueden presentar, dado que se encuentra cercano a una region en la
que podria estar en desequilibrio de ligamiento con un alelo que podria alterar la
expresion o estructura del gen GABRAG 0 de otros genes adyacentes, se puede inferir
con estos resultados que juega un papel posiblemente importante. Son necesarios otros

estudios para evaluar estos resultados.(234)

VARIANTES GENETICAS DEL SISTEMA DOPAMINERGICO

Polimorfismo del gen del receptor de la dopamina D1 (DRD1)

En nuestro trabajo no hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la
distribucion de frecuencias alélicas o genotipicas del polimorfismo rs4867798 entre
alcoholicos y controles. Se estudi6 recientemente en otro trabajo en poblacién espafiola
tanto en hombres como en mujeres sin encontrar asociacion con la dependencia
alcoholica, por lo que podemos descartar razonablemente que esta variante genética se

relacione con fenotipos relacionados con el consumo excesivo de alcohol. (243)

Polimorfismos del Gen del receptor de la dopamina D2 (DRD2) y de la de la
cinasa ankirina 1 (ANKK1)

No encontramos diferencias significativas en cuanto a la distribucion de
frecuencias alélicas o genotipicas entre alcohdlicos y controles en ninguno de los tres

polimorfismos estudiados de forma individual, rs1800497, rs6277 y rs1799978.
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En cuanto al polimorfismo rs1800497 o comunmente llamado TaqlA y
ampliamente estudiado, si se ha asociado previamente con la dependencia alcohdlica a
través de su alelo menor T, aunque con un tamafio del efecto pequefio.(48:253,254)
Nuestros resultados coinciden, en cambio, con otros estudios publicados que no han
encontrado dicha asociacion.(345,248,256,257) Otro estudio que analizaba los
polimorfismos que subyacen a la adiccion a las drogas encontré que TaglA es la tercera
variante genética mas significativa asociada con fenotipos relacionados con el

alcohol.(351)

Le Foll y cols.,(49) recopilaron en 2009 la cifra de 40 estudios de casos y
controles relativos a este polimorfismo y su asociacion con alcohol. En el analisis global
encontraron un exceso modesto pero significativo de la frecuencia del alelo T en
pacientes dependientes del alcohol. Sin embargo, la verdadera asociacion estadistica se
encontré en aquellos individuos con un grado de dependencia grave por lo que la
heterogeneidad en los resultados de los diferentes estudios podria explicarse desde el
punto de vista fenotipico.(49) De la misma forma un estudio en poblacion coreana,
encontrd asociacion de este polimorfismo a través de su alelo T en pacientes alcoholicos
dependientes con clasificacion de Lesch tipo 1.(352) Como se comentd anteriormente,
este polimorfismo ejerce su influencia sobre ANKK1 que se expresa fundamentalmente
en los astrocitos; estas células tienen un papel importante en el aprendizaje de las
conductas relacionadas con la adiccion asi como en los efectos reforzantes de las
sustancias adictivas. Por tanto, la implicacion de este polimorfismo en los fenotipos
relacionados con el consumo de alcohol podria estar justificada.(255) En nuestro

estudio no disponiamos del andlisis por subgrupos en funcién de la gravedad de la
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dependencia, por lo que no se puede valorar si esta posibilidad afecto los resultados del

estudio.

Un meta-analisis publicado en 2013,(353) analizd los 61 estudios publicados
hasta el 2012 del polimorfismo TagAl y dependencia alcohodlica, 36 de los cuales se
analizaron sobre poblacion europea, 18 en poblacion asiatica y los demas en poblacion
nativa americana, entre otros grupos. El estudio logré recopilar 9590 casos y 9140
controles para su analisis. Se encontr6 que el alelo T del TagAl fue significativamente
maés frecuente en poblacion asiatica que en europea. Sin embargo, en los dos grupos
poblacionales se observé una mayor frecuencia alélica del alelo A1 (T) en pacientes
alcohdlicos al compararse con sus respectivos controles (Asia 42% (27-51%).EI estudio
concluye que existe evidencia de un moderado efecto del polimorfismo TaglA en la
dependencia alcoholica en todas las poblaciones y propone la necesidad de realizar a
futuro un analisis con un tamafio muestral de 15000 sujetos para tener una adecuada

potencia estadistica que permita valorar mejor la asociacion.

Esta claro que la mayoria de estudios en poblacion europea han encontrado esta
asociacion y posiblemente en nuestro estudio el mayor limitante podria estar
relacionado con el tamafio de la muestra. Un estudio espafiol donde se analizaron 103
varones con criterios DSM-I1I para dependencia y que tuvo en cuenta desérdenes de la
personalidad, encontré que el alelo A1 o T estaba presente en el 39% de la muestra
frente al alelo A2 o C; los genotipos se distribuyeron asi en orden y frecuencia: A2/A2,
Al/Al y A1/A2 (61%/5,8%/33%). La presencia de este alelo A2 (C ) se encontrd en
pacientes con dependencia alcohdlica y sobre todo en aquellos que tenian desdrdenes de

personalidad antisocial, de forma significativa.(354) En un estudio de seguimiento a 10
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afios se observdé un incremento de la mortalidad en los portadores de dicho
polimorfismo probablemente relacionado con un incremento en las recaidas al finalizar

un programa de tratamiento.(355)

Aunque se ha descrito que el alelo T se encuentra presente en un 32% de la
poblacién global y un 18,7% en poblacion europea,(261) diferentes estudios han
reportado este alelo T con frecuencias que van desde el 9% hasta 83%,(248,346,350)
siendo los porcentajes mas elevados en poblacion asiatica y australiana.(357) Nuestro
estudio encontré una frecuencia global similar a lo reportado en poblacion europea
(17,4%), sin embargo, y a diferencia de otros estudios, el alelo mas frecuente fue el C
en alcohdlicos que en controles (83,6% frente a 80,6%) y con una frecuencia del alelo T
en este grupo de 16,4% frente a 19,4% en controles, sin llegar a ser esto significativo.
No podemos demostrar que el tamafio de la muestra y la frecuencia baja del alelo T con
respecto a otros grupos poblacionales en nuestro trabajo puedan influir en este aspecto

como se ha podido sugerir en otros estudios. (248,352)

Con estos datos, resulta dificil establecer de forma clara el papel que desempefia
este polimorfismo de forma aislada con el riesgo de desarrollar dependencia alcoholica;
podrian existir otros factores que interactien con el polimorfismo, tales como otras
caracteristicas genéticas. Por ejemplo, este polimorfismo afecta a dos genes que se
encuentran en el mismo cluster (DRD2 y ANKK1) y se sabe que el polimorfismo
rs1800497 se encuentra en alto LD con otros polimorfismos funcionales de DRD2 que
afectan su expresion y splicing (246,353) y que esta situacion podria alterar la expresién

fenotipica en los individuos. Nuestro trabajo, no tuvo en consideracion las
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caracteristicas fenotipicas de los individuos, por lo que no podemos sacar conclusiones

a este respecto

En cuanto al polimorfismo rs6277 (957C>T) varios estudios han encontrado
asociacion de este polimorfismo con la dependencia alcohdlica.(248,353,354) Existe
controversia en la literatura sobre el alelo de riesgo. Un estudio realizado en pacientes
alcohdlicos australianos encontrd que el alelo C, con su genotipo C/C de rs6277 se
asocio moderadamente con la dependencia alcoholica en hombres(253) pero otros
estudios han encontrado la asociacion a través del alelo T.(361) Otro estudio en
poblacién caucésica de multiples familias seleccionadas por la existencia maltiples
casos de dependencia alcohdlica, encontré una asociacion del alelo T y la dependencia
alcohdlica.(252) En el analisis de casos y controles del estudio se evidencidé una
tendencia del alelo T a transmitirse mas frecuentemente en los pacientes alcoholicos
dependientes, cuando se analiz6 en un modelo dominante de regresion logistica, aunque
sin llegar a ser significativo (P = 0.062). En cambio, cuando se analizé dentro del
estudio de asociacién de familias, si se encontrd que los resultados fueron significativos
(P = 0.038). La transmision del alelo T, o alelo de riesgo, del padre a la progenie
afectada fue 1,36 veces mas frecuente que la transmision de un alelo C. De manera
similar, el miembro afectado del par de hermanos, mostré un aumento en la frecuencia
del alelo T (52%) en comparacion con el observado en el miembro no afectado (41%).
Diferentes patrones de transmision alélica de este polimorfismo dentro de familias
maultiples parecen conferir variacion fenotipica. Nuestro estudio no encontrd asociacién
con la dependencia alcoholica aunque nuestros datos revelan una mayor frecuencia del

alelo T en el grupo dependiente que en el control sin ser significativa la diferencia. A la
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luz de los datos, puede haber un componente racial que justifique la diferencia entre
resultados y en nuestro caso, se afiade una posible muestra reducida que permitiera
evidenciar la asociacion y por tanto una falta de potencia estadistica. Respecto a la
plausibilidad bioldgica, no esta claro el papel del alelo T en la dependencia alcohdlica.
Algunos estudios sefialan que podria tener un papel protector para el consumo al
mostrar un aprendizaje de evitacion mejor que los portadores del alelo C.(362) Los
resultados sobre el alelo de riesgo han sido importantes en algunos estudios que han
evidenciado que los miembros no afectos, y que portan el alelo C, presentan mayor

disponibilidad del receptor D2(252) .

El polimorfismo rs1799978 no ha sido previamente estudiado en dependencia
alcohdlica por lo que nuestros resultados no se pueden comparar con otros estudios para
sacar conclusiones. Los polimorfismos estudiados de forma individual podrian tener
efectos pequefios, lo que podria explicar el que no llegara alcanzar el poder estadistico

suficiente para detectar una asociacion.

Andlisis de los haplotipos del gen DRD2 y ANKK1

En nuestro estudio un haplotipo constituido por el alelo C del polimorfismo
rs1800497 (TaqlA), el alelo T del polimorfismo rs6277 (957C>T) y el alelo G del
polimorfismo rs1799978 fue mas frecuente en el grupo de dependientes (7%) que en los
abusadores del alcohol (2%) al compararlo con el haplotipo de referencia CTA para
estos polimorfismos en el orden mencionado (OR=3,62, 1C95%= 1,05 — 12,49;
P=0,042). Sin embargo el estudio de estos tres polimorfismos en conjunto no se ha

hecho previamente en la literatura.
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En el andlisis de haplotipos la mayoria de estudios encuentran relacién con la
dependencia alcoholica y las variantes que contienen el alelo Al (T) para TaglA, asi
como la variante C del polimorfismo 957C>T.(360)'(359) Ponce y cols., analizaron la
interaccion de los polimorfismos TaqlA y el 957C>T en pacientes con dependencia
alcohdlica y que presentaban alteraciones psicopaticas, encontrando que el efecto de
genotipo Al+( heterocigoto y homocigoto para el alelo TaglA Al (T)) sobre el fenotipo
psicopético dependia de la interaccion con el genotipo CC de C957T.(359) Al analizar
estos polimorfismos en poblacidn australiana se observo una mayor frecuencia del alelo
T (83%) del polimorfismo TaglA comparado con nuestro estudio. A pesar de tener un
mayor tamafio muestral y de haber encontrado una frecuencia mayor, tuvieron dificultad
en encontrar asociacion con la dependencia alcoholica al analizar el polimorfismo de
forma independiente; sin embargo, al hacer el andlisis de haplotipos con el
polimorfismo 957C>T, encontraron asociacion significativa con la dependencia del
alcohol a través del haplotipo més frecuente entre los dependientes, el 957C/TagqlAl
(C/T) (P=<0,001), presentando dos veces mas probabilidad de asociacion con

dependencia alcohdlica al compararlo con el haplotipo 957T/TaqlA2(253)

Sin embargo, nuestros resultados haplotipicos significativos incluyen el alelo C
del polimorfismo rs1800497 del ANKK1 y el alelo T del polimorfismo rs6277 del
DRD2 como los alelos de riesgo. Algunos estudios en poblacidn alemana, han reportado
resultados similares, donde variantes haplotipicas que contienen el alelo C del
rs18004971 son mas frecuentes en alcohdlicos que en controles.(289,360). El estudio de
Kraschewski y cols., en poblacion alemana, que tuvo en cuenta antecedentes familiares

para el alcohol, criterios CIE-10 para dependencia alcohodlica y la clasificacion de
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Cloninger, evidencio tras estudiar los polimorfismos -141ins/del, 957C>T, 1385A>G y
TaglA por ese orden, que los haplotipos I-C-G-A2 e I-C-A-Al se presentaron con
mayor frecuencia en alcohodlicos (P = 0.026, OR: 1.340; P = 0,010, OR: 1,521,
respectivamente). Entre los subgrupos analizados por clasificacién de Cloninger y
antecedentes familiares, encontraron que los haplotipos, ICG-A2 e ICA-AL tuvieron
una mayor frecuencia en alcoholicos Cloninger 1 (P = 0.083 y 0.001, OR: 1.917,
respectivamente) y en alcoholicos con antecedentes familiares positivos. También se
observo un haplotipo infrecuente, el D-T-A-A2 (P<0.001, OR: 4.614) que se presentd
mas frecuentemente en individuos con clasificacion Cloninger tipo 2 al compararlo con

controles.(360)

Las diferencias en los estudios a la hora de analizar los polimorfismos de DRD2
y ANKK1 y su relacion con la dependencia de alcohol, podrian tener varias
explicaciones. Por un lado, podria ser que cuando ambos polimorfismos se analizan
juntos en el analisis de genotipado y de haplotipos, la asociacion con dependencia
alcohdlica se hace mas fuerte, siendo estos hallazgos relevantes para apoyar la idea de
gue ambos polimorfismos juegan un rol importante en la dependencia del alcohol y que
el DRD2 vy la region adyacente a ANKK1 se confirman como un clister de
susceptibilidad para esta patologia.(253) La cercania de los genes ANKK1 y DRD2
podria hacer que ambos genes interactuaran en las vias de neurotransmisores, afectando
la vulnerabilidad de una persona a la adiccion y a los rasgos antisociales.(359) Cuando
el polimorfismo TaqglA esta presente, podria influenciar la actividad del gen ANKK1, el
cual a su vez, afecta la expresion de DRD2,(363) pero también puede ejercer su efecto

al interaccionar con polimorfismos como el 957C>T, ya que su proximidad a este
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polimorfismo en el DRD2 puede resultar en un cambio en la regulacion de este gen.
(248, 358) Lo anterior podria ayudar a explicar también la heterogeneidad en los
resultados cuando se analiza de forma individual dicho polimorfismo. Otra explicacion
estaria dada por la existencia e influencia de sustratos genéticos mas complejos, por lo
que estudiar a este gen desde sus variantes de forma individual podria aportar
informacién incompleta; muestra de ello es el estudio realizado por Yang y cols.,
quienes indagaron en esos posibles complejos sustratos genéticos; encontraron una
region genomica mas amplia en el cromosoma 11923 que contiene un gen cluster de
diferentes genes: NCAM1, TTC12, ANKK1 y DRD2 (cluster "NTAD") cuyas variantes
en diferentes regiones del gen cluster se asociaron con el riesgo de dependencia a la
nicotina y la dependencia del alcohol en estudio basado en familias asi como en un
estudio de casos y controles teniendo en cuenta diferentes fenotipos de consumo.

(364,365)

Por lo anterior, los hallazgos encontrados en nuestro estudio, podrian reflejar
diferentes interacciones genéticas en ambos genes que dificultan la interpretacion de la
distribucion genotipica y alélica. Sin embargo, parece plausible la asociacion que
ejercen estos dos polimorfismos cuando se presentan de forma conjunta en la
dependencia alcohdlica y probablemente en rasgos fenotipicos especificos de la misma

gue no se analizaron en nuestro estudio.

Polimorfismo del gen DRD3
Al estudiar de forma individual el polimorfismo rs6280, no se encontraron
diferencias significativas tanto alélicas como genotipicas entre los grupos analizados. Se

observa una mayor presencia del alelo T (genotipos CT y TT) en los pacientes
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alcohdlicos (90,8%) frente a los pacientes controles (88,0%), aunque sin llegar a ser
significativo, P= 0,081. Un estudio realizada en poblacion espafiola de una subcohorte
del European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition cohort (EPIC) que
analizo 1533 pacientes de ambos sexos no encontré asociacién con excesivo consumo
de alcohol definido por ingesta de >70 g/dia para hombres y 42 g/dia para mujeres.(86)
Un meta-analisis realizado en 2015 por Forero y cols., tampoco encontr6 relacion con la

dependencia del alcohol incluyendo la valoracion por grupos étnicos.(314)

Sin embargo, al analizar este polimorfismo desde el punto de vista fenotipico, se
han encontrado varias asociaciones. Un estudio realizado en Corea donde se analizaron
los pacientes segun la clasificacion de Lesch (Lesch Alcoholic Typology), la cual tiene
en cuenta caracteristicas como el sustrato familiar, el psicopatologico y el
neurobioldgico de los individuos consumidores, encontrd asociacién con aquellos
individuos que tenian un fenotipo tipo 1; estos individuos se caracterizan por presentar
muy tempranamente sintomas de abstinencia y craving.(366) Otro estudio en poblacion
coreana encontré relacion del polimorfismo con escalas que valoran la ingesta obsesiva
y compulsiva del alcohol.(367) En nuestro estudio Unicamente tuvimos en cuenta las
caracteristicas que definen a abusadores y dependientes segun la clasificacion DSM-1V,
con lo cual es dificil hacer una comparacién mas precisa. Lo anterior hace evidente la
necesidad de estudiar este tipo de asociaciones teniendo en cuenta los fenotipos de los
individuos. Este polimorfismo quizds podria contribuir en la variacion a la

susceptibilidad al alcoholismo méas que a la génesis del mismo.(278)
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LIMITACIONES GENERALES DE NUESTRO ESTUDIO

En términos generales la inconsistencia en muchos de los resultados de los
diferentes polimorfismos de cada gen analizados en la literatura, incluyendo los de
nuestro estudio y su relacion con la dependencia alcohodlica, puede ser debida a varias

razones:

En primer lugar se encuentra las diferentes formas de definir la dependencia
alcoholica. Por ejemplo, en algunos estudios se han aplicado criterios DSM 111, IV o los
criterios CIE-10. Ademas, en algunos casos se han analizado diversos fenotipos que

muchas veces dificulta la comparacion.

En segundo lugar, el tamafio de la muestra y poder estadistico varian entre los
diferentes estudios individuales y probablemente algunas conclusiones podran extraerse
mejor cuando se cuente con tamafios muestrales mas amplios para ver si pequefios

cambios observados en estudios se correlacionan realmente con esta patologia.

En tercer lugar, un estudio individual de casos y controles podria dar lugar a
una asociacion incorrecta si las poblaciones de las que se extrajeron las muestras
presentan sustanciales diferencias en las frecuencias alélicas.(368) También, se ha
evidenciado una relacion diferente entre las diversas etnias, por lo que resultados

generalizados en los diferentes estudios se deben tomar con cautela.

Otro aspecto a tener en cuenta es que poder determinar claramente cuéles
polimorfismos pueden generar una predisposicion para la dependencia no es del todo

facil dado que algunos de ellos estan implicados en otras patologias psiquiatricas,
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pueden poseer una relacion compleja con otras variantes génicas que también podrian
explicar la enfermedad, sin contar con los factores ambientales que pueden estar
influenciando la expresion de los genes; todo ello hace que sacar conclusiones a partir

de un unico polimorfismo pueda ser complicado y arriesgado en algunos casos.

Muchos de los estudios realizados hasta ahora en general no han mostrado
resultados claros de la asociacion de un determinado polimorfismo con la dependencia
alcohdlica y el problema puede estar dado por la generalizacion de las caracteristicas de
la muestra analizada y no segun caracteristicas que tengan en cuenta el contexto

psicosocial, familiar y biol6gico.(369)

Parece relevante conocer a fondo los posibles mecanismos genéticos implicados
en la dependencia alcohdlica y encontrar los sitios donde cada individuo presenta mayor
susceptibilidad para el consumo patoldgico, para aportar asi un tratamiento mas
individualizado y efectivo y con menos efectos secundarios, (369) pues, de momento, el
tratamiento farmacologico del que actualmente se dispone funciona para algunos

pacientes pero para otros no. (370)
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CONCLUSIONES
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En nuestro trabajo se estudiaron 18 polimorfismos localizados en 8 genes
pertenecientes a los sistemas GABA, dopaminérgico, NPY y BDNF, los cuales estan
involucrados en la fisiopatologia de la dependencia alcohdlica. Las conclusiones

fundamentales del estudio son las siguientes:

1. El genotipo GG del polimorfismo rs6265 (Val66Met) del gen BDNF es més
frecuente en pacientes alcoholicos que en controles, por lo que su presencia podria ser

un factor de riesgo para el desarrollo de alcoholismo.

2. No hay evidencia de la participacion en la dependencia o abuso de alcohol de

los dos polimorfismos analizados del gen NPY.

3. Los dos polimorfismos estudiados del gen GABRAL, analizados tanto de
forma individual como mediante analisis de haplotipos, no muestran asociacién con la

predisposicion genética a la dependencia o abuso de alcohol.

4. Los polimorfismos analizados en el gen GABRA2 no muestran asociacion de
forma individual con la dependencia o abuso de alcohol. Sin embargo, existe 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.

5. Los polimorfismos estudiados del gen GABRAG6 no evidencian asociacion
con dependencia alcoholica de forma individual. Sin embargo, si se encontré una

presencia significativamente mayor de dos haplotipos de este gen en los controles sanos.

6. No hay evidencia de la participacion en la dependencia o abuso de alcohol de
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los polimorfismos analizados del gen del DRD1.

7. No hay evidencia de la implicacion individual en el alcoholismo de las tres
variantes genéticas localizadas en los genes DRD2 y ANKKL. Sin embargo, si se
encuentra una presencia significativamente mayor en un determinado haplotipo de estos
genes en los individuos dependientes, por lo que podria ser un factor de riesgo para

dependencia alcohdlica.

8. No hay evidencia de la participacion en la dependencia o abuso de alcohol del

polimorfismo analizado del gen del DRD3.
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