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Introduccién

IMPORTANCIA DEL CONSUMO DE ALCOHOL

Historicamente, el inicio de la elaboracion y consumo de bebidas alcohdlicas por
el ser humano se sitGa en la Edad de Piedra, dado que se han hallado restos de bebidas
fermentadas en vasijas de 9000 afios de antigiiedad®. Asimismo, en excavaciones
arqueoldgicas de asentamientos humanos en Oriente Medio se han encontrado datos que
indican que se recolectaban uvas para la elaboracién de vino desde hace, por 1o menos,
8000 afios®. Los efectos embriagadores de estas bebidas, asi como su poder antiséptico y
la seguridad que este le conferia a su consumo, hicieron que diferentes culturas
utilizasen las bebidas alcohdlicas como bebida habitual de consumo diario, ademés de
como droga y elemento fundamental en las relaciones sociales. Todo esto se ve
reflejado en las multiples referencias a su consumo en escritos egipcios, griegos y
romanos, asi como en la Biblia. Dependiendo de la localizacion geogréfica de cada
pueblo, los ingredientes utilizados para la elaboracion de la bebida alcohdlica podian
variar, desde la uva en Oriente Medio a diferentes frutas y hierbas en el antiguo Egipto®

o el cacao en Centroamérica’, pero siempre con fines similares.

Tras el descubrimiento del proceso de destilacion por los arabes en la Edad
Media, comenzaron a producirse bebidas de mayor graduacion, siendo denominadas con
la palabra al-khul o al-ghaul ("el espiritu”, "sustancia pulverizada” o "liquido

destilado™), término del que proviene la actual palabra alcohol.

Los efectos nocivos del consumo de alcohol se conocen también desde la
antigiiedad, persistiendo el debate entre defensores y detractores del mismo desde
entonces. Hoy en dia es posible afirmar que el consumo de alcohol supone un
importante problema de salud, asocidndose a numerosas enfermedades. Segun un
informe publicado por la Organizacion Mundial de la Salud en 2002, el 4% de la

morbilidad mundial, entendida como afos de vida perdidos ajustados por discapacidad,
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y el 3,2% de la mortalidad mundial (1,8 millones de muertes) es atribuible al consumo
de alcohol®. Este dato ha sido confirmado en estudios sobre poblacion espafiola,
representando la mortalidad atribuida al alcohol entre el 2 y el 2,5% de la mortalidad

total en el afio 2004°.

El conjunto de trastornos asociados al consumo de alcohol abarca alrededor de
60 patologias y problemas sociales derivados del mismo’. Entre ellas, cabe destacar las
enfermedades  cardiovasculares  (hipertension  arterial,  arritmias  cardiacas,
miocardiopatia), digestivas (hepatitis alcohdlica, cirrosis hepética, pancreatitis,
neoplasias), neuroldgicas (encefalopatia de Wernicke, polineuropatia, degeneracion
cerebelosa) o psiquiatricas (psicosis, dependencia alcohdlica). De igual forma, se
encuentra relacionado con episodios de violencia doméstica, suicidios y accidentes tanto

de trafico como laborales®.

EL CONSUMO DE ALCOHOL EN ESPANA

El consumo de alcohol en Espafia se situaba en el afio 2005 por debajo de los 10
litros de alcohol por habitante y afio, permaneciendo todavia entre los 30 paises con
mayor consumo del mundo, pero con una clara tendencia descendente tras haber

alcanzado un pico de consumo de casi 18 litros por habitante y afio en 1980°.

Segun los datos recogidos en Espafia en la ultima Encuesta Nacional de Salud,
realizada en 2011, alrededor del 66,3% de los espafioles afirmaban haber consumido
bebidas alcohdlicas al menos una vez en el Gltimo afio, siendo el porcentaje en varones
del 78,9% y en las mujeres del 54,2%. EIl grupo de edad en el que esto era mas frecuente
correspondia al comprendido entre los 25 y los 64 afios. En dicha encuesta, tan solo un

33,7% de los esparioles afirmaban no consumir bebidas alcohdlicas nunca, mientras que



Introduccién

un 12,7% admitian un consumo diario de este tipo de bebidas'®. Estos datos son
similares a los correspondientes a la Gltima Encuesta Europea de Salud, publicada en
2009". En lo que respecta a la Comunidad Auténoma de Castilla y Leén, los
porcentajes son discretamente inferiores y han sufrido un descenso paulatino en los
ultimos afios: el 60,3% del global de la poblacion (74% de los varones y 46,9% de las

mujeres) admitian el consumo de alcohol en, al menos, una ocasién en el Gltimo afio™®.

La bebida alcohdlica méas consumida entre aquellos que beben a diario en
Esparfia es el vino: 15,2% de la poblacion. En lo que se refiere al consumo durante los
fines de semana, sin embargo, la bebida mas consumida es la cerveza, con un porcentaje
de poblacién que afirma consumir cerveza en esos periodos del 42,9%. En cuanto al
consumo global, es también la cerveza la bebida alcohdlica més consumida en la

actualidad en Espana.

Aunqgue no se conoce la cifra con exactitud, se estima que alrededor del 5,5% de
la poblacion entre 15 y 64 afios era bebedora de riesgo en 2005 (definido como
consumo superior a 40 g diarios de alcohol en los hombres y 20 g en las mujeres)*?. En
relacion con las intoxicaciones etilicas, durante el afio 2011 un 41,3 % de los hombres y
un 23,5% de las mujeres con edades comprendidas entre los 15 y los 34 afios se habia

emborrachado alguna vez en los Gltimos 12 meses*>.

La edad media de inicio en el consumo regular de alcohol en Espaiia es de 17,8
afios (DE [desviacion estandar]=4,2), siendo algo superior en mujeres (18,8 afios;
DE=5,1) que en hombres (17,1 afios; DE=3,2). En lo que respecta al primer contacto
con el alcohol e inicio de su consumo puntual, la edad media es mucho menor,
situandose en torno a los 14 afos. Entre los jovenes de 14 a 18 afios, el 75,1% habia
probado alguna vez el alcohol en 2010, un 73,6% lo habia consumido en el Gltimo afio y

el 63% en el ultimo mes. Precisamente, el consumo de alcohol entre los estudiantes de
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este grupo de edad se concentra en el fin de semana y considerando el 63% que habia
consumido bebidas alcohdlicas en los ultimos 30 dias, un 99,8% lo habia hecho en fin
de semana. Un 58,8% de los estudiantes de entre 14 y 18 afios se habia emborrachado
alguna vez en la vida y el 35,6% lo habia hecho en el Gltimo mes'. En resumen, el
consumo de alcohol se encuentra muy extendido en la poblacién espafiola en todos los
grupos de edad, aunque con mayor importancia en los individuos méas jovenes, lo que
refleja la gran aceptacion social del mismo y el estrecho vinculo que mantiene con los

eventos y relaciones sociales.

Consecuencias del consumo de alcohol en Espafia

Segln los ultimos datos disponibles, en 2008 se produjeron en Espafia 24339
defunciones relacionadas con el consumo de alcohol, aunque la tasa de mortalidad
ajustada por edad experimentd una reduccion del 25% en hombres y del 21% en
mujeres entre 2000 y 2008". El nimero de muertes atribuibles directamente al consumo
de alcohol también se redujo desde el afio 2004 (8418 defunciones, 2,3% del total) al
afio 2008 (1626 muertes)™. En Castilla y Ledn estos porcentajes se sittian por debajo de
la media nacional, suponiendo un 1,9% de la mortalidad global. Si analizamos los datos
segun la causa de la muerte, resulta llamativo que el 40% de las defunciones fueron
debidas a accidentes, suicidios y homicidios en los que hubo asociacién con el consumo
de alcohol®®. Estos datos, en conjunto, suponian en 2004 un total de 124531 afios
potenciales de vida perdidos por causas relacionadas con el consumo de alcohol*®. Si
bien las cifras son todavia alarmantes, suponen una clara mejoria con respecto a los
afios previos, teniendo en cuenta que en los afios 80 en Esparia la mortalidad relacionada
con el consumo de alcohol se situaba en torno al 5,5-6% del total y en la década de los

90 alrededor del 4,5-5,5%, segln la region estudiada'’?°. Ademés, estos porcentajes
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varian en funcion del grupo de edad, como muestra un estudio realizado en la ciudad de
Barcelona entre 1997 y 2006, en el que se estimd que el porcentaje de muertes
atribuibles al alcohol en la poblacion analizada era del 3,3%, ascendiendo hasta el
19,4% en el grupo de edad comprendido entre los 25 y los 34 afios**. El riesgo de
muerte por causas relacionadas con el consumo de alcohol se asocia de forma directa
con la cantidad de alcohol consumido. Asi, en Europa se estima que un consumo de 60
gramos de alcohol al dia supone un riesgo anual de muerte por alguna causa relacionada

con el alcohol del 9% para los hombres y del 8% para las mujeres®.

La estimacion del coste socioecondmico derivado del consumo del alcohol en
nuestro pais resulta muy complicada, dado que para realizarla es necesario tener en
cuenta los datos de mortalidad prematura y afios potenciales de vida perdidos, asi como
el absentismo asociado y las bajas laborales secundarias a los numerosos trastornos,
enfermedades y accidentes asociados al consumo de alcohol. Con estas limitaciones, en
un estudio realizado en 2007 se estimaba un impacto anual de 2670 millones de euros

sobre el sistema productivo espafiol®.

CONSUMO DE RIESGO, ABUSO Y DEPENDENCIA

A pesar del constante debate entre defensores y detractores del consumo de
alcohol y del posible efecto beneficioso de pequefias cantidades del mismo sobre cierto
tipo de patologias®®, existe un umbral y unas caracteristicas de consumo que estan
claramente asociados al desarrollo de multiples enfermedades y problemas de salud. La
formula tradicional de calculo de la cantidad de alcohol consumida, basandose en el
volumen y graduacion de las bebidas, ha sido sustituida por otra mas simple y estandar
para cada pais. Asi, en la practica clinica diaria se utiliza la cuantificacion del consumo

de alcohol en unidades de bebida estandar (UBE). En Espafia, la UBE se corresponde
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con 10 gramos de alcohol, es decir, una consumicién de vino (100 mL) o cerveza (200
mL), o media consumicién de destilados o combinados (25 mL)®. De esta forma,
podemos cuantificar el consumo de riesgo como mas de 2 UBE diarias para las mujeres
0 més de 4 UBE para los varones, o bien el consumo de mas de 17 UBE semanales para
las mujeres y de més de 28 UBE para los varones®. Estos valores equivalen a los
considerados como consumo de riesgo por la OMS y la Comision Europea: més de 20
gramos de alcohol diarios para las mujeres y 40 gramos para los varones. También se
cataloga como bebedor de riesgo a aquella persona que consume gran cantidad de
alcohol en poco tiempo (6 0 mas UBE para los varones y 4 o mas UBE para las mujeres
en un periodo de dos horas), al menos una vez al mes. Esta conducta se conoce como
“consumo concentrado de alcohol”, “consumo en atracones” o ‘“botellon” (binge

drinking) y es un patrén de consumo habitual de muchos jovenes en Espafia y otros

paises europeos™.

Otros conceptos importantes son los de abuso y dependencia del alcohol, ambos
referidos a un consumo excesivo, inapropiado y potencialmente perjudicial de alcohol
pero con criterios y connotaciones diferentes?”?. Por un lado, para identificar un
consumo abusivo de alcohol el individuo debe haber presentado en los doce meses

previos al menos uno de los siguientes sintomas:

-Consumo recurrente que conlleva ausencias repetidas de su puesto de trabajo o

incapacidad para ejercer su actividad laboral (o formativa en el caso de un estudiante).

-Consumo recurrente en situaciones que implican un riesgo fisico, como la

conduccion de automaviles o0 maquinaria.

-Problemas legales derivados del consumo de alcohol, como detenciones o

denuncias por desorden publico.
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-Consumo continuado de alcohol a pesar de la aparicion de problemas sociales o
en las relaciones interpersonales derivados del mismo (discusiones, peleas, conflictos en

la pareja).
-Ausencia de criterios de dependencia alcohdlica.

En el caso de la dependencia del alcohol, el individuo debe haber presentado en

los doce meses previos al menos uno de los siguientes problemas:

-Desarrollo de tolerancia (necesidad de aumentar el consumo para alcanzar los
efectos deseados o ausencia de signos de intoxicacion con consumos que previamente si

los provocaban).

-Aparicion de sintomas de abstinencia (desarrollo de un sindrome de abstinencia

completo o consumo de alcohol para evitar su aparicion).

-Pérdida de control sobre el consumo (consumo de mayor cantidad y durante

mas tiempo del deseado).
-Deseo persistente de consumo de alcohol o imposibilidad para abandonarlo.

-Inversion de gran cantidad de tiempo en actividades destinadas a adquirir

alcohol para su consumo o en recuperarse de los efectos del mismo.
-Abandono de actividades sociales, laborales o de ocio para consumir alcohol.

-Consumo continuado de alcohol a pesar de conocer su relacion con problemas

fisicos o psicoldgicos ya establecidos.

El presente trabajo se ha realizado de acuerdo a estos criterios, vigentes durante
el periodo de reclutamiento de pacientes de acuerdo al manual DSM-IV?%. Sin embargo,
consideramos de interés resefiar que en el momento actual, el recientemente publicado

manual DSM-V reduce los diagndsticos de abuso y dependencia alcoholica a una unica
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entidad denominada trastorno por uso de alcohol®. Los criterios utilizados para el
diagnéstico de esta entidad incluyen la mayor parte de los sintomas y signos
clasicamente atribuidos al trastorno por dependencia del alcohol, como el desarrollo de
tolerancia al consumo de alcohol, sintomas secundarios a la abstinencia de dicho

consumo o pérdida de control sobre el consumo del mismo?.

MECANISMOS DE LESION INDUCIDA POR EL ETANOL: INFLAMACION Y

DANO TISULAR

En los ultimos afios se ha estudiado extensamente la base fisiopatoldgica de los
diferentes trastornos relacionados con el consumo de alcohol, lo que ha propiciado el
descubrimiento de multiples mecanismos implicados en la lesion organica inducida por
etanol en oOrganos y tejidos. Entre estos procesos fisiopatoldgicos, tiene gran
importancia la alteracion provocada por el alcohol en el sistema inmune en general y en
la respuesta inflamatoria en particular®®. Mientras que la intervencion de la respuesta
inmune en el desarrollo de hepatopatia alcohélica es bien conocida®, también se ha
sefialado recientemente que el consumo de alcohol puede inducir neuroinflamacion y
lesion cerebral, e incluso que estos procesos podrian estar involucrados en el desarrollo
de la adiccion al alcohol®. Acorde con el objetivo general de nuestro trabajo, esta
“Introduccidon” se limita al analisis el efecto del alcohol sobre la respuesta inflamatoria
en los tejidos hepético y cerebral, sin profundizar en el resto de trastornos organicos

relacionados por alcohol.

10
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Alcohol e inflamacién hepatica

La enfermedad hepatica alcoholica (EHA) abarca la esteatosis hepética, la
hepatitis alcohdlica y la cirrosis hepética, con una gran variabilidad individual en la
susceptibilidad al desarrollo de cada una de ellas. ElI consumo de alcohol, junto con la
infeccion crénica por virus de la hepatitis C, es en los paises occidentales la primera
causa de cirrosis hepatica, que es la forma més grave de afectacion hepética por el
alcohol. Los mecanismos fisiopatologicos de la lesion hepatica comprenden, por un
lado, el efecto tdxico directo del etanol, y por otro, las alteraciones provocadas por el
alcohol en el sistema inmune (figura 1). Ambos procesos se encuentran relacionados vy,
en conjunto, pueden contribuir a esclarecer la fisiopatologia de los procesos de necrosis
y apoptosis celular, inflamacion y fibrosis que provoca el alcohol sobre el tejido

hepatico.

Figura 1: Mecanismos de lesidn hepatica inducida por el alcohol.
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Efecto toxico directo del etanol

El 90% del alcohol ingerido se metaboliza en el higado a través de dos vias: la
enzima alcohol-deshidrogenasa (ADH), que utiliza como cofactor el nicotinamin-
adenin-dinucledtido (NAD) y la via del citocromo P450 2E1 (CYP2EL). El producto
final de ambas vias es el acetaldehido, que posteriormente es oxidado a acetato en las
mitocondrias mediante la enzima aldehido-deshidrogenasa (ALDH)**. Este metabolismo
del etanol condiciona por si mismo un dafio hepatocelular a través de los mecanismos

que se detallan a continuacion:

a) Alteracion del metabolismo celular e induccion de estrés oxidativo

En el contexto de un consumo crénico de alcohol, se incrementa el porcentaje de
oxidacion del mismo a través del CYP2EL, con lo que se generan radicales libres de
oxigeno (RLO) que contribuyen a la fibrosis hepética y activan una serie de mediadores
proinflamatorios, como el factor nuclear kappa B (NFkB)®. Ademas de por esta via, la
metabolizacion del alcohol mediada por la enzima ADH también genera RLO en los
hepatocitos y el consumo de alcohol induce en las células de Kupffer la produccion de
6xido nitrico (NO) y la reduccién de NAD a NADH®. La presencia de estos elementos
provoca un dafio en las macromoléculas celulares a través de la peroxidacion lipidica y

la oxidacion del ADN y las proteinas®’.

b) Toxicidad de metabolitos

El acetaldehido generado durante el metabolismo del alcohol es considerado
clave en la patogenia de la hepatopatia alcohdlica. Esta sustancia se ha relacionado con
el dafio celular, la inflamacion, el remodelado de la matriz extracelular y la
fibrogénesis®. Su gran capacidad de unién a otras moléculas, formando complejos

conocidos como aductos®®, provoca una modificacion de la accion de las mismas, que se

12
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comportan como neoantigenos y podrian desencadenar una reaccién inmune mediada
por células CD8+ citotéxicas’’. Ademés, el acetaldehido esta implicado en la
estimulacion de las células estrelladas hepéticas, que intervienen en el desarrollo de la

fibrosis hepatica™.

¢) Aumento de la permeabilidad intestinal

El efecto toxico del acetaldehido es uno de los responsables del aumento de la
permeabilidad intestinal inducido por el alcohol”. Y una de las principales
consecuencias de esta alteracion es el paso al torrente sanguineo del lipopolisacarido
(LPS), o endotoxina, de la pared celular de bacterias Gram negativas*’. Los complejos
formados por el LPS y la proteina de union al mismo (LBP, lipopolysaccharide-binding
protein) se unen a los receptores CD14 de las células de Kupffer, activando los
receptores de tipo Toll 4 (Toll-like receptors 4, TLR4). Dicha activacion desencadena la
produccion de numerosas citocinas proinflamatorias a través de la via del NFkB, entre
las que destaca el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)**, que contribuyen al aumento

del estrés oxidativo, a la produccién de otras citocinas y a la induccion de apoptosis de

hepatocitos, perpetuando y favoreciendo la progresion del dafio celular hepético®.

Activacion del sistema inmune por el alcohol

Los mediadores fundamentales de la activacion la respuesta inmune tras el
consumo crénico de alcohol son los receptores TLR4, ya citados, presentes en diferentes

celulas del sistema inmune, fundamentalmente del sistema monocito-macrofago.

Como se ha comentado, el aumento de la permeabilidad intestinal inducido por
el consumo de alcohol favorece el paso de LPS bacteriano al torrente sanguineo, capaz

de estimular los receptores TLR4, que a su vez desencadenan la activacion de la via del
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NFkB. Todo ello conlleva finalmente un aumento en la produccion de diferentes
citocinas proinflamatorias que inducen la activacién del sistema inmune®®. El proceso de
activacion de esta via se refleja en la figura 2, donde se especifican las proteinas y

complejos mas relevantes que intervienen en el mismo*™°.

Figura 2: Via de activacion de la respuesta inflamatoria TLR4/NFkB en
macrofagos expuestos a la accion del alcohol.
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TLR4: Receptor de tipo Toll 4. LPS: lipopolisacéarido. CD14: antigeno de diferenciacién 14.
MD-2: antigeno linfocitario 96 de union. NADPH: nicotin-adenin-dinucle6tido fosfato.
IRAK1/4: quinasa asociada al receptor de interleucina 1 tipos 1/4. TRAF®6: factor asociado al
receptor de TNF tipo 6. MyD88: proteina de diferenciacion mieloide 88. TRIF: proteina
adaptadora inductora de interferon (. TBKI1: quinasa de unidon al regulador de
retroalimentacion negativa 1. IKKe: quinasa de inhibicion del factor nuclear kappa B.
MAPK: protein-quinasas activadas por mitogenos. IkB: proteina inhibidora del factor
nuclear kappa B. NFkB: factor nuclear kappa B. AP-1: proteina activadora tipo 1. IRF3:
factor regulador de interferon tipo 3. IFN: interferon beta. TNFa: factor de necrosis tumoral
alfa. Modificado de Mandrekar y Szabo™.

Es interesante destacar que el etanol induce un aumento de la sintesis de los
propios receptores TLR*', lo que podria constituir un mecanismo de perpetuacion de la
respuesta inflamatoria inducida por esta sustancia. De igual forma, la muerte
hepatocitaria amplifica todavia mas esta respuesta, ya que la fagocitosis de restos

celulares necrdticos por las células de Kupffer aumenta la expresion de NF«xB y
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TNFa™. La importancia de esta via en la patogenia de la EHA ha sido comprobada a
través de estudios realizados en animales de experimentacion®. Entre ellos, cabe

52
l.

destacar el realizado por Hirtz et al.”*, que demostré que los ratones knock-out para

TLRA4 estaban protegidos frente al desarrollo de hepatopatia alcohdlica.

En este contexto, adquiere relevancia el descubrimiento de nuevas moléculas de
RNA de pequefio tamafio, conocidas como micro-ARN y capaces de actuar como
moduladores de la respuesta inflamatoria, sobre todo a través de una regulacion
postranscripcional de la expresion génica, como se detallard mas adelante. En el caso de
la via TLR4/NFxB, pueden actuar en varios puntos; por ejemplo, regulando a las
quinasas asociadas al receptor de interleucina 1 (IRAK, interleukin 1 receptor
associated kinase) y 2, al NFkB o al TLR4>. En el caso concreto de la EHA, algunas de
estas moléculas, como miR-155, se han relacionado con un aumento de la produccion
de TNFa asociado a la hepatopatia alcoholica®. Otras, como miR-122, se han vinculado
sobre todo con otros tipos de hepatopatia, aunque probablemente también jueguen un

papel en la EHA®,

Ademas del papel clave que desempefia en la EHA el exceso de respuesta
inflamatoria mediado por el sistema monocito/macréfago, el alcohol también disminuye
la produccién de macréfagos®®, modifica su interaccién con los linfocitos T° y
disminuye el nimero y la capacidad citotéxica de las células NK en la cirrosis
hepética®. También es capaz de activar y reclutar hacia el tejido hepatico diversas
células efectoras del sistema inmune, a través de modificaciones en la expresion de
moléculas HLA*®, la formacion de aductos® o la secrecién aumentada de citocinas

como la 1L-12406162

Finalmente, entre otros mecanismos, la activacion progresiva de las diferentes

células que participan en la respuesta inmune inducida por el alcohol a traves de las vias
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comentadas, termina por activar también a las células estrelladas hepaticas (células de
Ito), provocando un desequilibrio entre la formacion y degradaciéon de colageno en la
matriz extracelular, lo que conduce al desarrollo de fibrosis hepética® (figura 1, pagina
23). Todos estos procesos estan potencialmente modulados por micro-ARN especificos,
dado su papel como reguladores clave de la gran mayoria de procesos fisiologicos y

patoldgicos®* .

Alcohol y neuroinflamacion

El consumo de alcohol provoca diversas alteraciones a nivel cerebral, con un
espectro muy amplio que abarca desde manifestaciones de dependencia y abstinencia
del alcohol hasta enfermedades neuroldgicas degenerativas, como la encefalopatia de
Wernicke. En la gran mayoria de ellas se han descrito procesos de neuroinflamacion que

parecen ser una parte fundamental de su fisiopatologia.

Esto no es extrafio si consideramos que los procesos de neuroinflamacion,
ademas de estar implicados en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer®’, parecen desempefiar también un papel clave en la fisiopatologia de los
trastornos adictivos y el abuso de sustancias®®®. De hecho, los datos existentes en la
actualidad ya apuntan a que la propia adiccién al alcohol, al igual que la tolerancia al

mismo, podria estar relacionada con procesos inflamatorios a nivel cerebral .

En este sentido, la actividad inflamatoria mediada por la via de TLR/NF«xB
parece implicada en la patogenia de las adicciones, dado que se ha demostrado un
aumento de la expresion de NFkB en el cerebro, asi como de diferentes citocinas
proinflamatorias, en pacientes alcohélicos y en adictos a otras sustancias’>’?. Mas

concretamente, se ha detectado la produccién de TNFa®® o IL-18" en astrocitos y
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células de la glia a través de la via del NFxB™ tras su exposicion al etanol. Asimismo,
se ha observado que, a largo plazo, la respuesta inflamatoria a nivel cerebral inducida
por el alcohol es capaz de perpetuarse mediante mecanismos de retroalimentacion
positiva que incrementan la expresion de receptores de citocinas, TLR y la produccion

de radicales libres, con el correspondiente aumento del estrés oxidativo™".

De todos los mecanismos estudiados, la activacion de los receptores TLR,
presentes en la superficie de células gliales, astrocitos y otras células del sistema
nervioso central, es el que ha cobrado mayor relevancia en los ultimos afios como piedra
angular de la neuroinflamacion’®’’; de esta forma, parece jugar un papel capital en la

|78,79

inflamacién en el SNC provocada por el consumo de alcoho , al igual que sucede en

la inflamacion asociada con la hepatopatia alcohdlica.

De esta forma, la interaccién entre el LPS y los receptores TLR4 en el cerebro
provoca la sintesis de citocinas proinflamatorias, y el desencadenamiento de procesos
neurodegenerativos®®. Dicha activacién se encuentra mediada por proteinas
intracelulares como IRAK1, IRAK2 e IRAK4® y MyD88%, de forma similar a lo
descrito en la hepatopatia alcohdlica. Ademas de este mecanismo, en los Gltimos afios
varios estudios han demostrado la activacion de astrocitos, microglia y macrofagos en
cultivos de tejido cerebral inducida directamente por el alcohol a través de los
receptores TLR4%®° y también de otros receptores como TLR2 y TLR3™®. Estos
hallazgos implican que, a nivel cerebral, el alcohol estimularia estos receptores

independientemente de los niveles de LPS bacteriano.

Al igual que ocurre con la inflamacion presente en el contexto de la hepatopatia
alcohdlica, determinados micro-ARN pueden jugar un papel relevante en el control de
la neuroinflamacion inducida por el alcohol. Esto se ha comprobado recientemente en

ratones al estudiar el miR-155"®, implicado en la inflamacién inducida por el consumo
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de alcohol a través de la via del TLR4. En humanos, se ha descrito la presencia de un
perfil especifico de expresion de micro-ARN en el cerebro de pacientes alcoh6licos®®®’
y el hecho de que parte de los micro-ARN sobre- o infra-expresados tengan como
dianas potenciales genes que codifican proteinas implicadas en la via TLR4/NFkB,

constituye una importante base para la hipotesis de que los micro-ARN actlen como

reguladores de la neuroinflamacion inducida por el alcohol.

PAPEL DEL MICRO-ARN EN LA INFLAMACION VINCULADA AL

CONSUMO DE ALCOHOL

Las moléculas de micro-ARN son reguladores clave de numerosos procesos
bioldgicos, entre ellos la respuesta inflamatoria. Estas moléculas de ARN fueron
descritas inicialmente en Caenorhabditis elegans en 2001%, y desde entonces
numerosos estudios han mostrado su implicacién en enfermedades digestivas®,
neurologicas™, cardiovasculares™, renales™, respiratorias y de otros 0rganos,

fundamentalmente oncoldgicas®™.

Los micro-ARN se transcriben a partir de regiones de acido desoxirribonucleico
(ADN), pero no son traducidos a proteinas. Durante su transcripcion se sintetizan dos
cadenas complementarias que forman una estructura en horquilla de ARN bicatenario,
precursora del micro-ARN, que posteriormente es modificado por varias enzimas hasta
dar lugar al micro-ARN maduro® (figura 3). Posteriormente, llevan a cabo su accién
reguladora sobre la expresion génica fundamentalmente por mecanismos post-
transcripcionales®™. En general, se cree que es necesaria la unién de varios micro-ARN a
diferentes puntos diana para llevar a cabo su accion. Ademas, un mismo micro-ARN
puede regular la expresion de multiples genes, cada uno de los cuales puede, a su vez,

ser regulado por multiples micro-ARN®,
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Figura 3: Mecanismo de accion del micro-ARN.
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A partir de los genes que codifican micro-ARN se transcriben precursores que, tras la
accion de enzimas como Drosha, forman micro-ARN maduro que es exportado al
citoplasma. Una vez alli, la enzima Dicer procede a la separacion de las dos hebras, tras
la cual la hebra antisentido se integra en el complejo proteico RISC (RNA-induced
silencing complex). Una vez activado dicho complejo, puede ejercer su accion reguladora
mediante la degradacion directa del ARNm o a través del bloqueo de la traduccion en los
ribosomas.

En muchos casos en los que un determinado micro-ARN estd implicado en el
desarrollo de una enfermedad, se encuentra un aumento o disminucion de su expresion,
con el consecuente aumento o disminucion de la inhibicién de la expresion de otros
genes®®. La deteccion de la sobre- o infraexpresion de micro-ARN en diferentes
enfermedades podria, por tanto, utilizarse como marcador de enfermedad o como factor
prondstico. Asi, miR-135 se ha descrito como marcador de cancer colorrectal®; y miR-
125 y miR-96 como marcadores pronésticos en hepatocarcinoma o cancer de préstata®

respectivamente.

19



Introduccion

Por otro lado, los micro-ARN pueden ser también dianas terapéuticas, dado que,
modificando su expresion, se puede modular la de otros genes implicados en el
desarrollo de enfermedades (p. ej., oncogenes). En este campo se han intentado
desarrollar farmacos que modulen o bloqueen la expresion de algunos micro-ARN cuya
asociacion con determinadas enfermedades ha sido probada®™, y recientemente se ha
comunicado la eficacia de un farmaco que inhibe al miR-122 en el tratamiento de la

infeccion por hepatitis C .

Inflamacion y micro-ARN

Las diferentes moléculas de micro-ARN desarrollan su accion en practicamente
todos los puntos de la respuesta inmune primaria y secundaria®, actuando incluso como

reguladores del desarrollo y diferenciacion de células del sistema inmune®®.

En lo que respecta a la inmunidad innata, juegan un papel fundamental en la
diferenciacion y desarrollo de monocitos, macrofagos y neutréfilos. Por ejemplo, miR-
155 y miR-223%" actian a través de la via TLR4/NFkB para llevar a cabo su accion
reguladora®, siendo capaces de desencadenar una serie de estimulos que conducen a la
produccion de diferentes citocinas proinflamatorias. La activacion de esta via también
aumenta la expresion de otros micro-ARN, cuya funcién es la de actuar como
inhibidores de la expresion y el acoplamiento de proteinas necesarias para la
transmision de estas sefiales, es decir, realizan una funcién de retroalimentacion

negativa (figura 4).
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Figura 4: Sistema de retroalimentacion negativa a través de micro-

ARN en la via TLR4/NFkB.
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TLR4: receptor tipo Toll 4. MYDB88: proteina de diferenciacion mieloide
primaria 88. IRAK 1/2/4: quinasa asociada al receptor de interleucina
1/2/4. TRAF 6: factor asociado al receptor de TNF tipo 6. TAKL1: quinasa
activada por el factor de crecimiento transformante beta 1. TAB 1/2:
proteinas de union a TAKL 1/2. IKK: quinasa de inhibicion del factor
nuclear kappa B. MAPK: protein-quinasas activadas por mitégenos. IkB:
proteina inhibidora del factor nuclear kappa B. NFxB: factor nuclear
kappa B. Modificado de O"Neill et al®.

Se han identificado numerosos micro-ARN que regulan esta via de respuesta

inflamatoria en distintos puntos, de los que se exponen a continuacion algunos de los

mas representativos:

-Inhibicion directa de la expresion de los receptores TLR4 en la membrana

celular, como realizan diferentes micro-ARN de la familia let-

7100,101.

21



Introduccion

-Inhibiciéon de la expresion de proteinas implicadas en la via TLR4/NFKB:
IRAK1, IRAK2 y el factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) son inhibidos por

miR-146a'%1%, Otras proteinas de esta via son inhibidas por miR-155, miR-145 y miR-

34896,104-106

-Inhibicién de factores de transcripcion: asi actda, por ejemplo, miR-9 sobre el

NFKB1 o miR-155 sobre FOXP3 o C/EBPB"108,

-Inhibicién de la expresion de citocinas: se han encontrado dianas especificas
para diferentes micro-ARN en multiples genes que codifican citocinas, muchos de ellos
regulados por varios micro-ARN'®. Algunos ejemplos relevantes son la regulacion de

IL6 por let-7'° o de 1L10 por miR-106"".

-Inhibicion de reguladores de sefial: se han identificado dos micro-ARN
principales que cumplen este papel, miR-21 y miR-155. El primero regula la produccion
de 1L-10'"? y el segundo la de TLR4™3, por lo que juegan un importante papel en la

modulacion de la respuesta inflamatoria.

Asi pues, la accion reguladora de los micro-ARN sobre la activacion de la
respuesta inflamatoria a través de la via TLR4/NFKB tiene lugar en casi todos los
puntos de la misma, por lo que cualquier pequefia alteracion en esta funcion reguladora
podria conllevar un aumento o disminucion de la respuesta inflamatoria y el desarrollo
de diferentes enfermedades. Es importante destacar también que los efectos
pleiotrépicos de los micro-ARN y los diferentes puntos de control y de
retroalimentacion de la respuesta inflamatoria hacen dificil esclarecer de forma
completa el papel de cada micro-ARN en la inflamacion, asi como estimar a priori el

papel de un micro-ARN determinado en una enfermedad especifica.

22



Introduccién

Alcohol y micro-ARN

El efecto modulador de los micro-ARN sobre préacticamente todos los procesos
bioldgicos los involucra en la lesion causada por el consumo de alcohol. De hecho,
recientemente se ha puesto de manifiesto la relacion entre el consumo excesivo de
alcohol y determinados micro-ARN, fundamentalmente por lo que respecta a los efectos

del alcohol en el higado y en el SNC.

En cuanto al dafio hepatico inducido por alcohol, la mayoria de los estudios
realizados que analizan el papel patogénico que desempefia en el micro-ARN se han
llevado a cabo en modelos animales. En este sentido, se ha demostrado un aumento o
disminucion de la expresion de determinados micro-ARN en un modelo murino de
esteatohepatitis alcohdlica, lo que podria estar relacionado con el desarrollo de esta
enfermedad™*. Ademas, el aumento de la permeabilidad de la barrera intestinal al LPS
bacteriano que induce el etanol, clave en el desarrollo de hepatopatia alcohdlica®,
parece estar asimismo regulado, entre otros factores, por la accion de miR-212, que se
encuentra elevado en la mucosa intestinal de los pacientes alcohdlicos™™. Otro micro-
ARN implicado en el desarrollo de hepatopatia alcohdlica seria miR-199, cuya
disminucion inducida por el consumo de alcohol puede jugar un papel relevante en el
aumento de estrés oxidativo inducido por el alcohol™®. Las células de Kupffer, cuya
implicacion en el dafio hepatico inducido por el alcohol ha sido comentada previamente
en esta “Introduccion”, mostraron en un modelo murino un aumento de la expresién de

miR-155 tras la exposicion in vitro e in vivo al etanol®.

En un estudio reciente, se ha determinado la expresion a nivel hepéatico en
modelos animales de cuatro micro-ARN implicados en la regulacion de la via
TLR4/NFkB (miR-155, miR-132, miR-146a y miR-125b), aprecidndose un aumento

significativo de la expresion de miR-155 y miR-132 tras la exposicion al alcohol tanto
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en los hepatocitos como en las células de Kupffer'*’. Esto refuerza el papel de dichos
micro-ARN en la inflamacién asociada a la hepatopatia alcohélica™®**°. En resumen, la
evidencia cientifica acumulada hasta el momento parece indicar que diferentes micro-
ARN pueden tener un papel fundamental en la inflamacion hepética inducida por el

consumo de alcohol.

Centrdndonos ahora en el efecto del etanol en el SNC, recientemente se han
identificado, a través de un array de expresion, numerosos micro-ARN cuya expresion
se encuentra modificada en el tejido cerebral de pacientes alcohdlicos con respecto a
sujetos controles®™. Muchos de ellos regulan la expresién de genes implicados en el
funcionamiento cerebral y en el desarrollo de enfermedades del sistema nervioso
central*®®*?! vy otros, como miR-146a, estan también implicados en la respuesta
inflamatoria. Otro trabajo reciente, mostrd la sobreexpresion en pacientes alcohdlicos de
un grupo de micro-ARN que regulan la expresion de genes relacionados con el
crecimiento, diferenciacion y funcién de células de la glia®’. Otros estudios apuntan a
que determinados micro-ARN, como miR-9, podrian estar involucrados en los
fendmenos de neuroadaptacion que se producen en el cerebro de los pacientes
alcohélicos, y en la capacidad de desarrollar tolerancia a dicha sustancia'?*. Estudios en
animales de experimentacion han encontrado una relacion entre alteraciones en la
expresion de micro-ARN y los fenémenos de neurodaptacion y de desarrollo de
dependencia del alcohol”®!?®, Tal y como se observa en la figura 5, los micro-ARN
actan como inhibidores de la expresion de multiples proteinas implicadas en los
procesos inflamatorios desencadenados por el alcohol en las células del SNC, e

intervienen en todos los niveles de la via TLR4/NFxB*.

A la luz de estos datos, y aunque existe todavia poca informacion disponible,

parece claro que el alcohol induce alteraciones en la expresion de diferentes micro-ARN
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en el cerebro,

lo que puede tener implicaciones en la fisiopatologia de Ila

neurodegeneracion y neuroadaptacion presente en los pacientes alcoholicos.

Figura 5: Implicacion de micro-ARN en los procesos de neuroinflamacion inducidos

por el consumo de alcohol.
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LPS: lipopolisacarido. TLR4: receptor tipo Toll 4. CXCR4: receptor de
guimiocinas tipo 4. IRAKL/2/4: quinasa asociada al receptor de
interleucina 1 tipos 1/2/4. TRAF6: factor asociado al receptor de TNF tipo
6. MyD88: proteina de diferenciacion mieloide 88. IKK: quinasa de
inhibicién del factor nuclear kappa B. MAPK: protein-quinasas activadas
por mitoégenos. IkB: proteina inhibidora del factor nuclear kappa B. NFxB:
factor nuclear kappa B. CAMKII: calcio calmodulina quinasa 1l. HDACA4:
histona deacetilasa tipo 4. PRC1/2: proteina reguladora de citocinesis 1/2.
JAK: quinasa Janus. STATSs: activadores y transductores de la sefial de
transcripcion. SOCS3: supresor de sefial de citocinas tipo 3. Modificado de
Nufiez y Mayfield'.
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VULNERABILIDAD GENETICA EN EL DESARROLLO DE ALCOHOLISMO

Y EHA

Tanto la EHA como el desarrollo de dependencia al alcohol se enmarcan dentro
de las enfermedades poligénicas, en las que la aparicién de un determinado fenotipo esta
provocada por la interaccion de diversos factores ambientales con factores genéticos.
Aunque escapa del objetivo de este trabajo revisar de forma exhaustiva los multiples
factores ambientales relacionados con la aparicién de hepatopatia alcohdlica o
alcoholismo, si merece la pena mencionar, en relacion con el desarrollo de la EHA, que

12
|5

se cree que existe una relacion de tipo dosis-umbral™ con la cantidad de alcohol

126-128 ni una

consumida, aunque no se ha establecido con claridad una cantidad exacta
duracién minima del consumo por encima de las que se desarrolle hepatopatia'®. Otros
factores que pueden influir en el desarrollo de EHA son la coexistencia de infeccidn
crénica por el virus de la hepatitis C**, enfermedades por depésito hepético de

132
d3

hierro™!, obesidad®* o mal control glucémico™*.

Si nos referimos al desarrollo de dependencia alcohdlica, parece existir cierta

F A~ A : 133 4 4 134,135
asociacion con factores ambientales™ y también con el patrén de consumo . Otros
elementos, como la duracion del consumo diario de alcohol y la edad de inicio en dicho
habito™®, asi como la cantidad consumida, se asocian a un mayor riesgo de desarrollo de
dependencia de alcohol y a una mayor probabilidad de aparicién de sindrome de

abstinencia®®’.

Ademas de los factores ambientales citados, existen determinados factores
geneéticos que se han asociado al desarrollo de trastornos relacionados con el consumo
de alcohol. La importancia de los factores genéticos se ha comprobado en estudios
realizados en gemelos, que han demostrado la existencia de agregacion familiar en el

desarrollo de dependencia alcohélica y cirrosis hepética™®“°. Cabe destacar, asimismo,
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que el sexo tiene una influencia sobre la progresion del dafio hepatico inducido por el
alcohol, de forma que las mujeres son mas vulnerables al mismo que los hombres,
independientemente de su nivel de consumo**. Por el contrario, la neuroadaptacion y
el desarrollo de dependencia alcohdlica aparecen con mayor frecuencia en los

hombres*#.

Todos estos hallazgos sugieren la existencia de una predisposicion genética para
el desarrollo tanto de los trastornos por uso de alcohol (incluyendo la dependencia
alcohdlica) como de los diferentes trastornos derivados del consumo de alcohol,
especialmente la EHA. En este sentido, se han realizado numerosos estudios para tratar
de identificar variantes genéticas que condicionen dicha predisposicion. Ademas de los
rastreos hologendmicos (genome wide-scan), muchos estudios han analizado
polimorfismos genéticos concretos, localizados en “genes candidatos”, y su potencial

asociacion con diferentes patologias asociadas al consumo de alcohol.

Un polimorfismo genético se define como una variante del ADN originada por
una mutacion, transmitida a la descendencia hasta alcanzar una frecuencia superior al
1% en la poblacion general'®. Existen diferentes tipos de polimorfismos, pero los més
frecuentes son los llamados polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP, single
nucleotide polymorphism), en los que la diferencia entre la variante mutante y la
variante normal consiste en el cambio de un unico nucleétido. Estos polimorfismos
pueden contribuir tanto a variaciones fisioldgicas entre individuos como a la presencia o
ausencia de enfermedad, pudiendo considerarse como factores predisponentes al

desarrollo de las mismas.
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Estudios genéticos de asociacion en la dependencia alcohdlica

Se han llevado a cabo numerosos estudios para tratar de hallar variantes
genéticas que predispongan al desarrollo de dependencia del alcohol, utilizando tanto
genes candidatos como anélisis globales del genoma humano (rastreos hologenémicos).
Las variantes genéticas estudiadas en este campo se han centrado fundamentalmente en
enzimas implicadas en el metabolismo del alcohol y a diferentes neurotransmisores y

sus receptores.

En cuanto a las primeras, los resultados mas concluyentes son los
correspondientes a un polimorfismo en el gen de la enzima ADH 1B (ADH1B). La
asociacion de este polimorfismo con la dependencia del alcohol esta mas establecida en

144-146
i)

poblacion asiatica si bien estudios recientes también han encontrado dicha

147

relacion en poblacion europea™’. Otro polimorfismo en el gen de la enzima ALDH 2

(ALDH2) también se encuentra asociado a la dependencia del alcohol en poblacion
asiatica**%.

Con respecto a los diferentes circuitos cerebrales implicados en la adiccion, se
ha encontrado asociaciones entre determinados fenotipos del alcoholismo
(fundamentalmente dependencia alcohdlica) y numerosas variantes genéticas. Aunque
escapa a los objetivos de este trabajo realizar una revision exhaustiva del tema, cabe
citar, por su relevancia, las posibles asociaciones con variantes alélicas en los receptores
para dopamina, como el tipo D2 en el sisttma GABAM*™ en los circuitos

151-153

serotoninérgicos y glutamatérgico™***°

y en el sistema opioide™® 'y

cannabinoide®’. Estas asociaciones estan basadas en estudios de “genes candidatos”, es
decir, estudios de asociacion centrados en polimorfismos de genes relacionados con la
fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, muchos de estos trabajos adolecen de los

problemas conocidos de los estudios genéticos de asociacion (bajo tamafio muestral o
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falta de datos funcionales)'*®**°. Ademés, en muchos casos, una vez agrupados los datos
de diferentes estudios mediante meta-analisis, no se encuentran asociaciones
significativas entre estos polimorfismos y el desarrollo de enfermedades relacionadas
con el consumo excesivo de alcohol, como la dependencia del alcohol o el sindrome de

abstinencial®®6?,

Estudios genéticos de asociacion en la EHA

En el caso de la hepatopatia alcohdlica, los polimorfismos genéticos estudiados
hasta el momento conciernen fundamentalmente a dos grandes grupos: por un lado, los
genes que codifican la expresion de diferentes enzimas implicadas en el metabolismo
del alcohol, y por otro lado, los que codifican la expresion de diferentes mediadores

proinflamatorios (p. ej. interleucinas).

Con respecto a las enzimas hepaticas, los polimorfismos méas estudiados se
encuentran en las regiones que codifican la expresion de ADH'? ALDH'® y
CYP2E1'™ si bien los resultados son contradictorios y la asociacién con diferentes

tipos de hepatopatia alcohdlica no ha sido claramente establecida™®.

En cuanto a los mediadores de la respuesta inflamatoria, el gen mas estudiado es
el que codifica el TNFo. Si bien la implicacion de esta citocina en pacientes con EHA

parece probada'®®

, los datos existentes respecto a la asociacion de variantes genéticas
del TNFa con hepatopatia alcohdlica son controvertidos, y un meta-analisis reciente
s6lo ha mostrado una evidencia débil de asociacidn entre polimorfismos de este gen y la

EHA™"%° Resultados contradictorios y no concluyentes son también los obtenidos en

estudios de polimorfismos de diferentes interleucinas cuyos niveles estan alterados en
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pacientes con hepatopatia alcohdlica*”®, como, por ejemplo, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 o

168,171-175
IL-12 .

De hecho, ninguna variante genética implicada en el metabolismo del etanol o en
la respuesta inflamatoria asociada al consumo de alcohol se ha asociado de forma clara
con el desarrollo de EHA. Paraddjicamente, el Unico polimorfismo relacionado de
forma consistente con un mayor riesgo de desarrollo de hepatopatia alcohdlica es el

rs738409 del gen PNPLA3, implicado en el metabolismo lipidico™®™*".

En resumen, puede afirmarse que tanto en relacion con el alcoholismo como con
la hepatopatia alcohodlica, y pese a la gran cantidad de recursos invertidos en este
campo, los estudios de asociacion genética realizados hasta el momento no han
conseguido esclarecer de forma completa el componente genético asociado con dichas

alteraciones.

POLIMORFISMOS GENETICOS EN LA VIA DE LOS MICRO-ARN

Desde el reconocimiento de los micro-ARN como mediadores de la expresion
génica, se han estudiado de forma extensa tanto sus funciones y genes diana como los
fragmentos de ADN que los codifican, previamente considerados como ADN no

I¥8. Concretamente, se han identificado regiones de ADN que codifican unos

funciona
1200 micro-ARN, cuya funcién no se conoce por completo en la mayoria de los casos.
Asimismo, se han tratado de identificar variantes genéticas en estas regiones que puedan
conllevar alteraciones en las funciones reguladoras de los micro-ARN, y con ello
favorecer el desarrollo de diferentes patologias’’®. De esta forma se han descrito

numerosos SNP en los genes que codifican micro-ARN y varios de ellos se han

asociado recientemente con un mayor riesgo de aparicion de enfermedades,
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fundamentalmente diferentes tipos de cancer’®, pero también otras patologias, como
diabetes mellitus o artritis reumatoide™®"*®. También es de gran interés el hecho de que
se hayan identificado polimorfismos en los puntos de union de los micro-ARN a sus
genes diana, muchos de ellos en regiones 3’UTR que previamente se presumian como
no funcionales, siendo de nuevo en el cancer donde se han realizado més avances'®.
Ambos tipos de polimorfismos, en las regiones que codifican micro-ARN o en las
regiones de sus genes diana que coinciden con los puntos de union, considerados
globalmente como polimorfismos en la via de los micro-ARN, pueden ser de utilidad no
solo en la prediccion del riesgo de desarrollo y pronostico de diferentes patologias, sino
de interés fisiopatoldgico para el desarrollo de tratamientos que blogueen o potencien la

accion de determinados micro-ARN*,

No existen, hasta la fecha, estudios de asociacion genética que hayan analizado
la repercusion de polimorfismos genéticos de micro-ARN en pacientes con trastornos
relacionados con el consumo de alcohol. Este campo, por lo tanto, no ha sido todavia
explorado, y nuestro trabajo constituye, de acuerdo a lo publicado en este momento, la
primera aproximacion para intentar averiguar la relacion entre polimorfismos de micro-
ARN Yy el desarrollo de alcoholismo o hepatopatia alcoh6lica. Con el objeto de estudiar
esta relacion, y asumiendo que la informacién disponible para tomar decisiones es
escasa, hemos seleccionado una serie de polimorfismos potencialmente implicados en la
modulacion de la respuesta inflamatoria que podrian estar relacionados con la presencia
de alcoholismo o hepatopatia alcoholica en base a su funcionalidad bioldgica y

resultados previos en otras enfermedades, y que se revisan a continuacion.
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Polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A (rs2910164)

El micro-ARN miR-146a actGa disminuyendo la expresion de proteinas
implicadas en la transmision de la sefial inflamatoria, como IRAK1, IRAK2 o
TRAF6%1% dentro de la via TLR4/NF«B. Dado que actla inhibiendo la expresion de
sus dianas, miR-146a constituye un regulador negativo de la activacion dicha via y, por
tanto, un incremento en su expresion se asocia con una menor activacion inflamatoria.
Tal y como se ha mencionado anteriormente, esta via TLR4/NFxB se encuentra
relacionada con el desarrollo de los fendmenos de neurodegeneracion y

neuroinflamacién observados en diferentes enfermedades, entre ellas en el

79,185 |186

alcoholismo y también en la inflamacién a nivel hepético inducida por alcoho
Por ello, parece plausible que alteraciones en la funcién de miR-146a pudiesen estar
relacionadas con una desregulacion de la actividad inflamatoria a nivel cerebral y

hepético provocada por el consumo de alcohol.

El gen que codifica miR-146a (MIR146A) se encuentra en el cromosoma 5
(5934) y presenta un polimorfismo en la region no codificante (60 C>G, rs2910164) y
otro en la regién promotora (4706120 A>G, rs57095329). La relacion entre
polimorfismos de miR-146a y diferentes enfermedades ha sido muy estudiada en los

Gltimos afios® 1%

, pero ha sido en el cancer donde se ha encontrado mayor evidencia
de la asociacion entre variantes de miR-146a y la aparicién de neoplasias'®. En
concreto, es del polimorfismo 60C>G (rs2910164) del que se dispone de mas
informacion, y estudios funcionales previos han demostrado una menor accién
inhibidora sobre sus dianas del alelo C en comparacion con la del alelo G. Por tanto, la
presencia del alelo C del polimorfismo citado parece conllevar un aumento de la

actividad inflamatoria a través de la via TLR4/NFB¥ 1%,
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Polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 (rs11614913)

Entre las proteinas reguladas por miR-196a2, se encuentran algunas
responsables del desarrollo estructural celular y embrionario, fundamentalmente las que
componen el grupo HOX (homeobox) y que act(ian como factores de transcripcion™®*.
MiR-196a2 también regula la expresion de proteinas HMGA (high mobility group A),
relacionadas con el desarrollo estructural del nicleo celular'®®, y la de genes

relacionados con la respuesta inflamatoria y la via TLR4/NFxB, como TRAF6'.

El gen que codifica miR-196a2 se localiza en el cromosoma 12 (12q13.13), y el
polimorfismo rs11624913 se encuentra en la region no codificante (78 C>T). La mayor
parte de los estudios previos han relacionado a este micro-ARN, y en concreto al
polimorfismo citado, con el desarrollo de neoplasias'®’, encontrandose que la presencia
del alelo C se asocia a una mayor produccion del micro-ARN maduro y a alteraciones
en la capacidad de union a su diana, hechos que parecen estar claramente relacionados

con la aparicion de diferentes tipos de tumores'®’ %,

También se ha encontrado una asociacién entre este polimorfismo y otras
enfermedades con un componente inflamatorio, como la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica'®, lo que apoya la hipétesis de que este polimorfismo esté

implicado también en la regulacién de la inflamacién.

Polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS (rs61764370)

El gen KRAS codifica una proteina de la superfamilia de las GTPasas, cuya
funcién habitual es la de reclutar y activar proteinas necesarias para la propagacion de
estimulos de crecimiento celular, por lo que mutaciones del mismo podrian conllevar

alteraciones graves del desarrollo y diferenciacion celular. De hecho, variaciones
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genéticas minimas contribuyen a la expresién de una proteina con mayor grado de
actividad, lo que se ha relacionado con en el desarrollo de multiples neoplasias como
adenocarcinoma de pulmoén, adenoma mucinoso de ovario, carcinoma ductal de
pancreas y carcinoma colorrectal***®, Se ha estudiado previamente el posible papel del
alcohol como factor desencadenante de mutaciones en el gen KRAS, pero los resultados

no han mostrado una asociacién significativa’®?%,

El gen que codifica dicha proteina se sitda en el cromosoma 12 (12p12.1), y se
ha localizado un polimorfismo en la region 3’"UTR (3377 T>G). Esta region es el punto
de union de varios micro-ARN, fundamentalmente de la familia let-7, que actian como
reguladores negativos de la expresion de este gen y por tanto pueden considerarse como
supresores tumorales”®. La presencia de la variante mutada de este polimorfismo
impide la correcta accién reguladora de los micro-ARN?®, y se ha asociado al
desarrollo de neoplasias, a una mayor gravedad de las mismas y a un peor prondstico
vital. Ha sido estudiado fundamentalmente en el cancer de ovario y mama®, pulmén®®

u oral®®’,

La relacion de este polimorfismo con el alcoholismo o los trastornos
relacionados con el consumo de alcohol no ha sido estudiada previamente, aunque
existen datos que apoyan una posible asociacion con este gen. Por un lado, la accién
reguladora de la familia de micro-ARN let-7 parece estar implicada en la activacion de
las células estrelladas que tiene lugar durante el desarrollo de EHA?®. Por otro lado, una
menor actividad de KRAS determind una reduccién en el deseo de consumir alcohol en

209

ratones con consumo cronico previo“. Ademas, recientemente se ha identificado una

sobreexpresion de varios micro-ARN de la familia let-7 en tejido cerebral de pacientes

alcohdlicos®®?%,
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Polimorfismo 2124 G>T del gen 1L12B (rs1368439)

La subunidad B de la IL-12 actua sobre los linfocitos T y las células NK, entre
otros efectos sobre el sistema inmune. Su produccién tiene lugar en los macrofagos
activados y es esencial para la diferenciacion de los linfocitos Thl y la activacion de la
respuesta inmune frente a patdgenos intracelulares. Se encuentra intimamente

relacionada con la via TLR4/NF«xB, ya que es una de las interleucinas cuya produccion

es estimulada por NF«B y, ademas, actiia como regulador de dicha via.

El papel de IL-12B en el desarrollo de enfermedades ha sido ampliamente
estudiado, identificandose varios polimorfismos de dicho gen asociados a una mayor

susceptibilidad al desarrollo de enfermedades, fundamentalmente inflamatorias, como la

211 212

enfermedad inflamatoria intestinal®™®, la esclerosis multiple?'* o la artritis reumatoide?*?.
También se ha encontrado una asociacion entre polimorfismos de IL12B y desarrollo de
tumores, fundamentalmente del area otorrinolaringoldgica®®. Estudios previos no han

demostrado una asociacion entre polimorfismos de IL12B y el alcoholismo™.

El gen IL12B se localiza en el cromosoma 5 (5931.1-g33.1) y se ha identificado
un SNP en la region 3’'UTR (2124 G>T, rs1368439), que constituye una diana potencial
de miR-23 (TargetScan 6.2)***?'*. Este micro-ARN, a su vez, regula la accion de IL-
12%°, Su relacion con el desarrollo de trastornos relacionados con el alcohol no ha sido

previamente estudiada.

Polimorfismo 5000C>T del gen IL16 (rs1131445)

La accion de IL-16 tiene lugar a diferentes niveles: ejerce como agente

guimiotactico, modula la activacion de los linfocitos T e inhibe la replicacién viral
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intracelular, entre otros. Ademas, parte del proceso de sefializacion de dicha interleucina

se lleva a cabo a través de los receptores CDA4.

Se ha estudiado su papel modulador en diferentes enfermedades inflamatorias,
fundamentalmente patologia respiratoria como asma bronquial®’, valorando incluso su
utilidad como agente terapéutico’’. Se ha descrito su implicacién también en la

218 5 el mieloma

fisiopatologia de otras enfermedades, como la artritis reumatoide
multiple?™®. No existen estudios que hayan valorado su papel en el alcoholismo o
trastornos relacionados con el consumo de alcohol, aunque parece que pequefias

cantidades del mismo podrian disminuir los niveles de 1L-16°%°.

El gen que codifica IL-16 se encuentra en el cromosoma 15 (15q26.3), y el
polimorfismo descrito (rs1131445) se localiza en la region 3'UTR del mismo
(5000C>T). No se ha observado una modificacion significativa en los niveles

plasmaticos de 1L-16 dependiendo de la presencia de uno u otro alelo?®

, por lo que la
relevancia fisiopatoldgica de este polimorfismo parece residir en que se sitla en una
regién que constituye un punto de unién de diferentes micro-ARN??. La presencia de
una mutacién en este SNP podria dificultar esta union y, por tanto, impedir la correcta
accion reguladora de los micro-ARN que tienen como diana IL16%%*. Se han realizado
estudios de asociacion de este polimorfismo con enfermedades como el cancer de

colon?* o la enfermedad de Graves®®, pero su papel en el alcoholismo no ha sido

estudiado hasta la fecha.

Polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 (rs3917328)

El receptor tipo 1 de interleucina 1 (IL1R1), expresado fundamentalmente en

linfocitos T, se encuentra implicado en multiples procesos de regulacion de la respuesta
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inmune, y supone uno de los reguladores finales en la via de transmision de la sefial
inflamatoria TLR4/NFkB. Se ha investigado su relacion con multiples enfermedades, y
algunos polimorfismos de este gen, fundamentalmente los de la regién promotora, se
han asociado significativamente con enfermedades infecciosas®®®, inflamatorias®*’ o
neoplasias®?®. Polimorfismos de este gen también han sido previamente estudiados en
pacientes alcoholicos, observandose una asociacion con una mayor susceptibilidad al

desarrollo de alcoholismo?®°.

El gen IL1R1 se sitda en el cromosoma 2 (2q12), y se ha identificado un
polimorfismo en la region 3’UTR (3114 C>T, rs3917328). Aunque su relevancia
funcional no ha sido estudiada, se sitla en una region que supone una diana potencial

para miR-19 (TargetScan 6.2)%4%%°,

Polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBI (rs4648143)

El factor de transcripcion NFxB es activado por diversos estimulos, como
citocinas, RLO o particulas bacterianas o viricas, y es capaz de modificar la expresion
de numerosos genes implicados en diferentes acciones bioldgicas. Tal y como se ha
explicado previamente, su papel en la via de transmision de sefiales iniciada por los
receptores TLR4 es fundamental, actuando como inductor de la expresion de maultiples

citocinas inflamatorias.

Polimorfismos en dicho gen han sido relacionados con mayor susceptibilidad

para el desarrollo de enfermedades inflamatorias como el lupus®°, y sobre todo en

231
I

diferentes tipos de cancer, como el colorrectal®®! o el pulmonar®?. Otros estudios han

mostrado asociacion con un aumento de la susceptibilidad al desarrollo de hepatopatia

alcohélica en pacientes con dependencia al alcohol?®,
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El gen NFKBI se sitGa en el cromosoma 4 (4924), y el polimorfismo descrito se
localiza en la region 3"UTR (3400 A>G, rs4648143). Este polimorfismo se localiza en
una region que es diana potencial para miR-557 y ha sido asociado con el desarrollo de

cancer de cuello uterino®*.
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Objetivos

A pesar de los numerosos estudios realizados, en la actualidad no se conocen
con exactitud las variantes genéticas implicadas en la predisposicion para el desarrollo
de alcoholismo, entendido como dependencia o abuso de alcohol, o en la aparicion de

hepatopatia alcohdlica.

Por ello, el objetivo general del presente trabajo fue estudiar factores genéticos

que puedan influir en la susceptibilidad para el desarrollo de alcoholismo o EHA.
Con este proposito se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar en poblacién espafiola la prevalencia de polimorfismos de genes
implicados en la regulacién de la respuesta inmune a través de la via de los micro-ARN
en un grupo control y en un grupo de pacientes alcohélicos con dependencia o abuso de
alcohol segun criterios DSM-1V, y con cirrosis alcohdlica o sin hepatopatia. Se
incluyeron para ello variantes alélicas de genes que codifican micro-ARN y de genes

que presentan polimorfismos en puntos potenciales de unién de micro-ARN:
-Polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A (rs2910164)
-Polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 (rs11614913)
-Polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS (rs61764370)
-Polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B (rs1368439)
-Polimorfismo 5000C>T del gen I1L16 (rs1131445)
-Polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 (rs3917328)

-Polimorfismo 3400 A>G del gen NFKB1 (rs4648143)
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2. Integrar nuestros resultados con los obtenidos en otros estudios en los que se
haya analizado la relacion entre diferentes variantes genéticas y el alcoholismo, la

dependencia del alcohol o la hepatopatia alcohdlica.
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Pacientes y métodos

MUESTRA OBJETO DE ESTUDIO

Se incluyeron un total de 457 individuos, todos ellos varones, de los que 301 eran
pacientes alcohdlicos y 156 controles sanos. Los 301 pacientes habian consumido mas de
100 g de etanol al dia durante, al menos, diez afios, con una media de edad de 52,2 afios
(desviacion estandar [DE] = 14,4). Fueron excluidos los consumidores de otro tipo de
sustancias de abuso (a excepcion de la nicotina), y también aquellos que presentaban

diagndsticos de enfermedades psiquiatricas mayores.

La mayoria de los pacientes fueron reclutados en la Unidad de Alcoholismo del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario de Salamanca y en la planta de
hospitalizacién del mismo; otros pacientes procedian del Hospital Virgen de la Concha

(Zamora) y los restantes del Servicio de Digestivo del Hospital Universitario de Salamanca.

Se utilizaron los criterios diagnésticos DSM-I1V-TR?, aplicados de forma sistematica
mediante una entrevista semi-estructurada realizada por personal adiestrado en el
diagndstico y tratamiento de los trastornos relacionados con el consumo de alcohol. Del total
de pacientes, 189 cumplian criterios de dependencia del alcohol y los restantes 112 de abuso

del alcohol.

Entre los pacientes alcohdlicos, 103 presentaban cirrosis hepatica, y en 93 de ellos se
habia establecido el diagnostico mediante biopsia hepatica y hallazgos anatomopatolégicos
compatibles. En los 10 casos restantes, cuya biopsia hepéatica estaba contraindicada por la
presencia de alteraciones de la coagulacion, la cirrosis hepética se definié por criterios
clinicos (estigmas de hepatopatia cronica, historia de ascitis, encefalopatia hepética o
sangrado digestivo por varices esofagicas) y hallazgos sugerentes de cirrosis en la ecografia

hepatica o de varices gastroesofagicas en la endoscopia digestiva alta.

Los restantes 198 pacientes fueron clasificados como sin EHA, dado que no
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presentaban estigmas de hepatopatia cronica (alteraciones cutaneas, hepatoesplenomegalia,
ginecomastia o atrofia testicular), las pruebas analiticas no estaban alteradas (excepto
elevaciones aisladas de la GGT), y en las pruebas de imagen no se encontraron hallazgos
sugestivos de enfermedad hepatica. Se excluyeron pacientes alcoh6licos que no cumplieran
estos criterios y en los que no estuviera indicada la realizacion de biopsia hepética, dada la

imposibilidad de clasificarlos en un grupo concreto de estudio

El antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y los anticuerpos para el virus de
la hepatitis C fueron negativos en los pacientes alcohdlicos de uno y otro grupo, y se
descartaron mediante las pruebas diagndsticas habituales otras causas de hepatopatia

diferentes de alcoholismo en los pacientes con cirrosis.

La media de edad de los individuos controles fue de 46,7 afios (DE=19,5), todos
ellos consumidores de menos de 10 g de alcohol/dia. Ninguno tenia historia personal o

familiar de alcoholismo o de consumo de drogas, salvo tabaquismo.

Todos los pacientes y los controles eran de origen caucésico y originarios de la
Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, asi como sus ascendientes hasta el segundo
grado. Las muestras fueron obtenidas previo consentimiento, siguiendo las regulaciones
legales para Estudios Clinicos en Espafia y previa aprobacion del Comité de Etica del

Hospital Universitario de Salamanca.
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SELECCION DE GENES CANDIDATOS

En nuestro caso, el proceso de seleccion de genes candidatos se restringio a la via
TLR4/NF«B, fundamental para la transmision del estimulo inflamatorio generado por el
alcohol tanto a nivel hepético como cerebral®™. Dentro de esta via inflamatoria, la

seleccion de genes se realizd de la siguiente forma:

a) Revision bibliografica exhaustiva para identificar aquellos genes y polimorfismos
en la via TLR4/NFkB con mayor probabilidad a priori de encontrarse asociados con el
alcoholismo. Ello se ha realizado tanto a partir de su implicacién fisiopatoldgica, como
utilizando el modelo mateméatico miRanda (www.microrna.org/microrna’lhome.do) que
predice la fuerza de la union de un determinado micro-ARN a su diana a traves de la
variacion de la energia libre de Gibbs y del grado de conservacion de las secuencias que

codifican ambos?2223>23¢

b) Identificacion de los micro-ARN con sus correspondientes dianas que estén
potencialmente implicados en la transmision del estimulo inflamatorio inducido por el
alcohol a través de la via TLR4/NFkB. Con este objetivo, se han utilizado las siguientes
bases de datos:

- miRbase (www.mirbase.org)®®’ para la identificacion de micro-ARN

potencialmente relacionados con la via estudiada.

- TargetScan 6.2 (www.targetscan.org)™***

, que permite identificar dianas
potenciales de dichos micro-ARN o regiones diana de micro-ARN en los genes que

codifican las proteinas de la via TLR4/NF«B.

De esta forma, se seleccionaron genes que reflejasen la accion reguladora de micro-

ARN especificos sobre la via TLR4/NF«B en diferentes puntos de la misma.
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c) ldentificacién de polimorfismos genéticos en los genes que codifican dichos
micro-ARN, o en las regiones diana de los genes cuya expresion regulan. Para este fin, se
han utilizado las bases de datos disponibles (SNP database, National Centre for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

GENOTIPADO DEL ADN
Obtencion del ADN

La sangre de los pacientes y controles se recogidé en tubos con EDTA tras puncién
venosa periférica. Se extrajo ADN genomico de alto peso molecular a partir de células de

sangre periférica a través de los siguientes procesos:

Obtencidn de células mononucleadas

En sangre periférica, las células nucleadas se aislaron mediante centrifugacion
repetida y lisis eritrocitaria con solucion hipotonica [centrifugacion de la sangre total en 50
mL de agua bidestilada (ddH,0) durante 30 minutos, 1500 revoluciones por minuto (rpm), a
4°C]. Tras la recuperacion de la interfase creada y lisis de los glébulos rojos con agua
destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampdn Fornace (0,25 M Sacarosa; 50
mM Tris-HCI pH: 7.5; 25 mM KCI; 5 mM MgCl,), el cual proporcioné la osmolaridad
necesaria para no romper los leucocitos. Se precipitaron mediante centrifugacion a 1500 rpm
durante 10 minutos. EIl botdn de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampon
Fornace a una concentracion estimada de 5x10° células/mL, tras lo cual se afiadi6 EDTA
0,5 M pH 8 (concentracion final 10 mM), un 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. La
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mezcla se incubd a 55°C durante 8-16 horas.

Purificacion del ADN

Tras la incubacion, se procedio a la extraccion y purificacion del ADN tratandolo
con una mezcla de fenol tamponado a pH 8 (para prevenir que el ADN fuera “atrapado” en
la fase intermedia: entre la fase acuosa y la orgénica) y CIAA (cloroformo/alcohol
isoamilico 24:1). Posteriormente se sometio a centrifugacion. Con este proceso, el ADN
permanecio en la fase acuosa y se limpio de otros residuos al realizar la mezcla con CIAA 'y
centrifugar para separar de nuevo las dos fases, una en la que estaba contenido el ADN y
otra que contenia los detritos celulares. Tras este paso, se afiadié etanol absoluto frio a la
fase acuosa, precipitando el ADN que se recupero, se lavé con etanol al 70% y finalmente se

resuspendio en ddH,0O estéril.

Cuantificacion del ADN

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN obtenido se
calcularon tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un

espectrofotdmetro (GeneQuant, Pharmacia) mediante la siguiente la formula:

ug de ADN/ml = DO 2g0 X factor de dilucién x 50

El cociente DO2g0 / DO2g0 se utilizé para determinar el grado de contaminacién
proteica, dado que 260 nm es la longitud de onda a la que se absorbe el ADN y 280 nm la
longitud a la que se absorben las proteinas. Se consideraron aceptables los valores
comprendidos entre 1,6 y 2,0, siendo el dptimo 1,8. Valores inferiores indican

contaminacion por proteinas o por solventes organicos, realizandose en estos casos una
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nueva purificacion del ADN. Valores superiores indican un exceso de ARN, gue se elimind

tratando la solucion de ADN con ARNasa y purificando de nuevo segin el método descrito.

Las muestras de ADN, con una concentracion entre 1000 y 1500 pg/mL, se
conservaron a -20 °C en tubos Eppendorf, con el fin de evitar la degradacion progresiva del

ADN Yy su posible contaminacion por microorganismos.

Anélisis genético del ADN obtenido

La discriminacién alélica de los siete polimorfismos analizados se llevd a cabo
mediante PCR a tiempo real. En cada polimorfismo se comprob6 la posicion de dicha
variante alélica con respecto al punto de inicio de la transcripcion, y el ndmero de
identificacion (rs#) en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology,

disponible en http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP).

En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccidn se producen de
manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion posterior. Esta
técnica permite detectar y evaluar la progresién de la reaccién de amplificacion en cada uno
de sus ciclos. Se fundamenta en la adaptacion de un termociclador a un lector de
fluorescencia que detecta la fluorescencia emitida por sondas o componentes intercalantes
unidos al ADN. EIl incremento de ADN en cada ciclo de amplificacion se corresponde con
un aumento de hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma
proporcién de fluorescencia emitida. EI empleo de estas sondas garantiza la especificidad de

la deteccion y permite identificar polimorfismos 0 mutaciones puntuales.

Para llevar a cabo la discriminacion alélica de los polimorfismos se empled el
sistema StepOnePlus® con sondas TagMan MGB® (Applied Biosystems). Estas sondas son

oligonucleotidos marcados que hibridan especificamente y constan de:
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-Un donador (fluorocromo) en el extremo 5", que absorbe energia y pasa al estado
excitado, de manera que al volver al estado inicial, emite el exceso de energia en forma de

fluorescencia.

-Un aceptor (quencher) en el extremo 3" que acepta la energia de la fluorescencia
liberada por el donador y la disipa en forma de calor. El espectro de emision del
fluorocromo correspondiente se ha de solapar con el espectro de absorcion del aceptor. Para
que la fluorescencia no sea emitida permanentemente, las moléculas donadora y aceptora

deben estar espacialmente proximas.

Junto al aceptor, se encuentra una modificacion MGB (minor groove binding) que
permite aumentar la temperatura de los ensayos sin tener que ampliar la longitud de la sonda
y, a su vez, mejora considerablemente la union especifica de la misma, aumentando la
precision de la discriminacion alélica. En los ensayos de discriminacion alélica realizados
para este estudio, los fluorocromos utilizados para el reconocimiento de cada alelo han sido

VIC y FAM (con un espectro de excitacion maximo Agps de 528 nm y 492 nm y un espectro

de emisiéon maximo Aem de 546 nm y 515 nm, respectivamente).

Durante la PCR a tiempo real, mientras la sonda conserve su integridad, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor debido a su proximidad. Sin
embargo, durante la amplificacion, la sonda hibrida con su cadena complementaria de ADN.
La enzima ADN-polimerasa, al poseer actividad 5 exonucleasa, cuando se desplaza a lo
largo de la cadena en su accion sintética, hidroliza el extremo libre 5° de la sonda,
produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador y aceptor se
encuentran en ese momento en una posicién alejada el uno del otro de forma irreversible, la

fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector (Figura 6).
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Figura 6: Mecanismo de la PCR con sondas TagMan.
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La sonda TagMan complementaria de la secuencia de ADN del alelo
correspondiente libera el fluorocromo VIC o FAM al hibridarse con su ADN diana,
permitiendo la identificacion del alelo presente en la muestra estudiada.

Las gréaficas de puntos resultantes permiten la discriminacién alélica en cada uno de

los pacientes para el polimorfismo estudiado (Figura 7).
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Figura 7: Representacion grafica de los resultados del genotipado.

Allelic Discrimination Plot
o]
@
38
@
i }
33
@
&
@
23
[
[
18
13
0.8
03 L ] ‘.
o® o %
3 e
0.3 0.8 1.3 18 23 28 33
C
Legend
e Homozygous C/IC @ Homozygous T/T
@ Heterozygous C/T  Undetermined

Cada nube de puntos representa a un genotipo: los dos tipos de homozigotos en los extremos
y los heterozigotos en el centro.

Condiciones de la PCR para los polimorfismos genéticos analizados

Las condiciones experimentales fueron las mismas para el estudio de los

polimorfismos 60 C>G de MIR146A, 78 C>T de MIR196A2, 2124 G>T de I1L12B, 5000C>T
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de IL16, 3114 C>T de IL1R1 y 3400 A>G de NFKBI mediante PCR en tiempo real, a

excepcion de las sondas utilizadas. Para un volumen total de 10 uL se utilizo:

-TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase ® UNG: 5 pL.

-Sonda: 0,25 pL.

-ddH,0: 4,25 pL.

-ADN: 0,5 pL.

Se utilizaron las siguientes condiciones para la realizacion de la PCR en tiempo real

(Figura 8).

Figura 8: Condiciones para la realizacion de la PCR en tiempo real.

T T T T
1 1 1 1
A 1 B 1 c 1 o 1 E
1 1 1 1
1 . 1 1 1
1 F5=C 1 1 1
I 10 min. 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
a0=C 1 1 1 60=C 1 G0eC
30 seg. 1 1 1 1 min. 1 30 seg.
1 1 1 1
1 r— " o
1 r" | 40 ciclos ‘1
1 1 1 1

Esquema representativo del programa del termociclador para el genotipado de
los polimorfismos 60 C>G de MIR146A, 78 C>T de MIR196A2, 2124 G>T de
IL12B, 5000C>T de IL16, 3114 C>T de IL1R1 y 3400 A>G de NFKBI
mediante PCR a tiempo real. A: tramo de pre-PCR; B: desnaturalizacion
inicial; C: desnaturalizacion; D: anillamiento y elongacion; E: elongacion
final.

Seguidamente, se especifican las caracteristicas de las sondas utilizadas para la
determinacion de cada uno de estos polimorfismos, asi como el tipo de grafico de

discriminacion alélica obtenido.
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Polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A (rs2910164)

-Sondas empleadas:
VIC: CATGGGTTGTGTCAGTGTCAGACCTCTGAAATTCAGTTCTTCAGCTGGGAT

FAM: CATGGGTTGTGTCAGTGTCAGACCTGTGAAATTCAGTTCTTCAGCTGGGAT

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacion alélica

obtenido tras el andlisis de este polimorfismo (Figura 9).

Figura 9: Representacion gréafica de la discriminacion alélica

del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A.
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Polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 (rs11614913)
-Sondas empleadas:

VIC: TTTTGAACTCGGCAACAAGAAACTGCCTGAGTTACATCAGTCGGTTTTCGT

FAM: TTTTGAACTCGGCAACAAGAAACTGTICTGAGTTACATCAGTCGGTTTTCGT

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacion alélica

obtenido tras el analisis de este polimorfismo (Figura 10).

Figura 10: Representacion grafica de la discriminacion
alélica del polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2.
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Polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B (rs1368439)
-Sondas empleadas:

VIC: TCTTTGCATCTGTCTGCTTCTCACAGGGCTGTTAAGAAGCCACCTGCCATT

FAM: TCTTTGCATCTGTCTGCTTCTCACATGGCTGTTAAGAAGCCACCTGCCATT

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacion alélica

obtenido tras el andlisis de este polimorfismo (Figura 11).

Figura 11: Representacion grafica de la discriminacién
alélica del polimorfismo 2124 G>T del gen 1L12B.
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Polimorfismo 5000C>T del gen IL16 (rs1131445)
-Sondas empleadas:

VIC: GAGCATCCCAGGATCGCAAGAGCCACGTAGAAGCTGCATCTTGTTTATACC

FAM: GAGCATCCCAGGATCGCAAGAGCCATGTAGAAGCTGCATCTTGTTTATACC

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacion alélica

obtenido tras el andlisis de este polimorfismo (Figura 12).

Figura 12: Representacion grafica de la discriminacion alélica del
polimorfismo 5000C>T del gen IL16.
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Polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 (rs3917328)
-Sondas empleadas:
VIC: CCCCCAGCACTCCTCTGTCTCTGCTCTTGCCTGCACCCTTCCTCCTCCTTT

FAM: CCCCCAGCACTCCTCTGTCTCTGCTITTGCCTGCACCCTTCCTCCTCCTTT

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacion alélica

obtenido tras el andlisis de este polimorfismo (Figura 13).

Figura 13: Representacion grafica de la discriminacion alélica
del polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1.
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Polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBI (rs4648143)
-Sondas empleadas:

VIC: TAGCCTGCTGACAATTTCCCACACCATGTAAACCAAAGCCCTAAAATTCCA

FAM: TAGCCTGCTGACAATTTCCCACACCGTGTAAACCAAAGCCCTAAAATTCCA

A continuacion, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminacién alélica

obtenido tras el analisis de este polimorfismo (Figura 14).

Figura 14: Representacion grafica de la discriminacion alélica del
polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBIobtenido.
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Polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS (rs61764370)

En el caso del polimorfismo del gen KRAS, se utiliz6, para un volumen total de 10

-TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase ® UNG: 5 pL.
-Oligo forward: 1 uL.

-Oligo reverse: 1 pL.

-Sonda VIC: 0,04 pL.

-Sonda FAM: 0,04 L.

-ddH.0: 2,42 pL.

-ADN: 0,5 pL.

Igualmente, se modificaron las condiciones de la PCR en tiempo real para la

determinacion de este polimorfismo (Figura 15):

Figura 15. Esquema representativo del programa del

termociclador para el genotipado del polimorfismo 48361 T>G

del gen KRAS mediante PCR a tiempo real.
T T T

G0=C Go=C

30 seg.

1 min. 30seg. 30 seg.

i~
1
1
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N S

A: tramo de pre-PCR; B: desnaturalizacién inicial; C:
Desnaturalizacion; D: anillamiento y elongacion; E: elongacion final.
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-Sondas empleadas:
Oligo forward: GCC AGG CTG GTC TCG AA
Oligo reverse: CTG AAT AAATGAGTT CTG CAAAACAGGTT
VIC: CTC AAGTGATTC ACC CAC

FAM: CAAGTG ATG CACCCAC

A continuacién, se muestra un ejemplo del tipo de grafica de discriminaciéon alélica

obtenido tras el analisis de este polimorfismo (Figura 16).

Figura 16: Representacion gréfica de la discriminacion alélica
del polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS.
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METODOS ESTADISTICOS

Las variables cuantitativas se presentan como media y DE y para su comparacion se
utilizo el test de la t de Student. Las variables cualitativas se presentan como frecuencias

absolutas y porcentajes y se utilizo el test de y° para su analisis.

Se calculd la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles para cada
uno de los polimorfismos estudiados utilizando el test de x°. La asociacion entre cada
polimorfismo y la presencia de cada una de las patologias estudiadas se estudié mediante el
test de y?, analizando la distribucién de genotipos mediante tablas de 3x2, asi como
agrupando dichos datos en tablas 2x2 de frecuencia alélica y presencia alélica (comparando
los portadores de un alelo frente al resto)®®. Se utilizo el test exacto de Fisher si las
frecuencias esperadas en las tablas 2x2 eran menores de 5. Para todos los polimorfismos se
realizo el andlisis comparativo de la distribucion de las variantes genéticas estudiadas entre
los pacientes alcohdlicos frente a los controles sanos, pacientes cirréticos frente a

alcohdlicos sin hepatopatia y alcoholicos dependientes frente a abusadores.

En aquellos polimorfismos que mostraron una asociacion significativa con la
presencia de enfermedad, se estudio el modelo de herencia que mejor explicaba el riesgo
asociado con cada genotipo mediante un andlisis de regresion logistica multivariante. Los
modelos analizados fueron el general, el recesivo y el dominante. En el modelo general,
cada genotipo se asocia a un riesgo diferente de padecer la enfermedad. Por ejemplo, en un
polimorfismo C>G, cada genotipo posible (CC, CG y GG) se asocia a un riesgo diferente.
En el modelo dominante, una Unica copia del alelo modifica el riesgo de padecer
enfermedad (homocigotos CC y heterocigotos CG tendrian el mismo riesgo en un modelo
dominante para C). En un modelo recesivo, por contra, son necesarias las dos copias de un

alelo para modificar el riesgo (genotipos GG y CG se asociarian a un mismo riesgo,
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diferente de CC, en un modelo recesivo para C). En este modelo de regresion logistica

multivariante se introdujo ademas la edad como posible variable de confusion.

Utilizando el ejemplo anterior, se identificarian los posibles genotipos como
variables (0 = CC, 1 = CG, 2 = GG), creando dos variables indicadoras (dummy) (1y 2) y
utilizando la variable 0 como referencia en el modelo general. Para el modelo dominante se
agruparian los genotipos CG y CC en una variable unica (1), comparandola con la variable 0
de referencia (genotipo GG). Para el modelo recesivo se denominaria como variable 0 de
referencia a los genotipos GG + GC y 1 al genotipo CC, comparando el riesgo asociado a

ambas.

La comparacion entre modelos para elegir el mas idéneo se realiz6 mediante el
criterio de informacién de Akaike (AIC = 2 x n° de pardmetros - 2 x In verosimilitud), cuya
férmula incluye el ajuste del modelo (logaritmo de la verosimilitud) y el principio de
parsimonia (ndmero de pardmetros), eligiendo el modelo con un menor valor de este
criterio®®. Para cada modelo de herencia se obtuvo la odds ratio (OR) y su intervalo de

confianza al 95% (I1C 95%).

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

SPSS v20 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Se considerd significativo un valor de P < 0,05.

Considerando el tamafio muestral de nuestro estudio (301 pacientes alcoholicos y
156 controles sanos) y asumiendo un nivel de significacion o del 5% Yy una prevalencia del
alelo menos frecuente del 20% entre los controles, el presente estudio posee una potencia
estadistica del 97,1% para la deteccion de un polimorfismo que confiere una OR = 2,5 para

la presencia de alcoholismo y una potencia de 83,6% si consideramos una OR = 2. Este
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calculo se realiz utilizando el programa PS: Power and Sample Size Calculations v.3.0.43

software, disponible en: http://biostat.mc.vanderbilt.edu/wiki/Main/PowerSampleSize®®.
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Resultados

Las caracteristicas detalladas de los individuos de nuestra muestra y el resultado
del andlisis de cada uno de los polimorfismos se muestran en el anexo | del presente
trabajo. La edad media del conjunto de los sujetos incluidos fue de 50,5 (DE = 15,4)
afios y se encontrd una diferencia significativa (P = 0,001) al comparar la edad de los
pacientes alcohdlicos (52,2 afios, DE = 12,5) afios y los pacientes controles (47,0 afios,
DE = 19,6) afios. Se encontré también una diferencia significativa (P < 0,001) al
analizar las diferencias entre la media de edad en pacientes alcoholicos cirréticos (59
[11,8] afios) y en pacientes alcoholicos sin hepatopatia (48,6 [11,6] afios). También se
encontraron diferencias significativas (P = 0,019) al comparar la media de edad en

pacientes con dependencia (50,9 [10,6] afios) y abuso del alcohol (54,5 [14,9] afios).

De los 103 pacientes cirrdticos incluidos, 43 de ellos (41,7%) cumplian criterios
de abuso del alcohol, mientras que 60 (58,3%) presentaban dependencia del alcohol de
acuerdo a los criterios DSM-IV-TR. Entre los pacientes alcoholicos sin hepatopatia
(198 pacientes), 69 (34,8%) eran abusadores del alcohol y 129 (65,2%) dependientes.
Las diferencias entre porcentajes en ambos grupos no fueron estadisticamente

significativas.

ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS
Polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A (rs2910164)

Los resultados obtenidos al analizar el polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A
se muestran en las tablas 1-4. Se encontrd una diferencia significativa en la distribucion
genotipica de los pacientes alcohdlicos frente a los controles sanos (P = 0,049), asi

como al comparar la presencia alélica del polimorfismo estudiado en ambos grupos (P =
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0,015). De esta forma, los genotipos con el alelo C (GC o CC) fueron significativamente

mas frecuentes en los pacientes alcoholicos.

Tabla 1. Distribucion genotipica del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos GG GC cC
Total 457 257 (56,3%) | 167 (36,5%) 43 (9,4%)
Alcohdlicos? 301 157 (52,2%) | 121 (40,1%) 23 (7,7%)
Controles® 156 100 (64,1%) 46 (29,5%) 10 (6,4%)

®Distribucién genotipica en alcohdlicos frente a controles (P = 0,049)

Tabla 2. Distribucion genotipica del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A en los
pacientes alcoholicos estudiados.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos GG GC CcC
Con cirrosis 103 57 (55,3%) 38 (36,9%) 8 (7,8%)
Sin hepatopatia 198 100 (50,5%) 83 (41,9%) 15 (7,6%)
Dependientes 189 101 (53,4%) | 74 (39,2%) 14 (7,4%)
Abusadores 112 56 (50%) 47 (42%) 9 (8%)
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Tabla 3. Distribucion alélica del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A.

Presencia alélica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos | GG + GC GC +CC G C
Total 457 424 (92,8%) | 200 (43,8%) | 681 (74,5%) | 233 (25,5%)
Alcohdlicos® 301 278 (92,4%) | 144 (47,8%) | 435 (72,3%) | 167 (27,7%)
Controles? 156 146 (93,6%) 56 (35,9%) | 246 (78,8%) | 66 (21,2%)

# Presencia del alelo C en alcohdlicos frente a controles (P = 0,015)

Tabla 4. Distribucion alélica del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A en los
pacientes alcoholicos estudiados.

Presencia alélica Frecuencia alélica
Grupo Individuos | GG+ GC | GC+CC G C
Con cirrosis 103 95 (92,2%) | 46 (44,7%) | 152 (73,8%) | 54 (26,2%)
Sin hepatopatia 198 183 (92,4%) | 98 (49,5%) | 283 (71,5%) | 113 (28,5%)
Dependientes 189 175 (92,6%) | 88 (46,6%) | 276 (73%) | 102 (27%)
Abusadores 112 103 (92%) | 56 (50%) | 159 (71%) | 65 (29%)

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la distribucion

genotipica o las frecuencias alélicas de los pacientes alcohdlicos dependientes al

compararlos con los abusadores del alcohol, ni de los pacientes cirrdticos frente a

aquellos sujetos sin hepatopatia.

La distribucion de los genotipos en los controles sanos se ajusté al equilibrio de

Hardy-Weinberg (X2 =2,101; P = 0,147), y fue similar a la comunicada previamente en

poblacion espafiola

241

, griega® o italiana®*.
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En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis de regresion logistica
realizado para estudiar los diferentes modelos de herencia para el alelo C y tras incluir
la edad como un potencial factor de confusion. EI modelo dominante fue el que mostro
significacion estadistica (P = 0,023) y mejor ajuste aplicando el criterio de informacion
de Akaike (que arrojo un valor de 544,921 para este modelo, frente a 546,665 del
modelo general y 550,083 del modelo recesivo). De acuerdo a este modelo dominante,
la posesion del alelo C (genotipos GC o CC) frente a la posesion del genotipo GG, esta
asociada con un mayor riesgo de padecer abuso o dependencia de alcohol, con una OR

de 1,615 (IC 95% = 1,067 — 2,442; P = 0,023).

Tabla 5. Andlisis de regresion logistica de los genotipos del polimorfismo 60 C>G
del gen MIR146A segun los distintos modelos de herencia del alelo C.

Analisis multivariante
Modelo Pacientes Controles OR IC 95% P
alcoholicos
General
CcC 23 (7,7) 10 (6,4) 1 Referencia
GC 121 (40,1) 46 (29,5) 1,242 0,541 -2,852 | 0,609
GG 157 (52,2) 100 (64,1) 0,741 0,334 -1,645 | 0,461
Recesivo
CcC 23 (7,7) 10 (6,4) 1 Referencia
GG + GC 278 (92,3) 146 (93,6) 0,901 0,413 -1,967 | 0,794
Dominante
GG 157 (52,2) 100 (64,1) 1 Referencia
GC +CC 144 (47,8) 56 (35,9) 1,615 1,067—2,442 | 0,023
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Polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 (rs11614913)

Los resultados del analisis de este polimorfismo se muestran en las tablas 6-9.
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la distribucién genotipica o
alélica en los pacientes alcohdlicos comparados con los controles sanos ni tampoco

entre los diferentes subgrupos de pacientes estudiados.

Tabla 6. Distribucion genotipica del polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos CcC CT TT
Total 457 175 (38,3%) | 217 (47,5%) 65 (14,2%)
Alcohdlicos 301 117 (38,9%) 136 (45,2%) 48 (15,9%)
Controles 156 58 (37,2%) 81 (51,9%) 17 (10,9%)

Tabla 7. Distribucion genotipica del polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos CcC CT TT
Con cirrosis 103 44 (42,7%) 40 (38,8%) 19 (18,5%)
Sin hepatopatia 198 73 (36,9%) 96 (48,5%) 29 (14,6%)
Dependientes 189 77 (40,7%) 87 (46,1%) 25 (13,2%)
Abusadores 112 40 (35,7%) 49 (43,8%) 23 (20,5%)
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Tabla 8. Distribucion alélica del polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2.

Presencia alélica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos | CC+CT CT+TT C T
Total 457 392 (85,8%) | 282 (61,7%) | 567 (62%) | 347 (38%)
Alcohélicos 301 253 (84,1%) | 184 (61,1%) | 370 (61,5%) | 232 (38,5%)
Controles 156 139 (89,1%) | 98 (62,8%) | 197 (63,1%) | 115 (36,9%)

Tabla 9. Distribucion alélica del polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Presencia alélica

Frecuencia alélica

Grupo Individuos | CC+CT CT+TT C T

Con cirrosis 103 84 (81,6%) | 59 (57,3%) | 128 (62,1%) | 78 (37,9%)
Sin hepatopatia 198 169 (85,4%) | 125 (63,1%) | 242 (61,1%) | 154 (88,9%)
Dependientes 189 164 (86,8%) | 112 (59,3%) | 241 (63,8%) | 137 (36,2%)
Abusadores 112 89 (79,5%) | 72 (64,3%) | 129 (57,6%) | 95 (42,4%)

La distribucion de los genotipos en los controles sanos no se desviaba del

equilibrio de Hardy-Weinberg (32 = 2,081; P = 0,149). Las frecuencias de los diferentes

genotipos fueron muy similares a las descritas previamente en poblacion caucésica

centroeuropea

243,244

Polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS (rs61764370)

Las tablas 10 y 11 muestran el analisis comparativo de las frecuencias

genotipicas en los grupos estudiados. Se observa una diferente distribucion al comparar
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los pacientes alcohdlicos con y sin hepatopatia, siendo mas frecuente el alelo G en los

segundos, aunque dicha diferencia no alcanzo la significacion estadistica (P = 0,063).

Tabla 10. Distribucion genotipica del polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos TT GT GG
Total 454 342 (75,3%) | 106 (23,3%) 6 (1,3%)
Alcohdlicos 299 232 (77,6%) 63 (21,1%) 4 (1,3%)
Controles 155 110 (71%) 43 (27,7%) 2 (1,3%)

En dos de los casos y uno de los controles no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos

experimentos.

Tabla 11. Distribucion genotipica del polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos TT GT GG
Con cirrosis 103 84 (81,6%) 16 (15,5%) 3 (2,9%)
Sin hepatopatia 196 148 (75,5%) 47 (24%) 1 (0,5%)
Dependientes 188 144 (76,6%) 42 (22,3%) 2 (1,1%)
Abusadores 111 88 (79,3%) 21 (18,9%) 2 (1,8%)

En dos pacientes sin hepatopatia (uno dependiente y otro abusador), no fue posible determinar el
genotipo tras realizar dos experimentos.

La comparacion de las frecuencias alélicas de los grupos estudiados se muestran

en las tablas 12 y 13. No se observaron diferencias significativas al comparar casos y

controles ni al comparar los subgrupos de pacientes analizados.
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Tabla 12. Distribucidn alélica del polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS.

Presencia alelica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos TT+GT GT + GG T G
Total 454 448 (98,7%) | 112 (24,7%) | 790 (87%) | 118 (13%)
Alcohélicos 299 295 (98,7%) | 67 (22,4%) | 527 (88,1%) | 71 (11,9%)
Controles 155 153 98,7(%) | 45 (29%) | 263 (84,8%) | 47 (15,2%)

En dos de los casos y uno de los controles no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos

experimentos.

Tabla 13. Distribucion alélica del polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Presencia alélica Frecuencia alélica
Grupo Individuos TT+GT GT + GG T G
Con cirrosis 103 100 (97,1%) | 19 (18,4%) | 184 (89,3%) | 22 (10,7%)
Sin hepatopatia 196 195 (99,5%) | 48 (24,5%) | 343 (87,5%) | 49 (12,5%)
Dependientes 188 186 (98,9%) | 44 (23,4%) | 330 (87,8%) | 46 (12,2%)
Abusadores 111 109 (98,2%) | 23 (20,7%) | 197 (88,7%) | 25 (11,3%)

En dos pacientes sin hepatopatia (uno dependiente y otro abusador), no fue posible determinar el
genotipo tras realizar dos experimentos.

La distribucidn genotipica en los controles sanos cumplia el equilibrio de Hardy-

Weinberg (x* = 0,952; P = 0,329). Las frecuencias de los diferentes genotipos fueron

similares a las descritas en poblacion noruega
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Polimorfismo 2124 G>T del gen 1L12B (rs1368439)

Las frecuencias genotipicas obtenidas al analizar este polimorfismo se muestran
en las tablas 14 y 15. No se observaron diferencias significativas al comparar pacientes
alcoholicos frente a controles ni tampoco al comparar los diferentes subgrupos de
pacientes estudiados. La frecuencia de heterocigotos y homocigotos GG fue menor en
los pacientes con cirrosis que en sujetos sin afectacion hepatica, si bien esta diferencia

no alcanzo la significacion estadistica.

Tabla 14. Distribucién genotipica del polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos TT GT GG
Total 453 317 (70%) 125 (27,6%) 11 (2,4%)
Alcohdlicos 300 207 (69%) 86 (28,7%) 7 (2,3%)
Controles 153 110 (71,9%) 39 (25,5%) 4 (2,6%)

En 4 individuos (1 paciente y 3 controles) no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos

experimentos.

Tabla 15. Distribucién genotipica del polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos TT GT GG
Con cirrosis 102 76 (74,5%) 24 (23,5%) 2 (2%)
Sin hepatopatia 198 131 (66,2%) 62 (31,3%) 5 (2,5%)
Dependientes 188 131 (69,7%) 53 (28,2%) 4 (2,1%)
Abusadores 112 76 (67,9%) 33 (29,5%) 3 (2,7%)

En uno de los pacientes alcohdlicos (cirrdtico y dependiente) no fue posible determinar el genotipo tras
realizar dos experimentos.
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El anélisis comparativo de las frecuencias alélicas se muestra en las tablas 16 y

17. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas, aunque cabe destacar

la menor frecuencia del alelo G en los pacientes cirroticos.

Tabla 16. Distribucidn alélica del polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B.

Presencia alélica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos | TT + GT GT + GG T G
Total 453 442 (97,6%) | 136 (30%) | 759 (83,8%) | 147 (16,2%)
Alcohdlicos 300 293 (97,7%) | 93 (31%) | 500 (83,3%) | 100 (16,7%)
Controles 153 149 (97,4%) | 43 (28,1%) | 259 (84,6%) | 47 (15,4%)

En 4 individuos (1 paciente y 3 controles) no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos

experimentos.

Tabla 17. Distribucion alélica del polimorfismo 2124 G>T del gen IL12B en los
pacientes alcoholicos estudiados.

Presencia alélica

Frecuencia alélica

Grupo Individuos | TT + GT GT + GG T G

Con cirrosis 102 100 (98%) | 26 (25,5%) | 176 (86,3%) | 28 (13,7%)
Sin hepatopatia 198 193 (97,5%) | 67 (33,8%) | 324 (81,8%) | 72 (18,2%)
Dependientes 188 184 (97,9%) | 57 (30,3%) | 315 (83,8%) | 61 (16,2%)
Abusadores 112 109 (97,3%) | 36 (32,1%) | 185 (82,6%) | 39 (17,4%)

En uno de los pacientes alcoholicos (cirrético y dependiente) no fue posible determinar el genotipo tras
realizar dos experimentos.
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La distribucion de los genotipos en los controles sanos cumplio el equilibrio de

Hardy-Weinberg (x> = 0,058; P = 0,808). Las frecuencias de los diferentes genotipos

fueron similares a las descritas en poblacién estadounidense®*®,

Polimorfismo 5000C>T del gen 1L16 (rs1131445)

Las tablas 18 y 19 muestran el andlisis de las frecuencias de los diferentes

genotipos obtenidas. No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas al

comparar pacientes y controles o los diferentes subgrupos de pacientes.

Tabla 18. Distribucion genotipica del polimorfismo 5000C>T del gen 1L16.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos TT CT CcC
Total 457 171 (37,4%) | 211 (46,2%) 75 (16,4%)
Alcohdlicos 301 109 (36,2%) 146 (48,5%) 46 (15,3%)
Controles 156 62 (39,7%) 65 (41,7%) 29 (18,6%)

Tabla 19. Distribucion genotipica del polimorfismo 5000C>T del gen

pacientes alcohdlicos estudiados.

IL16 en los

Frecuencias genotipicas

Grupo Individuos TT CT CcC

Con cirrosis 103 40 (38,8%) 51 (49,5%) 12 (11,7%)
Sin hepatopatia 198 69 (34,8%) 95 (48%) 34 (17,2%)
Dependientes 189 68 (36%) 93 (49,2%) 28 (14,8%)
Abusadores 112 41 (36,6%) 53 (47,3%) 18 (16,1%)
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A continuacion (tablas 20 y 21) se muestra la distribucion de frecuencias alélicas

obtenida al analizar este polimorfismo. No se encontraron diferencias significativas al

comparar los diferentes grupos estudiados.

Tabla 20. Distribucion alélica del polimorfismo 5000C>T del gen IL16.

Presencia alélica

Frecuencias alélicas

Grupo Individuos TT+CT CT+cCC T C

Total 457 382 (83,6%) | 286 (62,6%) | 553 (60,5%) | 361 (39,5%)
Alcohélicos 301 255 (84,7%) | 192 (63,8%) | 364 (60,5%) | 238 (39,5%)
Controles 156 127 (81,4%) | 94 (60,3%) | 189 (60,6%) | 123 (39,4%)

Tabla 21. Distribucion alélica del polimorfismo 5000C>T del gen
pacientes alcohdlicos estudiados.

IL16 en los

Presencia alélica

Frecuencia alélica

Grupo Individuos | TT+CT CT+CC T C

Con cirrosis 103 91 (88,3%) | 63 (61,2%) | 131 (63,6%) | 75 (36,4%)
Sin hepatopatia 198 164 (82,8%) | 129 (65,2%) | 233 (58,8%) | 163 (41,2%)
Dependientes 189 161 (85,2%) | 121 (64%) | 229 (60,6%) | 149 (39,4%)
Abusadores 112 94 (83,9%) | 71 (63,4%) | 135 (60,3%) | 89 (39,7%)

La distribucion de los genotipos en los controles sanos no se desvio del

equilibrio de Hardy-Weinberg (32 = 2,541; P = 0,110). Las frecuencias de los diferentes

genotipos fueron similares a las descritas en poblacion originaria de China®?, aunque en
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poblacion irani se comunicaron frecuencias diferentes, con una menor prevalencia del

alelo C (28,8%) y menor porcentaje del genotipo CC (8,6%)

Polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 (rs3917328)

224

El andlisis comparativo de las frecuencias genotipicas de los diferentes grupos

estudiados se muestra en las tablas 22 y 23. No se encontraron diferencias significativas

al comparar dichos grupos.

Tabla 22. Distribucion genotipica del polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1.

Frecuencias genotipicas
Grupo Individuos CcC CT TT
Total 456 389 (85,3%) 65 (14,3%) 2 (0,4%)
Alcohdlicos 301 264 (87,7%) 35 (11,6%) 2 (0,7%)
Controles 155 125 (80,6%) 30 (19,4%) 0

En uno de los controles no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos experimentos.

Tabla 23. Distribucion genotipica del polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 en los

pacientes alcohdlicos estudiados.

Frecuencias genotipicas

Grupo Individuos cC CT TT
Con cirrosis 103 88 (85,4%) 15 (14,6%) 0
Sin hepatopatia 198 176 (88,9%) 20 (10,1%) 2 (1%)
Dependientes 189 165 (87,3%) 23 (12,2%) 1 (0,5%)
Abusadores 112 99 (88,4%) 12 (10,7%) 1 (0,9%)
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Las diferencias en cuanto a la distribucion alélica se muestran en las tablas 24 y
25. Se observo una diferencia estadisticamente significativa en la distribucion alélica en
los pacientes alcoholicos frente a los controles sanos (P = 0,042), debido a una mayor

frecuencia del alelo T en los controles sanos que en los pacientes alcohdlicos.

Tabla 24. Distribucidn alélica del polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1.

Presencia alélica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos CC+CT CT+TT C T
Total 456 454 (99,6%) | 67 (14,7%) | 843 (92,4%) | 69 (7,6%)
Alcohdlicos 301 299 (99,3%) | 37 (12,3%) | 563 (93,5%) | 39 (6,5%)
Controles 155 155 (100%) | 30 (19,4%) | 280 (90,3%) | 30 (9,7%)

En uno de los controles no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos experimentos.

Tabla 25. Distribucion alélica del polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 en los
pacientes alcohdlicos estudiados.

Presencia alélica Frecuencia alélica
Grupo Individuos | CC +CT CT+TT C T
Con cirrosis 103 103 (100%) | 15 (14,6%) | 191 (92,7%) | 15 (7,3%)
Sin hepatopatia 198 196 (99%) | 22 (11,1%) | 372 (93,9%) | 24 (6,1%)
Dependientes 189 188 (99,5%) | 24 (12,7%) | 353 (93,4%) | 25 (6,6%)
Abusadores 112 111 (99,1%) | 13 (11,6%) | 210 (93,7%) | 14 (6,3%)

82



Resultados

La distribucion de los genotipos en los controles sanos se ajusté al equilibrio de

Hardy-Weinberg (x> = 1,779; P = 0,182). Las frecuencias de los diferentes genotipos

fueron idénticas a las descritas en poblacién estadounidense*.

El analisis multivariante de

regresion

logistica no mostré diferencias

significativas al analizar los diferentes modelos de herencia para el alelo T al comparar

pacientes alcohdlicos y controles sanos ajustando por la edad (Tabla 26). Tampoco

mostrd significacion estadistica la introduccion de una variable de interaccién entre el

genotipo y la edad ni hubo diferencias significativas en la edad de los pacientes o

controles agrupados por genotipos.

Tabla 26. Andlisis de regresion logistica de los genotipos del polimorfismo 3114 C>T
del gen IL1R1 segun los distintos modelos de herencia del alelo T.

Analisis multivariante
Modelo Pacientes Controles OR IC 95% P
alcohdlicos
General
CC 264 (87,7%) 125 (80,6%) 1 Referencia
CT 35 (11,6%) 30 (19,4%) 0,624 0,358 -1,087 | 0,096
TT 2 (0,7%) 0 (0%) NC NC 0,999
Dominante
CcC 264 (87,7%) 125 (80,6%) 1 Referencia
CT+TT 37 (12,3%) 30 (19,4%) 0,656 0,379-1,137 | 0,133

NC: no pudo calcularse debido a la ausencia del genotipo TT en controles.

El modelo recesivo no se calculd debido a la ausencia del genotipo TT en controles.
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Polimorfismo 3400 A>G del gen NFKB1 (rs4648143)

Las tablas 27 y 28 muestran el analisis comparativo de las frecuencias

genotipicas de este polimorfismo en los diferentes grupos estudiados. No se encontraron

diferencias significativas en la comparacion de los diferentes grupos de estudio.

Tabla 27. Distribucion genotipica del polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBL1.

Frecuencias genotipicas

Grupo Individuos GG GA AA

Total 456 451 (98,9%) 5 (1,1%) 0 (0%)
Alcoholicos 301 299 (99,3%) 2 (0,7%) 0 (0%)
Controles 155 152 (98,1%) 3 (1,9%) 0 (0%)

En uno de los controles no fue posible determinar genotipo tras realizar dos experimentos.

Tabla 28. Distribucién genotipica del

pacientes alcohdlicos estudiados.

polimorfismo 3400 A>G del gen NFKB1 en los

Frecuencias genotipicas

Grupo Individuos GG GA AA

Con cirrosis 103 102 (99%) 1 (1%) 0 (0%)
Sin hepatopatia 198 197 (99,5%) 1 (0,5%) 0 (0%)
Dependientes 189 187 (98,9%) 2 (1,1%) 0 (0%)
Abusadores 112 112 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
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El anélisis comparativo de las frecuencias alélicas se muestra en las tablas 29 y

30. No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos estudiados.

Tabla 29. Distribucién alélica del polimorfismo 3400 A>G del gen NFKB1.

Presencia alélica Frecuencias alélicas
Grupo Individuos GG + GA GA + AA G A
Total 456 456 (100%) | 5(1,1%) | 907 (99,5%) | 5 (0,5%)
Alcohdlicos 301 301 (100%) 2 (0,7%) 600 (99,7%) | 2 (0,3%)
Controles 155 155 (100%) 3(2,9%) 307 (99%) 3 (1%)

En uno de los controles no fue posible determinar el genotipo tras realizar dos experimentos.

Tabla 30. Distribucion alélica del polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBL1 en los pacientes
alcohdlicos estudiados.

Presencia alélica Frecuencia alélica
Grupo Individuos GG + GA GA + AA G A
Con cirrosis 103 103 (100%) 1 (1%) 205 (99,5%) | 1 (0,5%)
Sin hepatopatia 198 198 (100%) | 1(0,5%) | 395(99,7%) | 1 (0,3%)
Dependientes 189 189 (100%) | 2(1,1%) | 376 (99,5%) | 2 (0,5%)
Abusadores 112 112 (100%) 0 (0%) 224 (%) 0 (0%)

La distribucion de los genotipos en los controles sanos cumplio el equilibrio de

Hardy-Weinberg (x> = 0,014; P = 0,903). Las frecuencias de los diferentes genotipos

fueron

idénticas a las

descritas

en

HapMap para

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=4648143).

poblacién

europea
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Discusion

Los estudios de asociacion genética, como el presente, poseen unas
caracteristicas concretas que afectan a la validez de los mismos y a la interpretacion de
los resultados, incluyendo ciertas particularidades del analisis estadistico®®. Por ello,
parece adecuado considerar estos aspectos comunes antes de profundizar en la discusion

de los resultados concretos de cada uno de los polimorfismos analizados.

VALIDEZ DE LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION GENETICA

Con frecuencia, se observan resultados contradictorios para una misma
asociacion polimorfismo-enfermedad en este tipo de estudios. En muchos casos, la falta
de reproducibilidad de una asociacion se debe a problemas en la validez interna de los
estudios genéticos de casos y controles®?**, debido a que existen diversos sesgos y
dificultades metodoldgicas que pueden afectar a la validez de estos trabajos. Ello puede
provocar, entre otros efectos, que el grupo de casos y el grupo de controles sean
diferentes en sus caracteristicas basales o en los factores de exposicion a una
enfermedad. La existencia de estos sesgos puede determinar la falta de deteccion de una
asociacion real (falsos negativos) o el hallazgo de relaciones espurias (falsos positivos).
A continuacién, se detallan algunos de los problemas metodolégicos méas frecuentes en

los estudios de asociacidn genética de casos y controles.

Presencia de factores de confusion

Este sesgo aparece cuando una determinada variable o factor de confusion se
encuentra relacionado de forma simultanea e independiente tanto con la enfermedad
estudiada como con el factor de riesgo analizado®*. En el presente estudio se han

controlado diversos factores que podrian influir en el desarrollo de EHA, como el sexo,
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la cantidad de alcohol consumido o la presencia de hepatopatia virica crénica, y otros
que podrian influir en el desarrollo de dependencia alcohdlica, como la adiccion a otras
sustancias o la existencia de comorbilidad psiquiatrica grave®>**. Una variable no
recogida en nuestro trabajo, capaz de actuar como factor de confusion, es la obesidad,

257 Otro factor a tener en

cuya presencia puede favorecer el desarrollo de lesion hepética
cuenta es la edad, ya que el riesgo de haber desarrollado EHA o dependencia del alcohol
aumenta con el tiempo®®%*°. Dada la diferencia significativa entre la edad media de los

grupos estudiados en nuestro trabajo, hemos controlado este factor al realizar el analisis

estadistico.

Estratificacion poblacional

Este sesgo ocurre cuando la poblacién estudiada estd compuesta por dos o méas
subpoblaciones con diferente frecuencia alélica del polimorfismo analizado y diferente
riesgo para el desarrollo de la enfermedad debido a la influencia de otros genes o a
factores ambientales®*?**. Ello ocurre, por ejemplo, cuando se analiza una poblacién

compuesta por dos grupos étnicos diferentes.

En el presente trabajo se ha controlado dicho sesgo, ya que todos los casos y
controles incluidos, hasta sus ascendientes en segundo grado, proceden de la misma
region de Espafia y eran de raza caucasica. Ademas, el equilibrio de Hardy-Weinberg se
cumplia para todos los polimorfismos, lo que demuestra que se mantuvieron las
condiciones de este principio en nuestra poblacién (ausencia de migracion, mutacion o
seleccién genética y apareamiento aleatorio, entre otras)®**. En todo caso, la aparicion
de este sesgo puede darse incluso en poblaciones aisladas, por lo que resulta imposible

garantizar por completo su ausencia®>*.
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Clasificacion de casos y controles

La correcta clasificacion de los sujetos incluidos, etiquetando como casos a
aquellos que realmente tienen la enfermedad y como controles a aquellos que no la
tienen, es un requisito basico en este tipo de estudios. En el presente trabajo resulta
crucial tanto la clasificacion de los dos grupos de estudio como la division en subgrupos

de los paciente alcohdlicos (con y sin EHA y abusadores o dependientes del alcohol).

En cuanto al reclutamiento de pacientes alcohdlicos, este se realizé a traves de
una unidad médica especializada, a la que los pacientes habian sido remitidos tras una
valoracion previa en la que se habia detectado un consumo perjudicial de alcohol en
forma de abuso o dependencia. Aunque no existe un acuerdo global sobre la cuantia del
consumo de alcohol necesaria para considerarla como perjudicial, el consumo medio de
los pacientes reclutados se encontrdé muy por encima de los valores utilizados

habitualmente®?®,

Con respecto a la clasificacion de los pacientes alcoholicos en dependientes y
abusadores, se siguieron las recomendaciones vigentes para su diagndstico en el
momento de su inclusion, aplicando los criterios recogidos en el manual DSM-IV-TR,

que han sido detallados previamente®.

Por altimo, en lo que afecta al diagnéstico de EHA, la prueba fundamental para
establecerlo es la biopsia hepéatica. Es necesario tener en cuenta que, por razones éticas,
resulta dificil plantear la realizacion de una biopsia hepatica exclusivamente con fines
de investigacion, debido a sus potenciales complicaciones®®. Es por ello que el criterio
seguido en nuestro estudio para la clasificacion de los pacientes sin EHA es la
normalidad clinica, ecografica y analitica en pacientes con un consumo de alcohol
similar al de los pacientes cirroticos. Esta estrategia es similar a la adoptada en otros

261,262

trabajos , ¥ coincide con las ultimas guias clinicas publicadas, que recomiendan la
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realizacion de una biopsia hepatica solo en aquellos pacientes con sospecha de
afectacion hepética grave por el consumo de alcohol y en los que la biopsia puede
modificar la actitud terapéutica o con la finalidad de incluir a pacientes en ensayos

128

clinicos para el desarrollo de nuevos tratamientos™". Asimismo, diversos trabajos han

demostrado la buena correlacion existente entre los hallazgos de la biopsia hepatica y

las pruebas no invasivas empleadas habitualmente?®*%®®,

Seleccidn de genes candidatos

Para reducir el riesgo de un falso positivo en los estudios genéticos de
asociacion, resulta de capital importancia que exista una plausibilidad biol6gica en la
asociacion planteada, es decir, que los genes seleccionados presenten una adecuada
probabilidad a priori de asociacion con la enfermedad. Habitualmente, esta seleccion se
realiza a partir de la informacién obtenida mediante estudios previos que hayan
generado la suficiente evidencia como para considerar a un gen determinado como
"candidato" a estar relacionado con la fisiopatologia de una enfermedad. Estos estudios
pueden ser de diferentes tipos: identificacion de proteinas implicadas en la patogenia,
diferencias en la respuesta a farmacos, identificacion de genes en modelos animales
previos, estudios de enfermedades familiares, rastreos hologenémicos o estudios de
asociacion previos®®’. En nuestro caso, ademas de una revision exhaustiva de la
informacion disponible, se realiz6 una busqueda a través de las bases de datos existentes
de polimorfismos en dianas potenciales de micro-ARN, tal y como se ha explicado.
Consideramos, por tanto, que se han seleccionado variantes genéticas con una razonable
probabilidad a priori de asociacion con la enfermedad y, por tanto, que se ha

minimizado el riesgo de un falso positivo.
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Obtencion y procesamiento de las muestras

Los errores en el proceso de genotipado pueden alterar el resultado de un estudio
y se estima que, incluso extremando las precauciones y utilizando tecnologia de Gltima
generacion, el porcentaje de error en el genotipado en este tipo de estudios se sitla entre
el 1% y el 3%, Por tanto, se trata de errores que pueden afectar de forma definitiva a

la validez de los resultados de un estudio de asociacion genética®.

En nuestro estudio se aplicd un estricto protocolo de procesamiento de las
muestras de sangre periférica hasta obtener el ADN, tal y como se ha detallado,
extremando en todo momento las medidas de esterilidad con la finalidad de evitar la
contaminacion de las muestras. En cuanto al proceso de genotipado, se llevé a cabo un
control de la calidad metodoldgica mediante la aplicacion de normas fundamentales
para la deteccién de errores, como la duplicacion de muestras en diferentes placas, la
utilizacion de pocillos vacios de control, y la comprobacion de la coherencia de los
resultados durante el genotipado de la muestra mediante la comparacion de resultados

210 Ademas, se tratd de

de diferentes placas entre si y con los datos previos disponibles
minimizar la aparicion de sesgos mediante la utilizacion de placas mixtas con muestras
de casos y controles en cada analisis, y la repeticion del genotipado de aquellas
muestras que no alcanzasen un grado de discriminacion adecuado en un primer
analisis®*. El cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los
polimorfismos estudiados, asi como la similitud de las frecuencias alélicas obtenidas en
controles con las descritas en estudios previos en poblaciones similares, hablan a favor
de una correcta determinacion del genotipo de los individuos incluidos en el presente

estudio®”

. Ademaés, como marcadores de calidad, cabe destacar que el porcentaje de
pocillos de control contaminados a lo largo del proceso de genotipado fue inferior al

5%, al igual que el porcentaje de muestras en las que fue necesario una repeticion del
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genotipado, cumpliendo los requisitos de calidad habituales®®*. Con todo ello, en el
presente trabajo se puede considerar descartada de forma razonable la existencia de este
sesgo, al menos en un porcentaje significativo que pudiese interferir en la validez de los

resultados obtenidos®’2.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Independientemente de las consideraciones anteriores, el hallazgo de una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de una determinada

enfermedad y una variante genética puede deberse a las siguientes circunstancias:

-Existencia de una relacion directa entre la variante genética y el desarrollo de la

enfermedad, debido a que dicha variante es un factor de riesgo en su patogenia.

-Existencia de una relacién indirecta entre la variante genética y el desarrollo de
la enfermedad, debido a que dicha variante esta asociada con otra que es la que si tiene
relacion directa con dicha patologia (fenémeno denominado desequilibrio de
ligamiento). En este caso, podria decirse que la variante analizada es, en realidad, un

"marcador de enfermedad”, pero no un factor de riesgo.

-Existencia de un falso positivo, que supone que la asociacion estadistica
encontrada se debe a la casualidad o a la presencia de sesgos, como los anteriormente

descritos.

Asimismo, la ausencia de relacién entre un polimorfismo y el desarrollo de una

enfermedad puede deberse a una de las siguientes posibilidades:
-La variante genética analizada no esta asociada con la enfermedad.

-Existencia de un falso negativo, debido a la presencia de sesgos o0 a un bajo
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poder estadistico del estudio.

Relacion directa polimorfismo-enfermedad

Existen varios factores que influyen en que se acepte la existencia de una
relacion causal entre una variante genética y el desarrollo de una enfermedad
determinada. Entre ellos se incluye la fuerza de la asociacion, la replicacion de los
resultados y la plausibilidad biolégica. Tal y como se ha mencionado, uno de los
problemas fundamentales que se plantean en este tipo de estudios radica en el proceso
de seleccion de genes candidatos y, dentro de cada gen, en elegir los polimorfismos

potencialmente asociados con la enfermedad objeto de estudio®’.

Dicho proceso
determina la probabilidad a priori de asociacion, que desde una perspectiva bayesiana
es importante para la interpretacion de los resultados. Estudios en los que esta
probabilidad sea baja, requieren un analisis cauteloso de los resultados obtenidos,
aunque se haya encontrado una asociacion estadisticamente significativa. Asi, en estos
casos podria exigirse una mayor fuerza de asociacion o una replicacion externa méas
amplia de los resultados para su consideracién y aceptacién®°. En el presente trabajo se
ha seguido un sistema de seleccion de genes candidatos, tal y como se ha explicado

previamente, con el objetivo de analizar Gnicamente genes candidatos que presenten una

probabilidad a priori de asociacion adecuada.

En todo caso, la situacion ideal en un estudio genético de asociacion es aquella
en la que existe una plausibilidad biolégica demostrada, es decir, que el polimorfismo
estudiado altere la funcion de la proteina codificada por el gen y que dicha proteina

tenga un papel en la patogenia de la enfermedad®**?*

. No se puede olvidar, sin
embargo, que el conocimiento exacto de la funcion de una proteina dentro de la

fisiopatologia de una enfermedad o de la funcionalidad de un polimorfismo resulta muy
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complejo; de hecho, s6lo podria alcanzarse utilizando modelos humanos modificados
genéticamente. En este sentido, conviene mencionar el ejemplo de la asociacion de la
variante genética 10109 C>G (rs7384099) del gen PNPLA3 con la EHA. Aunque no se
conoce con exactitud la relacion entre la proteina codificada por este gen (adiponutrina)
y la EHA, la asociacion entre esta variante genética y esta enfermedad parece

consistente en los diferentes estudios realizados'’®’®, De

igual forma, no podemos
olvidar que ciertos polimorfismos, considerados inicialmente como silentes, han
adquirido interés tras demostrarse su funcionalidad como regiones de unién de micro-

ARN??,

Es importante tener en cuenta estas consideraciones porque, dada la novedad del
trabajo planteado en esta tesis, la implicacién de algunos de los genes que hemos
analizado en el desarrollo de alcoholismo ha sido estudiada s6lo parcialmente. Aunque
parece claro que los procesos de activacion de la respuesta inflamatoria en el higado y el
sistema nervioso central juegan un papel clave en el desarrollo de la mayoria de los

trastornos asociados al consumo de alcohol?+3373:273

, existen pocos datos disponibles
para algunos de los genes estudiados. Por tanto, resulta complejo establecer hipdtesis de
trabajo que puedan aplicarse de forma general, dado que la fisiopatologia de cada uno

de ellos presenta variaciones®’.

En cualquier caso, el papel de la via del TLR4, tanto en el desarrollo de la EHA
como de la neuroinflamacion inducida por el consumo de alcohol, parece bien
establecido a la luz de los resultados de los estudios publicados en los Gltimos afios®*".
Ademas, diferentes trabajos han demostrado la implicacion de varios micro-ARN como

275-277

reguladores de esta via , y algunos de ellos ya se han relacionado claramente con el

alcoholismo o con los trastornos asociados al consumo de alcohol 86278-280

Es preciso considerar también que no se conoce con exactitud la funcionalidad
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de los polimorfismos analizados en la mayor parte de los casos, y que los estudios
funcionales existentes son en muchos casos experimentos in vitro o en modelos
animales, cuyos resultados no han sido confirmados en humanos (aspecto este, por otra
parte, complejo de analizar). Ademas, no existen trabajos previos que analicen la
relacion entre los polimorfismos estudiados y el alcoholismo que permitan comparar

nuestros resultados.

Por todo ello, es necesario interpretar con cautela los resultados obtenidos v,
probablemente, serdn necesarias nuevas investigaciones para aclarar tanto la
funcionalidad como la repercusion de los polimorfismos analizados en pacientes
alcohdlicos y su posible implicacion en la fisiopatologia de los diferentes trastornos

asociados al consumo de alcohol.

Finalmente, no debemos olvidar el hecho de que el hallazgo de una asociacion
estadistica entre un polimorfismo y el desarrollo de una determinada enfermedad puede
deberse a que este se encuentre implicado en un conjunto de interacciones entre
diferentes variantes genéticas que influyan en la aparicién de la patologia estudiada®".
Ademas, estas interacciones también pueden darse con factores ambientales que

282 Muchas de estas interacciones

modifican la expresién y regulacion de ciertos genes
todavia no se conocen con exactitud y contribuyen a aumentar la complejidad de la
relacion genotipo-fenotipo y a dificultar la interpretacion de los resultados en este tipo

de estudios.

Relacion indirecta polimorfismo-enfermedad

El hallazgo de una relacion entre un polimorfismo y el desarrollo de una

enfermedad puede deberse también a una asociacion indirecta debida a que el
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polimorfismo actie como marcador de la presencia de otra variante o variantes con las
que esté en desequilibrio de ligamiento. Serian estas variantes, y no el polimorfismo
estudiado, las que poseerian una relacion causal directa con la patologia estudiada. Por
tanto, el polimorfismo analizado se consideraria como un marcador de la presencia

dicha enfermedad, pero no un factor de riesgo implicado en su patogenia.

El fenébmeno conocido como desequilibrio de ligamiento se produce cuando dos
alelos de un mismo cromosoma aparecen juntos con mayor frecuencia de la esperable

por el azar?®:%

. La aparicion de este fendmeno requiere de la existencia de dos
mutaciones en dos loci muy cercanos del mismo cromosoma, de forma que ambos se
sitien en un pequefio fragmento de ADN que no se vea alterado por la recombinacién
genética con el paso de las generaciones, por recurrencias de la misma mutacion o por
conversion genética®*. De esta forma, la frecuencia de aparicién de ambas mutaciones
en la descendencia es mayor de la esperable (desequilibrio de ligamiento)®®. Cuanto
mayor sea la distancia entre dos puntos del genoma, menor es la probabilidad de
aparicion de desequilibrio de ligamiento, aunque se han detectado regiones del genoma
en las que existe un alto grado de desequilibrio de ligamiento, limitadas por regiones en

las que dicho trastorno apenas existe”®.

Los fragmentos con un alto grado de
desequilibrio de ligamiento pueden constituir bloques de haplotipos, o combinaciones
de alelos de diferentes loci de un cromosoma trasmitidos juntos a la descendencia y
conservados evolutivamente?®®?®’. La diversidad de los bloques de haplotipos aumenta
de forma paralela a la identificacion de nuevos polimorfismos y, aunque afiaden mayor
complejidad, pueden ayudar a enriquecer y mejorar los estudios de asociacion
genética®®®. Ademas, se ha planteado la posibilidad de que existan determinados
polimorfismos en cada bloque de haplotipos que actien como marcadores y cuya

deteccion facilite la identificacion de estos haplotipos?®®®,
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Ausencia de relacion polimorfismo-enfermedad

La ausencia de relacion de un polimorfismo con una enfermedad puede deberse,
en primer lugar, a la ausencia de funcionalidad de este en el proceso fisiopatoldgico o a
la falta de implicacién de la proteina codificada en el mismo. Ademaés, aunque el
polimorfismo tenga repercusion funcional o la proteina desempefie un papel en la
enfermedad, cabe la posibilidad de que la existencia de una variante genética concreta
no provoque una alteracion suficiente como para aumentar el riesgo de padecer una
enfermedad, o bien que esto solo suceda ante la actuacion concomitante de otros
factores ambientales o genéticos. En todo caso, dado que un mismo gen puede presentar
varios polimorfismos, la ausencia de asociacion con una variante concreta no descarta la

existencia de asociacion entre dicho gen y la enfermedad estudiada.

ANALISIS ESTADISTICO

No existe un criterio establecido sobre el modo idoneo de llevar a cabo el
analisis estadistico en los estudios de asociacion genética, pero si estd claro que este
debe responder a necesidades concretas de la investigacion realizada y estar orientado a

mantener el equilibrio entre los errores a y .

En primer lugar, se ha utilizado de manera habitual el test ¥> como método
inicial de valoracion de la asociacidn entre la presencia de enfermedad y la distribucion
genotipica de los diferentes polimorfismos estudiados, seguido por el estudio de la
presencia alélica. El analisis de la frecuencia alélica se ha realizado con finalidad
unicamente exploratoria, sin calcular la OR, ya que esto implica duplicar artificialmente

el tamafio muestral®®®.

Tras el analisis univariante, es necesario demostrar si la asociacion de los
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polimorfismos con la enfermedad estudiada es independiente de los potenciales factores
de confusién®®. Para ello se ha utilizado a regresién logistica multivariante, que nos

permite también obtener el modelo de herencia para cada variante genética.

Es preciso considerar que los métodos estadisticos habitualmente empleados en
los estudios de asociacion genética se basan en que una determinada variante sea
directamente responsable del desarrollo de una enfermedad, ignorando las interacciones
genéticas o ambientales en dicho proceso®. Este hecho supone una limitacién habitual
en este tipo de trabajos, aunque se trata de un paso fundamental antes de plantear la
busqueda de interacciones®®. En el campo del micro-ARN y el alcoholismo, la
investigacion se encuentra todavia en fases iniciales de forma global, lo que supone una

dificultad afadida plantear la presencia de interacciones.

Ajuste del valor de P

Otro aspecto controvertido en este tipo de estudios es la necesidad o no de usar
un valor de P ajustado por comparaciones multiples. En el presente trabajo no se ha
realizado una correccion de la misma, dado que los polimorfismos estudiados estan
potencialmente asociados con la respuesta inflamatoria inducida por el alcohol, lo que
aumenta la probabilidad a priori de su asociacion con el alcoholismo o la EHA. Este

enfoque, utilizado también en estudios previos®****

, evita el incremento del riesgo de
falsos negativos, a diferencia de planteamientos estadisticos basados en la correccion de
la significacion con métodos de ajuste como el de Bonferroni®®. La confirmacion o no
de la asociacion obtenida en este tipo de analisis debe basarse en la integracion de
diferentes resultados y su plausibilidad bioldgica, lo cual esta en linea con nuestro

297

planteamiento”’. Ademas, se ha comprobado que el uso combinado de las tablas 3x2 de

genotipos y de las tablas 2x2 de frecuencia y presencia alélicas reduce de forma
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sustancial el error tipo  del estudio (aumentando por tanto su potencia), sin un ascenso

apreciable del error tipo a pese a multiplicar el nimero de contrastes®®,

Potencia estadistica de nuestro estudio

El célculo del poder estadistico de un estudio es un elemento fundamental para
permitirnos valorar su capacidad de detectar diferencias. La potencia estadistica minima
requerida en los estudios genéticos de asociacion es de 0,8 (es decir, un 80% de
probabilidades de detectar una asociacién existente en realidad)*®. Por debajo de este
valor aumenta el riesgo de aparicion de falsos negativos. Igualmente se ha estimado que
la capacidad de replicacion de los resultados obtenidos en un estudio de asociacion

genética aumenta con un tamafio muestral superior a 150 individuos®®.

El presente trabajo cumple ambos requisitos, si bien cabe recordar que la
potencia estadistica no depende Unicamente del tamafio muestral, sino también de la
magnitud de la diferencia que queramos detectar. En los estudios de genes candidatos,
la deteccion de asociaciones significativas con frecuencias alélicas o genotipicas
similares en los casos y en los controles requiere tamafios muestrales muy grandes. Por
ejemplo, en el caso del polimorfismo de IL12B analizado, las frecuencias fueron muy
parecidas en ambos grupos, lo que implica que hubiesen sido necesarios mas de 12000
casos y el mismo nimero de controles para mantener una potencia estadistica superior

al 80%.

Debido al disefio del presente trabajo, que analiza varios polimorfismos de los
que no existen datos previos de las frecuencias esperadas en casos y controles, el
calculo de la potencia estadistica se ha realizado para diferentes valores de OR y un

valor establecido de la frecuencia esperada del polimorfismo. Una vez realizado el
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estudio, el analisis de los resultados obtenidos nos indica que sera preciso incrementar
el tamafio muestral para descartar con mayor seguridad la presencia de asociacion en
aquellos polimorfismos con frecuencias muy similares en los casos y en los controles

(como en el caso de IL12B).

POLIMORFISMOS GENETICOS ESTUDIADOS
Polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A (rs2910164)

En el presente trabajo hemos encontrado por primera vez una asociacion entre
un polimorfismo de micro-ARN vy el alcoholismo. En concreto, el alelo C del
polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A tiene una mayor prevalencia en pacientes con
abuso o dependencia de alcohol que en sujetos controles. Aunque no existen estudios
previos que hayan analizado directamente el papel de dicho micro-ARN en estas
patologias, el reciente hallazgo de su sobreexpresion en el cerebro de pacientes
alcohdlicos supone una base importante para establecer un papel del mismo en la

neurobiologfa del alcoholismo®.

En todo caso, para explicar la asociacion encontrada y su potencial relevancia, es
necesario, en primer lugar, exponer la funcién de miR-146a en la via inflamatoria
mediada por los receptores TLR4. Asi, estd claramente establecido que el consumo de
alcohol favorece el paso del LPS bacteriano al torrente sanguineo, cuya unién a los
receptores CD14 de las células de Kupffer es capaz de activar los receptores TLR4,

4346 De forma similar, estos

iniciando la respuesta inflamatoria a nivel hepatico
receptores se encuentran implicados también en la neuroinflamacion inducida por el
consumo de alcohol*®. En ambos casos, la activacion de esta via inflamatoria de TLR4

induce a través del NFxB la secrecion de citocinas inflamatorias (como TNFa 0 IL-1),
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que, a su vez, estimulan la sintesis de miR-146a>. Este micro-ARN act(a, por su parte,
como regulador negativo de la via TLR4/NFkB, reduciendo la expresion de genes que
codifican proteinas pro-inflamatorias como IRAK1, IRAK2 o TRAF6!%*! Ep
resumen, es posible afirmar que este micro-ARN es un regulador negativo de la via
TLR4 a través de un sistema de retroalimentacion. Dado que esta via desempefia un
papel clave en la inflamacion inducida por el consumo de alcohol, podemos establecer

por tanto un papel para miR-146a en la misma.

En concreto, la importancia de la neuroinflamacion inducida por etanol a traves
de la via TLR4 ha sido demostrado al apreciarse una reduccién de la respuesta
inflamatoria provocada por el etanol en el sistema nervioso central en ratones knockout
para TLR4*2 De esta forma, alteraciones en la funcién de miR-146a podrian
aumentar o disminuir la intensidad de la neuroinflamacion tras el consumo de alcohol.
Este efecto de miR-146a en el alcoholismo todavia no ha sido demostrado directamente,
pero si se ha comprobado que este micro-ARN es capaz de reducir la secrecion de

citocinas inflamatorias a través de la via TLR-4/NF«B en las células gliales'%

. Aunque
estos datos parecen establecer de forma clara la funcion del gen MIR146A en la
neuroinflamacién inducida por alcohol, resulta méas complejo determinar el papel
concreto del polimorfismo 60 C>G en el alcoholismo y la neuroinflamacion. Asi, se ha
descrito que el alelo C de este polimorfismo conlleva una reduccion en la produccién de
miR-146a, por lo que disminuiria su accion inhibidora sobre sus genes diana en la via
TLR4/NFkB™*'% con el balance final de un incremento la respuesta inflamatoria.
Teniendo en cuenta estos datos, se puede plantear la hipotesis de que la presencia del
alelo C conllevaria una reducciéon de la produccion de miR-146a y un aumento de

neuroinflamacion inducida por el alcohol a través de la via TLR4/NFkB, lo que

explicaria la mayor frecuencia del alelo C en pacientes con abuso o dependencia de
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alcohol. Este hecho, a su vez, podria estar relacionado con un aumento del riesgo de
desarrollar dependencia del alcohol?”®,

Nuestra hipoétesis, sin embargo, no explicaria los resultados de otros estudios

funcionales (que asocian el alelo C con niveles més elevados de miR-146a°"

), ni
tampoco el hallazgo de niveles elevados de miR-146a en el cerebro de pacientes
alcohélicos®®. Estas discrepancias podrian deberse a los efectos pleiotropicos de miR-
1464, dificiles de predecir, a las limitaciones propias de los estudios in vitro, cuyos

resultados hay que analizar con cautela, 0 a posibles cambios en la expresién de miR-

146a en funcién del patrén de consumo de alcohol.

En cualquier caso, consideramos que la asociacién descrita entre el
polimorfismo 60 G>C del gen MIR146A y el alcoholismo refuerza la asociacion de este
micro-ARN con dicha enfermedad, y sugiere la implicacion de esta variante alélica en la
susceptibilidad a la misma, si bien serdn necesarios méas estudios para determinar su

papel y punto de accién exactos.

Polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2 (rs11614913)

Nuestros resultados no muestran una asociacion significativa entre el
alcoholismo y el polimorfismo 78 C>T del gen MIR196A2. Las funciones mas
conocidas de este micro-ARN son la regulacién de la expresion de genes que codifican
proteinas implicadas en el desarrollo embrionario, como las del grupo HOX**, u otras

, 195,305. H -
proteinas estructurales ; pero entre sus dianas se encuentran también genes de
proteinas implicadas en la respuesta inflamatoria a través de la via TLR4/NFxB, como

TRAF6'®. Esto permite plantear que miR-196a2 puede estar relacionado con el

alcoholismo, aunque no lo esté el polimorfismo concreto analizado.
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Con respecto a la funcion de este polimorfismo, se ha descrito un aumento de la
sintesis de miR-196a2 en los portadores del alelo C'*, hecho que probablemente
conlleve una disfuncién en su accion reguladora, contribuyendo asi al desarrollo de
diversas patologias. Teniendo en cuenta el tipo de proteinas que regula, la presencia de
este polimorfismo se ha relacionado tanto con enfermedades congénitas®® como con el
desarrollo de neoplasias, fundamentalmente de origen digestivo®®. En este sentido,
existen estudios que han relacionado este polimorfismo con el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en pacientes cirr6ticos®®, aunque los datos son contradictorios y un

metanalisis reciente no ha confirmado esta asociacion®®.

Aunque se dispone de menos datos respecto a la relacion de este polimorfismo
con enfermedades inflamatorias, si se ha descrito la asociacion de esta variante con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica®® y con colitis ulcerosa®*. En todo caso, la
ausencia de asociacion encontrada con el alcoholismo podria deberse a que el propio
miR-196a2 o la variante genética analizada no desempefian un papel relevante en el

desarrollo de alcoholismo o en la aparicion de hepatopatia en pacientes alcoholicos.

Polimorfismo 3377 T>G del gen KRAS (rs61764370)

En nuestro trabajo no se ha encontrado una asociacién entre el polimorfismo
3377 T>G del gen KRAS y el abuso o dependencia alcohdlica o la EHA. Sin embargo,
la implicacion de dicho gen y de diferentes vias metabdlicas e inflamatorias reguladas
por el mismo en el alcoholismo ha sido comprobada previamente®. Por un lado, el
propio consumo de alcohol modifica la expresion de KRAS, que disminuye tras la
administracion de dicha sustancia; por otro lado, en ratones modificados genéticamente
se ha observado que una menor actividad de KRAS conllevaba un menor aumento del

deseo de consumo de alcohol tras el cese de la administracion de dicha sustancia en
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animales con consumo crénico previo®®®. Estos datos apoyan la hipotesis de que KRAS
se encuentre implicado en la fisiopatologia de la abstinencia y dependencia del alcohol.
Ademas, este gen se encuentra relacionado con la regulacion de otras vias
potencialmente asociadas al alcoholismo, como las de NFxB*? y PI3K3? (fosfatidil-
inositol 3 quinasa), por lo que modificaciones en la accion de KRAS inducidas por el

alcohol podrian variar a su vez la transmision de sefiales en estas vias?®**!,

El polimorfismo 3377 T>G se localiza en un punto diana de varios micro-ARN

de la familia let-72%6207

, 'y recientes hallazgos muestran la sobreexpresion de micro-
ARN de la familia let-7 (como let-7g o let-7f) en el cerebro de pacientes alcohélicos®®, o
su posible implicacion en el desarrollo de EHA?®, Por consiguiente, parece existir una
base solida para plantear el papel del gen KRAS y, en menor medida, de dicha variante

genética en el alcoholismo, aunque no ha sido comprobado de forma directa.

Respecto al efecto funcional del polimorfismo, la presencia del alelo G induce
un aumento de la expresion de KRAS, y se han observado menores niveles de let-7a, b, d
y g en portadores de dicha variante?®. Sin embargo, la ausencia de asociacién en
nuestro trabajo entre el polimorfismo estudiado y el alcoholismo, la dependencia
alcoholica o la EHA, apuntan hacia una falta de implicacion de dicha variante genética
en los fenotipos analizados, salvo que se trate de un falso negativo. En todo caso, si
resulta posible que otros polimorfismos localizados en ese mismo gen estén asociados

con el alcoholismo, dada la existencia de los datos previos anteriormente mencionados.
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Polimorfismo 2124 G>T del gen 1L12B (rs1368439)

En el presente estudio no se hall6 relacion entre el alcoholismo y el
polimorfismo 2124 G>T de IL12B. Sin embargo, estudios previos han demostrado la
relacion entre niveles aumentados de IL-12 y alcoholismo®, asi como la implicacién de
la misma en el desarrollo de EHA, relacionandose con formas graves de la misma'’.
Esta interleucina se encuentra intimamente relacionada con la activacion y
diferenciacion linfocitaria, y constituye uno de los productos finales de la via iniciada
por los receptores TLR. Ademas, acta como regulador de la misma®™, y se ha
postulado que alteraciones en esta funcion reguladora, como las originadas por la
existencia de polimorfismos, pueden contribuir al desarrollo de enfermedades con un

importante componente inflamatorio, como la esclerosis méltiple®®.

El polimorfismo aqui analizado se encuentra en una region de union potencial de
micro-ARN, y algunos algoritmos de prediccion han sugerido que, en concreto miR-23,
tiene como diana dicha regién (TargetScan 6.2)***#". El polimorfismo 2124 G>T de
IL12B ha sido Gnicamente estudiado hasta el momento actual en el asma®"’, por lo que
no existen estudios en pacientes alcohdlicos con los que poder establecer una
comparacion de nuestros hallazgos. Previamente, si se ha analizado por nuestro grupo
de investigacion la relacion del polimorfismo 1188 A>C de IL12B con el alcoholismo,
sin encontrar resultados significativos'™. En el presente estudio, la diferente
distribucion alélica observada no alcanzo la significacion estadistica, por lo que no
podemos concluir que exista una asociacion entre los fenotipos analizados en nuestro
trabajo y esta variante genética. Es posible, por lo tanto, que la participacion de IL-12 en
la patogenia del alcoholismo y sus complicaciones asociadas no sea tan relevante como

para que variantes alélicas en dicho gen modifiquen la susceptibilidad a padecer estas
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enfermedades, o bien que las variantes alélicas analizadas hasta la fecha no sean capaces

de modular la participacion de esta proteina.

Polimorfismo 5000C>T del gen 1L16 (rs1131445)

En nuestro trabajo, tampoco encontramos una asociacion entre el polimorfismo
analizado del gen I1L16 y alcoholismo, definido como abuso o dependencia del alcohol,
o la presencia de hepatopatia alcoholica. Esta interleucina actia fundamentalmente
sobre los linfocitos T, y su actividad esta regulada, entre otras vias, a través de la accién
de determinados micro-ARN?2%% Ademés, existe una relacion entre IL-16 y la via
TLR4/NFkB, ya que recientes trabajos han mostrado que esta citocina lleva a cabo su

accion en parte a través la inhibicion de las MAPK y de la produccién de NFkB*!83,

No se conoce con exactitud, sin embargo, la funcionalidad del polimorfismo
5000C>T, aunque esta situado en una region que constituye una diana potencial para
diferentes micro-ARN, como miR-125 y miR-4319 (TargetScan 6.2)>?*, No existen
tampoco estudios previos que hayan analizado el papel del mismo en el alcoholismo,
pero si se ha estudiado su implicacién en otras patologias, encontrdndose una asociacion
de la presencia del alelo T con la enfermedad de Graves®”. Estudios en enfermedad
coronaria no han demostrado su relacion con esta variante genética, aunque si con otros

polimorfismos de 1L167%%,

Con respecto a los resultados del presente trabajo, resulta dificil dada la escasez
de datos previos plantear una hipdtesis para la falta de asociacion encontrada entre esta
variante genética y el alcoholismo. Es posible, por tanto, que o bien la IL-16 no sea muy
relevante en la inflamacion asociada al alcoholismo o bien que los polimorfismos en

esta citocina no modifiquen de manera sustancial la funcionalidad de la misma.
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Polimorfismo 3114 C>T del gen IL1R1 (rs3917328)

Los datos de nuestro trabajo muestran una mayor frecuencia del alelo T de este
polimorfismo en controles sanos que en pacientes alcohdlicos, aunque dicha diferencia
no alcanzo la significacion estadistica en el anélisis multivariante. El papel de IL-1 en la
respuesta inmune resulta crucial, fundamentalmente en lo que concierne a la activacion
y diferenciacién de linfocitos T®. La funcién de los receptores IL1R1, ademas, se
encuentra intimamente ligada a la via de TLR4. Ello es debido, por una parte, a que
ambos receptores comparten gran parte de su estructura y su activacion estimula a

varios mediadores compartidos, como IRAK1 o TRAF63%%3%

, Y por otra, a que el LPS
bacteriano puede activar también los receptores IL1IR1%*°. La IL-1 desempefia asi un
papel relevante tanto en la neuroinflamacién®*® como en la inflamacién hepéatica®’.
Ademas, estudios previos indican que variantes genéticas de IL1 e IL1R1 pueden estar
relacionadas con el alcoholismo per se?**?® Esta implicacion de IL-1 también se
observa, como ocurre con otras interleucinas, en el desarrollo de otros procesos

330

patoldgicos (degenerativos®?® o infecciosos®*®) del sistema nervioso central.

Segln lo expuesto, resulta l6gico suponer que alteraciones en la funcién o
expresion de IL1R1, como las provocadas por ciertos polimorfismos, podrian estar
implicadas en el desarrollo del alcoholismo. Ademaés, el polimorfismo 3114 C>T se
encuentra en una region diana de varios micro-ARN®*, entre ellos miR-19 que, a su
vez, regula la expresion de algunos tipos de TLR y la transmision del estimulo

inflamatorio a través de la via de NFxB33233,

La diferente distribucion alélica en pacientes alcoholicos y controles sanos
encontrada en nuestro trabajo alcanza una significacion estadistica marginal Unicamente
en el analisis univariante, sin confirmarse en el analisis multivariante una vez que se

introduce la edad como potencial factor de confusion. Sin embargo, dado que no
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disponemos de la edad al diagnéstico de los pacientes sino de la edad en el momento de
recoger la muestra de ADN, resulta muy dificil interpretar este resultado o plantear una
posible influencia de la edad como factor de confusion en la asociacion de este

polimorfismo con el abuso o la dependencia de alcohol.

En todo caso, cabe destacar la importancia de la localizacién de esta variante en
el punto de union de varios micro-ARN al gen de IL1R1, modificando la accion
reguladora de los mismos. Este hecho podria sugerir, por tanto, que la mayor frecuencia
del alelo T en controles sanos descrita en nuestro trabajo constituya un factor
"protector” frente al desarrollo de alcoholismo, aunque la falta de significacion
estadistica limita el alcance de nuestras conclusiones. Por tanto, seran necesarios nuevos
estudios que analicen, en primer lugar, la repercusion funcional real de este
polimorfismo vy, en segundo lugar, el posible papel de los micro-ARN que se unen a
dicha region en la patogenia del alcoholismo o diversos trastornos asociados al consumo

de alcohol.

Polimorfismo 3400 A>G del gen NFKBI (rs4648143)

En el presente trabajo no se encontrdé una asociacion significativa entre esta
variante genética y el alcoholismo. El papel del NFkB en la via iniciada por la
activacion de los receptores TLR4 es primordial, actuando como eje de la misma y
factor regulador de la transcripcion de numerosas citocinas proinflamatorias. Estudios
previos han mostrado una relaciéon clara entre NFkB y procesos inflamatorios o de
activacion de la respuesta inmune a nivel cerebral®****®. Ademés, con respecto al
alcoholismo, se ha encontrado asociacion entre variaciones en el gen que lo codificay la

dependencia alcohélica®’ o la EHAZ,
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Con respecto al polimorfismo estudiado, se encuentra en una regién que
constituye una diana potencial para miR-557, cuyo papel como regulador de la
expresion de NFKB1 ha sido previamente estudiado®***. Este hecho podria implicar la
potencial relevancia de este polimorfismo en el alcoholismo, al igual que sucede con
otras variantes del mismo gen®*®. Sin embargo, la escasa frecuencia obtenida para el
alelo menor de este polimorfismo limita las posibilidades de obtener resultados
significativos, al igual que ha ocurrido en otros trabajos®®. Por tanto, aunque la
implicacion del NFxB en la inflamacion asociada al consumo de alcohol es segura, y se
ha encontrado asociacién previamente entre otro polimorfismo de este gen y la EHA®®,
podemos afirmar que el polimorfismo estudiado en este trabajo no parece guardar

relacién con el alcoholismo o con las complicaciones asociadas.
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Conclusiones

1. No se han encontrado diferencias significativas en la distribucion de los
polimorfismos analizados en los genes MIR146A, MIR196A2, KRAS, IL12B, IL16,
ILIR1 y NFKB1, al comparar pacientes alcohdlicos sin hepatopatia y pacientes con

cirrosis hepatica alcohdlica.

2. No se ha identificado ninguna asociacion significativa entre la presencia de
alcoholismo, entendido como abuso o dependencia de alcohol, y las variantes alélicas

estudiadas en los genes MIR196A2, KRAS, IL12B, IL16, IL1Rl y NFKBL.

3. No hemos hallado ninguna diferencia significativa al comparar pacientes con
dependencia y abuso del alcohol, en cuanto a distribucion de los polimorfismos

analizados en los genes MIR146A, MIR196A2, KRAS, IL12B, IL16, IL1R1 y NFKBL.

4. La posesion del alelo C del polimorfismo 60 C>G del gen MIR146A se asocia con
alcoholismo, entendido como abuso o dependencia del alcohol. Los datos previos
sugieren que este alelo puede alterar la funcion reguladora de miR-146a sobre la via
TLR4/NF«B, implicada en la inflamacion hepatica y cerebral provocada por el alcohol,
induciendo una mayor respuesta inflamatoria. Por ello, los resultados del presente
trabajo sugieren que la posesion del alelo C conlleva un mayor riesgo de desarrollar
alcoholismo, y constituyen la primera evidencia de la implicacion de polimorfismos de

micro-ARN en esta patologia.
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A) Datos de los pacientes alcoholicos incluidos en nuestro estudio. N°: numero de
identificacion del paciente en el estudio. ADN: numero de identificacion de muestra en
la genoteca. Edad: edad del paciente en el momento de recoger la muestra. A/D: tipo de
consumo (A = Abuso; D = Dependencia). IL12B, IL16, Mirl46a, Mirl96a2, IL1R1,
NFKB, KRAS: genotipo de cada uno de los polimorfismos.

N° | ADN | Edad A/D | Cirrosis | IL12B | IL6 | Mirl46a | Mir196a2 | ILIR1 | NFKB | KRAS
2 (3228 | 42 | D No GG |TT CG CT cC GG TT
313229 | 32 | A No TT |CC GG CcC CT GG TT
4 13230 | 45 | A No T | CT CG CT CcC GG TT
5 13231 | 48 | A No T | TT GG CT cC GG GT
6 (3242 | 49 | D No GT |CC GG CT CcC GG TT
7 (3243 39| A Si TT | CT GG cC cC GG TT
8 | 3244 | 56 | A Si GT |CT GG CcC CcC GG GT
9 13245 | 59 | D No T | CT GG CT CcC GG TT
10 | 3246 | 47 | D No TT | TT GG CT CcC GG TT
11| 3247 | 62 | D Si T | CT GG T CcC GG TT
12 | 3253 | 49 | D No TT | TT CG CT CT GG TT
1313254 | 56 | A No T | TT CG T CcC GG GT
14 | 3255 | 44 | D No T | CT CG CT CT GG TT
15325 | 40 | D No GT |TT CG CcC CcC GG TT
16 | 3257 | 48 | A No T | CT CG CcC CcC GG TT
17 | 3280 | 54 | D No TT |CC CG CcC CcC GG TT
1913282 | 52 | D No GT |CT GG CcC CcC GG GT
20 13283 | 36 | D No GT |CT GG CT CcC GG TT
21 | 3284 | 66 | A No GT |TT GG T CcC GG TT
22 13285 | 63 | A No T | CT GG CT CcC GG GT
23 13286 | 44 | D No GG |TT GG CcC CcC GG TT
24 13295 | 53 | D No T | CT CcC CT CcC GG TT
251329 | 38 | D No T | TT CG CcC CcC GG TT
26 | 3298 | 50 | A No T | CT CcC CT CcC GG TT
27 13300 | 51 | D No TT | CT GG CT CT GG TT
28 13332 | 41| D No GT |TT GG CT CT GG TT
29 13333 51| D No T | TT CG CT CcC GG TT
30 1333 | 36| A No TT | CT CcC CT CcC GG TT
311333 | 44| D No T | TT GG CT CcC GG TT
3213337 | 39 | D No T | CT GG TT CcC GG TT
3313338 | 59 | D No T | TT CcC CT CT GG GT
34 13339 | 77| A Si TT |CC GG TT CcC GG GT
3513340 | 45| A No TT |CC CG CT CcC GG TT
37 | 3346 | 38 | D No TT |CC CcC CT CcC GG TT
3813371 | 51 | D No T | CT GG CcC CT GG GT
39 13372 | 61| D No GT |TT GG CcC CcC GG TT
40 | 3373 | 42 | D No T | CT GG CT CcC GG TT
42 | 3408 | 53 | D No TT | CT GG CT CcC GG TT
43 | 3409 | 41 | D No T | TT CG TT CcC GG TT
44 1 3411 | 67 | D Si TT | CT GG CT CcC GG TT
45 | 3487 | 46 | D No GT |CT GG CT TT GG GT

145




Anexo |

46 | 3488 | 57 | D No GG |CT CG CT CcC GG TT
47 | 3489 | 33 | A No T | CT CG TT CT GG TT
48 | 3490 | 24 | D No T | TT CG CT cC GG TT
49 3491 | 30 | A No T | TT CG CT CcC GG GT
50 | 349% | 45| D No GT |CT CG CT cC GG GT
51 3497 | 55| D No T | TT GG CcC CT GG GT
52 13609 | 54 | A No TT | CT GG cC cC GG TT
59 | 3752 | 69 | A No GT |CC CG CT cC GG TT
60 | 3753 | 28 | A No T | CT CG CT CcC GG TT
653785 | 43 | D Si T | TT CG cC cC GG TT
66 | 3816 | 51 | A No T | CT CG TT CcC GG TT
67 | 3817 | 46 | A No TT | CT CG cC cC GG TT
68 | 3843 | 38 | A No TT |CC CG CcC CcC GG TT
7113871 29 | A No T | CT CC CcC CcC GG TT
72 13872 | 40 | A No GT |CC CG TT CT GG TT
73 13886 | 64 | D Si T | CT CcC CT CcC GG GT
76 13900 | 71 | D Si TT | TT CG CT CT GG TT
77 13901 | 65| D Si T | CT GG CcC CcC GG TT
78 3911 | 73 | A Si GT |CT CG CcC CcC GG TT
7913912 | 50 | D Si T | CT GG TT CcC GG TT
80 | 3946 | 67 | D Si T | CT CG CT CcC GG TT
813947 | 61 | A No TT | TT GG CT CcC GG TT
82 13948 | 59 | A No GT |CC CG CT CcC GG TT
831398 | 35| A No T | CT CG CT CcC GG TT
84 13992 | 71| A No GG |TT GG T CcC GG TT
8513993 | 54| A Si GT |CT CG CcC CT GG TT
86 | 3994 | 56 | A Si GT |CC CcC TT CcC GG TT
87 | 4044 | 45 | D Si T | TT GG CcC CcC GG TT
88 4045 | 35 | D Si TT |CC CG CT CcC GG TT
89 | 4087 | 26 | A No T | TT GG CT CcC GG GT
90 | 4088 | 35 | A No GT |CC GG CT CcC GG TT
91 | 4116 | 43 | A Si GT |TT CG TT CcC GG TT
92 | 4239 | 67 | A No T | CT CG CT CcC GG TT
93 14240 | 71 | A No GT |CT CG TT CT GG GT
94 | 4241 | 75 | A Si GG |TT GG CT CT GG TT
95 14242 | 33 | A No TT |CC GG CcC CcC GG TT
97 | 4272 | 45| A No GT |CT CG TT CcC GG TT
99 | 4287 | 41 | D Si GT |TT GG CcC CcC GG TT
100| 4288 | 76 | A No T | CT GG CT CcC GG TT
101} 4294 | 57 | D No T | CT CG TT CcC GG TT
111| 4336 | 73 | A Si T | CT CG TT CcC GG TT
112 4369 | 27 | A No GT |TT CG CT CcC GG TT
113| 4376 | 45 | D No GT |CT CG TT CT GG TT
114| 4392 | 46 | D No TT | TT CG CcC CcC GG TT
116| 4402 | 57 | D Si GT |CT CG CT CT GG TT
117| 4403 | 54 | D Si TT | TT CcC TT CcC GG TT
118| 4404 | 63 | A Si TT | CT GG CcC CcC GG TT
119| 4405 | 71 | D Si TT | TT GG CT CcC GG GG
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120 4418 | 65 | A Si TT | CT GG CT CcC GG TT
121| 4441 | 47 | D Si T | CT CG CT CcC GG TT
122| 4442 | 74 | D Si GT |CC GG cC cC GG GT
125| 4526 | 68 | A Si GT |CT GG CT CcC GG GT
126 | 4602 | 57 | D Si TT | CT CG CT cC GG GT
127| 4603 | 38 | D Si T | TT CC CT CcC GG GT
128 | 4619 | 52 | D No GT |CT GG TT cC GG GT
129| 4647 | 53 | D No TT | CT CG CT cC GG GT
130| 4661 | 53 | D No GT |TT GG CT CcC GG GT
131| 4673 | 46 | D No T | TT GG CT cC GG GT
1321 4703 | 61 | D No GT |CC GG CcC CcC GG GT
133| 4714 | 49 | D No T | TT GG cC cC GG GT
134 4743 | 34 | D No T | TT GG CT CcC GG GT
135 4771 | 41 | D No T | CT GG CT CcC GG GT
136| 4801 | 46 | A No GT |CT GG CT CT GG *

137 4828 | 56 | A No GT |TT CG CT CcC GG TT
139| 4903 | 52 | A No TT | TT GG CcC CcC GG TT
140 4922 | 53 | D Si T | CT GG CcC CcC GG TT
141| 4936 | 38 | D No GT |CT GG CT CT GG GT
142| 4965 | 37 | A No T | CT CG CcC CcC GG TT
143 | 4966 | 67 | D Si T | CT GG CT CcC GG TT
1441 4979 | 65 | A No GT |TT GG TT CcC GG TT
146| 5031 | 50 | D No GT |CT GG CT CcC GG TT
147| 5038 | 43 | A No GT |TT CG CcC CcC GG TT
148 | 5146 | 56 | D Si TT |CC GG CcC CcC GG TT
1491 5164 | 62 | A Si T | CT GG T CT GG TT
150 5191 | 69 | D Si TT |CC GG CT CcC GG TT
15715259 | 76 | A Si T | CT GG CcC CcC GG TT
158| 5268 | 40 | D Si TT | CT CG TT CcC GG TT
1595278 | 41 | D Si T | TT CcC CcC CT GG TT
160| 5304 | 69 | D Si GT |CT CcC CT CcC GG TT
1615332 | 73 | A Si GT |TT CG CT CcC GG GG
164| 5404 | 47 | D Si T | CT GG TT CT GG TT
165| 5412 | 63 | D Si GT |CT GG TT CcC GG TT
1741 5623 | 64 | A Si T | CT CcC CT CcC GG TT
175| 5657 | 75 | A Si T | TT GG CcC CcC GG TT
176 | 5672 | 57 | D Si T | TT GG CcC CcC GG TT
17715691 | 53 | A Si GT |TT CG CcC CT GG GT
178| 5913 | 37 | A Si T | TT GG CT CcC GG TT
19416018 | 55 | D Si T | CT CG CcC CcC GG TT
195/ 6019 | 62 | D Si TT | TT GG CT CcC GG TT
196 | 6047 | 77 | A Si TT |CC GG CT CT GG TT
206| 6094 | 38 | A Si TT |CC GG CT CT GG TT
209| 6111 | 31| D No T | CT GG CcC CcC GG TT
210| 6116 | 37 | D No TT |CC GG CcC CcC GG TT
2121 6135 | 53 | D Si GT |CT GG CT CcC GG TT
21316139 | 72 | A Si T | TT GG CcC CcC GG TT
214 | 6152 A Si TT | CT CG CcC CcC GG GT

147




Anexo |

215| 6156 | 34 | D Si TT | CT CG TT CT GG TT
216| 6166 | 49 | D No T | CT GG TT CcC GG TT
217| 6167 | 60 | D No TT | CT GG CT cC GG TT
219| 6184 | 49 | A Si GT |CT CG CT CcC GG TT
2201 6195 | 49 | D No GT |TT GG TT cC GG TT
221 6205 | 43 | D Si T | CT CG CcC CcC GG TT
22216236 | 59 | D Si T | TT CG cC CT GG TT
223| 6243 | 59 | D Si T | TT GG CT cC GG TT
224 6247 | 73 | A Si T | TT CC CT CcC GG TT
227| 6260 | 64 | D Si GT |CT CG CT cC GG TT
228 | 6261 D No T | CT GG CcT CC GG GT
229| 6272 | 27 | D No T | TT CG TT cC GG TT
232| 6277 | 44 | D Si GT |CT GG CcC CcC GG TT
23416322 | 65 | A Si T | TT CG TT CcC GG GT
236| 6340 | 57 | D Si TT | TT GG CcC CcC GG TT
238| 6364 | 76 | D Si T | TT CG CcC CcC AG TT
241 | 6459 A Si GT |TT CG CT CcC GG TT
241| 6724 | 67 | A Si T | CT CG CcC CcC GG TT
243| 6775 | 40 | D No TT | TT CG CcC CcC GG GT
2441 7128 | 36 | D Si T | CT GG CcC CcC GG TT
245| 7217 | 55 | D No TT |CC CG CT CcC GG TT
246| 7218 | 57 | D Si T | CT GG CcC CcC GG TT
247| 7574 | 59 | D Si T | CT GG CcC CT GG TT
249 | 7753 | 52 | A Si T | CT GG CcC CcC GG TT
2518481 | 70 | A No GT |CT GG CcC T GG GT
2521|8482 | 65 | D Si T | TT CG T CcC GG TT
253| 8487 | 45| A No T | CT CG CT CcC GG GT
25418589 | 72 | A Si T | CT CG CcC CcC GG TT
255\ 8612 | 73 | A No TT |CC GG CcC CcC GG TT
256| 8795 | 33 | D Si T | TT GG CT CcC GG TT
257| 8796 | 47 | A No TT | CT GG CT CcC GG TT
2588833 | 79| A Si T | TT GG CcC CcC GG TT
2599346 | 59 | D No T | TT CG CcC CcC GG TT
261| 9745 | 52 | A Si GT |TT CG TT CcC GG TT
26810775 45 | D No GT |CT GG CcC CcC GG TT
269|10878| 50 | D No TT |CC GG CcC CcC GG GT
27010879 | 44 | A No T | CT CG CcC CcC GG TT
27110880 | 42 | A No T | TT CcC CT CcC GG TT
272110881| 53 | D No GT |CC GG CT CcC GG TT
27311020 28 | A No T | CT CG CcC CcC GG GT
274111021 70 | A No TT | TT CG CT CcC GG GT
275]11043| 35 | D No TT | CT CG CcC CcC GG GT
276111192 71 | A No TT | TT CcC CT CcC GG TT
27711212 50 | A Si T | CT GG CT CcC GG TT
278111264 | 78 | A No GT |TT GG CcC CcC GG TT
279|11320| 44 | D No T | CT CG CcC CcC GG TT
280111321 38 | D No GT |CT GG CcC CcC GG TT
28111322 68 | D Si TT | TT GG CcC CcC GG GT
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282|11326| 70 | D No GT |CC GG CT CcC GG GT
283111328 55 | D No GT |TT GG CT CcC GG GT
284111330 62 | A No TT | CT CG TT cC GG GG
285|11332| 58 | D No GT |CT CG TT CcC GG TT
286 11339 A No GT |CT GG TT cC GG TT
287111368 | 44 | A No T | TT GG CcC CcC GG TT
288 | 11377 A No TT |CC GG CT cC GG TT
289|11378| 44 | D No GT |CC GG CT cC GG TT
29011406 34 | D No T | CT CC CT CcC GG TT
291|11413| 59 | D No GT |CT cC CT cC GG TT
292111532 58 | D No T | TT GG CT CcC GG TT
29311533 45 | A No TT | CT CG cC cC GG TT
294111565| 56 | D No GT |CC CG CT CcC GG TT
295|11572| 53 | D No TT |CC CC CcC CcC GG GT
296|11573| 60 | D No T | CT GG CT CT GG TT
297111574 38 | D No T | CT CG CT CcC GG TT
298|11638| 55 | D Si TT | TT CG CcC CcC GG GT
299111658| 55 | D No T | CT CG CcC CT GG TT
300 (11674 A No T | CT CG CT CcC GG TT
30111699 57 | D No GT |TT CG CcC CcC GG TT
30211712 39 | D No GT |CC GG CcC CcC GG TT
303(11713| 37 | D No TT | TT GG CT CcC GG GT
30411742 58 | D Si T | TT CG CcC CcC GG TT
305(11791| 43 | D No T | CT GG CcC CcC GG TT
30611896 80 | A Si T | CT CG CcC CcC GG TT
30711901 54 | D Si T | TT GG CT CcC GG TT
30811902 52 | D Si TT | TT CG CcC CcC GG GT
309(11903| 46 | D No T | CT CcC CcC CT GG TT
310(11942| 48 | D No TT | CT GG CT CcC GG TT
31111943 53 | D No GT |CT GG CcC CcC AG TT
31211984 | 48 | D No T | TT CG CcC CcC GG TT
313(11987| 48 | D No GT |CC CG TT CcC GG GT
31411988 | 59 | D No GT |CC CG CT CcC GG TT
315(11989| 64 | D No GT |CT CG CT CcC GG TT
31611990 52 | D No T | TT GG TT CcC GG TT
31711991 57 | D No TT | CT GG CcC CcC GG TT
31812044 31 | A No TT |CC GG TT CcC GG TT
31912045 30 | D No T | CT CG CT CcC GG TT
320(12047| 63 | D No T | TT GG CcC CcC GG TT
32112048 | 76 | D No TT |CC CG CcC CcC GG TT
322(12049| 59 | D Si T | CT CG CcC CcC GG GG
323112050 59 | D Si GT |CT CG CT CcC GG TT
324|12051| 44 | D No GT |CT CG CcC CcC GG TT
325(12124| 38 | D No GT |TT GG CT CcC GG TT
32612125 54 | D No T | TT GG CT CcC GG TT
327(12169| 38 | D No GT |TT CG TT CcC GG TT
32812170 50 | D No T | TT CG CcC CcC GG TT
32912171 52 | D No TT | TT CG CT CcC GG TT
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330(12173| 50 | D No GT |CT GG TT CcC GG GT
33112174 63 | D No T | CT CG CT CcC GG TT
33212213 41 | D No TT | CT CG CT cC GG GT
33312214 40 | D No T | CT CG CcC CT GG TT
33412216 48 | D No TT | CT CG CT cC GG TT
33612252 63 | D Si GT |CT GG CcC CcC GG TT
33712254 69 | D No GT |CT CG cC cC GG TT
338(12255| 58 | D Si T | TT GG CT cC GG TT
33912305 64 | A Si TT |CC GG CT CcC GG TT
34012306 35 | A No T | TT GG CT cC GG TT
34112307 32 | A No T | TT GG CcC CcC GG TT
342112338 37 | D No GT |CC CG cC cC GG TT
34312389 47 | D Si GG | CT GG CT CcC GG TT
344112442 38 | D No T | TT GG CcC CcC GG TT
345(12443| 59 | A Si TT | TT GG CT CcC GG TT
34612444 65 | A Si T | CT GG CcC CcC GG GT
34712484 45 | D No TT | TT GG CT CcC GG GT
34812530 48 | A Si GT |TT GG CcC CcC GG TT
34912531 63 | A Si TT |CC CG TT CcC GG TT
350(12532| 66 | D Si TT | TT CG TT CcC GG TT
35112604 51 | A No T | TT GG CT CcC GG GT
35212831 | 48 | A No GT |CT CG CcC CcC GG TT
35312967 | 64 | D Si TT |CC GG CcC CcC GG TT
35413001 50 | D Si TT |CC GG TT CcC GG TT
355(13105| 57 | D No T | TT GG CT CcC GG TT
35613242 54 | D No TT |CC GG CcC CcC GG TT
357(13243| 34 | D No T | CT CG CT CcC GG GT
35813244 43 | A No T | CT GG CT CcC GG TT
35913690 55 | D Si TT | CT CG CT CcC GG TT
36013870 60 | A No GG |TT GG CcC CcC GG TT
361 (13871 A No TT | CT GG CcC CcC GG TT
362 | 14322 D No GT |CC CG CcC CcC GG TT
36314723 53 | D No T | CT CG CcC CcC GG TT
364 | 14789 D No GT |CT GG CT CcC GG TT
38715113 33 | D No T | CT CG CT CcC GG GT
40315405 73 | A Si T | TT GG CT CT GG TT
40415480 36 | D No T | CT CcC TT CT GG TT
41015712 57 | A Si T | CT GG CcC CcC GG TT
41215780 42 | D No GT |TT CG CcC CcC GG TT
41315815 36 | D No TT |CC GG CcC CcC GG TT
414|15816| 49 | D No T | CT CG CcC CcC GG GT
415(15817| 50 | D No T | TT GG CcC CcC GG TT
416|15849| 40 | D No GT |TT GG CT CcC GG GT
41715850 36 | A No GT |CT GG TT CcC GG TT
418116137 67 | A No TT | CT GG CT CcC GG TT
41916460 75 | A Si GT |TT CG TT CcC GG GT
42016657 78 | A Si GT |TT GG CT CcC GG TT
42117583 | 46 | A No TT | CT GG CT CcC GG TT
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42218147 52 | A No TT | TT CG TT CcC GG GT
423118269 59 | D No T | CT GG CcC CcC GG GT
424118302 46 | D No TT | CT CG cC cC GG TT
425118499 51 | D No T | CT CG CcC CcC GG TT
42618500 51 | A No T | TT CG CT cC GG TT
427118501 58 | A No GT |CC CC CT CcC GG GT
428118878 51 | D No TT | CT GG cC cC GG TT
42918879 54 | D No TT |CC GG CT cC GG TT
43018962 | 39 | D No GT |TT CG CcC CT GG TT
431119352 47 | A No GT |TT GG cC cC GG TT
432119353 43 | D No T | TT CC CT CcC GG TT
43319534 68 | D No TT |CC CG CT cC GG *
434119798 | 68 | D No T | CT GG CT CcC GG TT
435(19837| 61 | D Si T | CT GG CcC CT GG GT
43620239 57 | D No T | CT GG CT CcC GG TT
437120240 41 | D No GT |TT GG T CcC GG GT
43820270 61 | D No GT |CT GG CcC CcC GG TT
439120525 54 | D No T | CT GG CT CcC GG TT
440|20526| 61 | D No TT | TT GG CcC CcC GG GT
456 (22559| 75 | D Si * CT GG CT CcC GG TT

* No se logro determinar el genotipo tras procesar en dos ocasiones las muestras.
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B) Datos de los controles sanos incluidos en nuestro estudio. N° nUmero de
identificacion del paciente en el estudio. ADN: numero de identificacion de muestra
en la genoteca. Edad: edad del paciente en el momento de recoger la muestra. IL12B,
IL16, Mirld6a, Mirl96a2, IL1R1, NFKB, KRAS: genotipo de cada uno de los
polimorfismos.

N° | ADN |Edad| IL12B | IL6 | Mirl46a|Mirl96a2 | IL1R1 | NFKB | KRAS
1 (1783 | 70 | TT |TT GG CcC CT GG GT
183281 | 25| TT |CT CG CcC CT GG TT
36 | 3345 | 33| GT |[CT CG CcC CcC GG TT
41 | 3374 | 47 | TT |TT CG TT cC GG GT
53 3610 | 75 | GT |[CT GG CcC CcC GG TT
54 3611 | 73| TT |CT GG CT CcC GG TT
55 (3748 | 34 | TT |TT GG cC CT GG GT
56 | 3749 | 55 | TT |TT GG T CcC GG TT
5713750 | 30| TT |CT GG CT CcC AG TT
58 3751 | 26 | TT |CT GG CcC CcC GG TT
61 3781 | 45 | TT |CT CG CcC CcC GG TT
62 | 3782 | 35 | GT |CC CG CT CcC GG TT
63 |3783 | 37| TT |CC CG CT CcC GG TT
64 | 3784 | 29 | TT |CT GG CT CcC GG TT
69 | 3844 | 27 | TT |TT CcC CcC CcC GG TT
70 | 3845 | 31 | TT |CC GG TT CcC GG TT
7413887 | 36| TT |CC GG CT CcC GG TT
753888 | 40 | TT |TT CG CT CcC GG TT
96 | 4243 | 25 | TT |TT CG CcC CcC GG TT
98 | 4284 | 52 | GT |CT GG CT CcC GG TT
102| 4318 | 46 | TT |CC CG CcC CcC GG GT
1034319 | 24 | TT |CC CG CcC CcC GG TT
104| 4320 | 28 | TT |TT GG CT CcC GG TT
105| 4321 | 32| TT |CC GG CcC CcC GG GT
106| 4322 | 27 | TT |CC CG CcC CT GG GT
107| 4323 | 26 | TT |TT GG CT CcC GG GT
108| 4324 | 32 | GT |TT CG CT CcC GG TT
109| 4325 | 33 | GT |CT GG CT CcC GG GT
110 4326 | 41 | TT |TT GG CT CcC GG GT
115 4401 | 83 | TT |TT GG CT CcC GG GG
123| 4487 | 87 | GT |CT GG CcC CcC GG GT
124| 4488 | 27 | GT |CC GG CT CcC GG GT
138| 4864 | 75 | GT |CC GG CT CcC GG TT
14514999 | 42 | TT |CC CG CT CcC GG TT
151| 5213 | 26 | GT |CT GG TT CcC GG TT
1525214 | 23 | GT |CT GG CcC CT GG TT
153] 5215 | 66 | GT |TT CG CT CcC GG TT
15415251 | 77| TT |CT GG CT CcC GG TT
15515252 | 70 | TT |CT CG CT CcC GG TT
156| 5253 | 26 | TT |TT GG CcC CT AG TT
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162| 5333 | 74| TT |TT CG CT CC GG TT
1635336 | 88 | TT |TT GG CcC CcC GG TT
166 5536 | 73 | TT |TT GG CcC CcC GG TT
167| 5537 | 60 | TT |TT CG CT CcC GG TT
168| 5583 | 86 | TT |CT GG TT CcC GG TT
1695594 | 32 | TT |TT CcC TT CcC GG TT
170 5595 | 23 | TT |CT GG CT CcC GG TT
17115596 | 27 | GT |TT CG cC CcC GG TT
17215598 | 32 | TT |CC GG CT CcC AG TT
17315599 | 43 | TT |TT GG TT CcC GG TT
17915918 | 37 | TT |TT GG CcC CcC GG GT
1805919 | 25 | TT |CT GG CcC CcC GG TT
181] 5920 | 27 | GT |CT GG CT CcC GG GT
1825921 | 27 | TT |CC GG CcC CcC GG TT
18315922 | 25| TT |CC GG CT CcC GG TT
184 5958 | 28 | GT |TT CG CcC CcC GG TT
185|5968 | 27 | TT |TT CG CcC CcC GG TT
186 5969 | 29 | GG | TT GG CcC CcC GG TT
187| 5971 | 48 | TT |CT GG CcC * GG TT
188| 5972 | 27 | TT |CT CG CT CcC GG TT
189| 5976 | 27 | GT |CT CG CT CcC GG TT
190| 5977 | 29 | TT |CT GG CT CcC GG TT
1915978 | 28 | GT |TT CcC CT CcC GG GT
19215981 | 60 | TT |CT CG CT CcC GG TT
193] 6004 | 56 | TT |CT GG CcC CcC GG GT
19716048 | 26 | TT |CT GG CT CT GG TT
1981 6053 | 34 | TT |CT GG CT CcC GG GT
199 6056 | 39 | GT |CC GG CT CcC GG TT
2001 6057 | 36 | TT |CT GG TT CcC GG GT
201| 6058 | 34 | GT |TT GG CcC CT GG TT
202| 6059 | 47 | TT |CT CG TT CcC GG *

20316060 | 29 | TT |CT GG CT CcC GG TT
204| 6071 | 43| TT |CC GG CT CcC GG TT
205/ 6078 | 38 | GT |CT GG CT CcC GG GT
207| 6103 | 25 | GT |CT GG CT CcC GG TT
208| 6104 | 23 | TT |CT CG CT CT GG TT
211{ 6130 | 37 | TT |CT GG CT CcC GG GT
218| 6176 | 27 | GT |TT GG TT CcC GG TT
2256255 | 59 | TT |TT GG CT CT GG TT
226| 6256 | 61 | GT |CT CG CT CT GG TT
230 6275 | 31 | GT |CT CG CcC CcC * TT
231 6276 | 25 | GT |CT CG CT CT GG TT
23316306 | 30 | TT |CT CG CT CcC GG TT
235/6328 | 36 | GT |TT GG CT CcC GG TT
2376351 | 42 | GT |CC GG CT CcC GG GT
23916369 | 37 | TT |CC CG CT CT GG GT
2401 6370 | 35| TT |CC GG CT CcC GG TT
248 | 7670 | 25 | TT |CT GG CcC CT GG TT
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154

250 7900 | 24 | GG |CC GG CT CC GG GT
260 9612 | 87 | TT |TT CG TT CcC GG TT
262| 9746 | 45 | GT |CT CG CT CT GG GT
263| 9747 | 60 | TT |TT GG CT CcC GG TT
2649793 | 32| TT |CT CG cC CcC GG GT
265(10263| 67 | GG | TT GG CcC CT GG TT
266(10309| 59 | TT |TT GG cC CcC GG TT
267(10619| 43 | TT |CT GG TT CT GG TT
335(12242| 27 | GT |CT GG CT CT GG GT
365(15032| 33 | GT |TT GG CT CcC GG TT
366(15035| 59 | GT |TT GG CcC CcC GG TT
367(15036| 50 | TT |CT GG CT CcC GG TT
368|15037| 45 | TT |CC GG TT CcC GG GT
369(15044| 55 | TT |CT GG CcC CcC GG TT
370|15056| 61 | GT |TT CG CT CT GG GT
371(15057| 87 | TT |TT GG CT CcC GG TT
37215058 71 | TT |CT GG CT CT GG TT
373|15059| 68 | TT |TT GG CcC CT GG TT
37415060 80 | TT |CT GG CcC CcC GG GT
375|15062| 53 | TT |TT CcC CcC CcC GG GT
376(15063| 71 | TT |CT CcC CT CcC GG TT
377|15064| 62 | TT |CT GG TT CT GG TT
37815070 63 | TT |CC GG CT CcC GG GT
37915074 57 | TT |CT CcC CcC CcC GG GT
380(15078| 52 | GG | CT CcC CT CcC GG TT
381(15081| 45 | TT |CT GG CT CT GG TT
38215097 71| TT |CT GG CT CcC GG TT
383(15098| 52 | GT |TT CG CT CcC GG TT
38415102 28 | TT |TT CG CcC CcC GG TT
385(15104| 37 | TT |TT GG TT CcC GG GT
38615107 22 | TT |CT GG CT CcC GG TT
388|15136| 76 | TT |CT CcC CcC CcC GG TT
389(15137| 33 | GT |CT CG CcC CT GG TT
39015138 43 | TT |TT GG CcC CT GG GT
391(15142| 69 | TT |CT CG CcC CcC GG TT
39215144 60 | TT |CC GG CT CcC GG TT
393|15151| 72 | TT |TT GG CT CT GG TT
39415271 79 | TT |TT GG TT CcC GG TT
395(15274| 79 | TT |TT GG CT CcC GG GG
39615276 40 | TT |TT GG CT CcC GG TT
39715292 80 | TT |TT CG CT CcC GG GT
398(15293| 56 | TT |TT GG CT CT GG TT
39915314 54 | TT |TT GG CT CcC GG TT
400115329 21 | TT | TT GG CcC CcC GG TT
401115395 64 | TT |TT GG CT CcC GG TT
402115398 | 32 | GT |TT CG CcC CcC GG TT
405|15482| 76 | TT |CT CG CT CcC GG TT
40615483 83 | TT | TT CG TT CcC GG TT
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407115533 81 | TT |TT CcC CT CcC GG GT
40815534 83 | TT |TT CG CcC CcC GG GT
40915711 83 | TT |TT CcC CcC CcC GG TT
411115713 67 | TT |CC GG CC CcC GG TT
441120743 | 41| TT |TT GG CT CcC GG TT
442120825 65 | TT |CT GG CcC CcC GG TT
443120888 | 47 | TT |CT CG CT CcC GG GT
444120892 54 | GT |CC GG CT CcC GG GT
445120964 | 44 | TT |CC GG CcC CcC GG GT
44620973 TT |CC GG cC CcC GG GT
44721294 T | TT GG CcC CT GG TT
44821336 TT | CT GG CT CcC GG TT
44921357 GT |CC GG CT CT GG TT
450 | 21360 GT |CT GG CcC CcC GG TT
451 | 21387 T |CT GG CcC CcC GG TT
45221471 GT |TT CG CcC CcC GG GT
45321511 T | TT GG CT CcC GG TT
454 | 22245 * CT CG CcC CcC GG GT
455 | 22385 CT GG CT CT GG TT
457 | 22648 CcC GG CcC CcC GG GT

* No se logré determinar el genotipo tras procesar en dos ocasiones las
muestras.
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ABSTRACT:

BACKGROUND: Polymorphisms in the microRNA (miRNA) regulatory pathways are
novel functional genetic variants whose association with alcoholism susceptibility has
not been previously studied. Given the potential relationship between certain miRNAs
and alcohol use disorders (AUDs), this study was designed to explore the association
between two polymorphisms within hsa-miR-146a and hsa-miR-196a2 genes

(rs2910164 and rs11614913, respectively) and susceptibility to these diseases.

METHODS: A total of 301 male patients with alcohol abuse or dependence and 156
sex-matched healthy volunteers were enrolled in this study. Polymorphisms were
genotyped using TagMan® PCR assays for allelic discrimination. Allele and genotype
frequencies were compared between groups and logistic regression analysis was also

performed to analyze the model of inheritance.

RESULTS: There was a significantly higher prevalence of allele C carriers (47.8%) of
the miR-146a G>C polymorphism (rs2910164) among patients with alcohol abuse or
dependence when compared with healthy controls (35.9%), and multivariable logistic
regression analysis showed that the C allele (CC and GC genotypes) was associated
with these AUDs (OR=1.615, 95%CI 1.067-2.442; P=0.023). Neither the genotype nor
the allele distribution of miR-196a2 polymorphism (rs11614913) was significantly

different between groups.

CONCLUSIONS: This is the first genetic association study to explore the relationship
of miRNA polymorphisms with AUDs and to show an association of the miR-146a
C>G rs2910164 allelic variant with this disease. The role of this miRNA in the Toll-like

receptor-4 pathway may explain its association with AUDs.
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INTRODUCTION:

Genetic background has an important role in susceptibility to both alcohol use
disorders (AUDs) [31] and ethanol-induced organ damage [32]. In this context,
genome-wide scans have been performed to identify genes potentially associated with
this susceptibility [4, 42] and a large number of association studies have been conducted
to elucidate the association between AUDs and specific genetic variants, most of them
located on candidate genes involved in addiction and brain reward pathways [19]. While
numerous genes have been associated with AUDs vulnerability [19], particularly with
alcohol dependence [9, 33], the complete profile of genetic variants underlying the

susceptibility to these diseases remains to be fully elucidated.

Polymorphisms in the microRNA (miRNA) regulatory pathway are emerging as
a novel class of functional genetic variants yet their potential relationship with  AUDs
has not been previously studied [27]. Mature miRNAs are small non-coding RNAs
which control gene expression through post-transcriptional regulation [12]. Differential
expression of specific mMiRNAs has been found in different diseases, which indicates
potential pathogenic roles for these regulatory molecules. Concerning AUDs, recent
studies have found differential expression of certain miRNASs in brains of alcoholics
[20, 26] and experimental works have shown that miRNAs are able to modulate
neuronal alcohol resistance mechanisms [29], brain gene expression during alcohol
consumption and withdrawal [8], alcohol-induced up-regulation of dopamine receptor
D1 [21] or alcohol-induced neuroinflammation via TLR-4 pathway [22]. The
mechanisms underlying such differential expression may involve, at least in part, allelic

variants or single nucleotide polymorphisms (SNPs) within miRNA genes [27].

In order to test the hypothesis of an association between miRNA genes and

AUDs, we decided to focus on miRNAs potentially related with alcohol-induced
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neuroinflammation [2] and alcohol addiction development [1]. Current evidence shows
that two putative miRNAs candidates can be hsa-miR-146a gene (C>G rs2910164
polymorphism) and the hsa-miR-196a2 gene (C>T rs11614913) which have been
associated with a broad spectrum of inflammatory-related human diseases [41]. Of note,
a miRNA array analysis of brains from human alcoholics showed an up-regulation of
both miR-146a and miR-196a2 [20]. Considering this finding in light of the known
biological functions of these pleiotropic miRNAs (i.e. inflammation and neurotoxicity

[25]) a potential association with AUDs emerges.

Thus, the present study was designed to analyze the potential relationships
between AUDs and the rs2910164 polymorphism within the miR-146 gene and/or the

rs11614913 polymorphism within the miR-196a2 gene.

MATERIALS AND METHODS
Patients and controls

A total of 301 male patients with AUDs from the Alcoholism Unit of the
University Hospital of Salamanca (Spain) were enrolled in this study. The average age
of these patients was 52.2 years (standard deviation [SD] = 14.4) and they had
consumed more than 100 g of ethanol daily for at least 10 years. Of them, 189 had
alcoholic dependence (AD) and 112 had alcohol abuse (AA), according to the
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition (DSM-IV)
criteria [3]. DSM-1V criteria were implemented systematically to the study participants
through the use of semi-structured interviews conducted by trained staff members with
expertise in the treatment of alcoholic patients. The diagnosis of alcoholic dependence

or alcohol abuse was clinically established and the Systematic Interview of Alcohol
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Consumption (SIAC) was used to quantify alcohol consumption [14]. All subjects also
underwent a comprehensive psychiatric examination and patients with addictions to
other drugs (apart from nicotine) or with major Axis | disorders (i.e. schizophrenia,

mood disorders, or major anxiety disorders) were not included in the study.

A control group was composed of 156 male healthy volunteers with mean age of
46.7 years (SD = 19.5). All of them consumed less than 10 g of ethanol per day and
none had a history of alcohol abuse or alcohol dependence and neither did their first or

second-degree relatives.

All patients and control subjects were interviewed to ascertain that they were at
least third-generation born in Castilla-Ledn (northwestern Spain) and they provided
informed consent for study participation. The study was carried out with the approval

from the Ethics Committee of the University Hospital of Salamanca.

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from nucleated peripheral blood cells using
standard proteinase K digestion, phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation.
DNA concentration was measured using a spectrophotometer (GeneQuant, Pharmacia)
and samples were stored at -20°C until use. Samples from controls and patients with AD
and AA were mixed on PCR plates to ensure simultaneous detection and analysis in a
blinded fashion. The rs2910164 and rs11614913 polymorphisms were genotyped using
TagMan genotyping assays (Cat. #4351379 and # 4351379, respectively) with the ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
according to the manufacturer’s protocol. A reaction solution of 10 pL was prepared
containing 0.25 pL TagMan Genotyping Assay probe (consisting of 20X Mix of

unlabeled PCR primers and TagMan minor groove binder probe, 6-carboxyfluorescein
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and VIC dye-labeled), 5 uL of TagMan Universal PCR Master Mix reagent, 4,25 pL of
ddH,0 and 0,5 pL of genomic DNA. The PCR consisted of pre-PCR read at 60 °C for
30 s, holding stage at 95 °C for 10 min, 40 cycles of denaturing at 95 °C for 15 s,

annealing 60 °C for 1 min 30 s and post-PCR read at 60 °C for 30 s.

Statistical Analysis

Differences in allele and genotype frequencies between groups were compared
by means of the y° test or Fisher’s exact test, as appropriate (expected frequency value <
5) and linear trend test. Deviation from the Hardy—Weinberg equilibrium in genotype
frequencies among healthy controls was assessed by the y? test. A P-value < 0.05 was
regarded as significant.

Patients with AUDs were compared with controls and statistical comparisons
were also performed between AA and AD subgroups. The independent contributions of
genetic markers to the phenotype were further tested using logistic analysis in order to
evaluate recessive versus dominant inheritance of specific alleles. Considering the
analysis of the miR-146a C>G polymorphism, arbitrary effects for heterozygous
individuals were included in the general model, and the three possible genotypes (CC,
CG, and GG) were denoted by three dummy variables (0, 1, and 2). The dominant
model was based on the hypothesis that GC and CC genotypes contributed equally to
the risk of AUDs development, and genotypes were coded as follows: GG = 0 and GC
and CC = 1. The recessive model was based on the hypothesis that only the CC
genotype contributed to the risk of AUDs, and the genotypes were coded as follows: GC
and GG = 0 and CC = 1. Akaike's information criterion (AIC), which combines the
goodness of fit with the number of parameters, was used to select the best model. The
model with the lowest AIC value was considered to have the best fit [30]. Strength of

association was calculated with odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (ClI). A
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P-value < 0.05 was regarded as significant. All these analyses were performed using
SPSS v. 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

The statistical power of this study to detect a polymorphism conferring an OR of
2 for the presence of AUDs was calculated by the PS: Power and Simple Size
Calculations software, version 3.0.43 (available at
http://biostat.mc.vanderbilt.edu/twiki/bin/view/Main/PowerSampleSize) [11].
Assuming o, of 0.05 and prevalence of the less frequent allele among controls of 0.2, the
statistical power was 85.8% for the total study population (subjects with AUDs, n=301;
healthy controls, n=156). Regarding the comparison of patients with alcohol
dependence (n = 189) versus patients with alcohol abuse (n = 112), the statistical power

was 70,7% under the same conditions.

RESULTS

The genotype distributions of both polymorphisms among subjects with AUDs
and healthy controls are shown in Table 1. Healthy controls showed genotype
distributions similar to those previously reported among healthy Caucasian populations
[5, 6, 23] and no significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was found.

The genotype distribution of the miR-196a2 polymorphism showed no
significant differences between groups (subjects with AUDs vs. healthy controls or
patients with AD vs. AA). In contrast, the genotype distribution of miR-146a
polymorphism showed significant differences between subjects with AUDs and healthy
controls (P=0.049, XZ test and P=0.034, linear trend test). Allele analysis of this
polymorphism showed that the proportion of allele C carriers was significantly higher in

subjects with alcohol use disorder (47.8%) than in controls (35.9%) (P=0.015).
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However, no differences were found regarding genotype or allele distribution of miR-
146a gene polymorphism when comparing patients with AD versus those with AA.

The results of multivariable logistic regression analyses of the relationship
between miR-146a polymorphism and AUDs are presented in Table 2. After adjustment
for age, allele C carriers (CC and GC genotype) showed an OR of 1.615 (95% CI 1.067
— 2.442; P=0.023) for the presence of alcohol use disorder. According to the AIC
scores, the dominant model for the C allele of this polymorphism was the most

parsimonious model of inheritance.

DISCUSSION

Our results show an association between the miR-146a C>G (rs2910164)
polymorphism and AUDs, defined as alcohol abuse or dependence according to DSM-
IV criteria. Specifically, the possession of the C allele of this genetic variant (GC or CC
genotype) was associated with a higher risk of AUDs when compared with the GG
genotype. In contrast, the miR-196a2 C>T (rs11614913) polymorphism showed no
association to this disease. To the best of our knowledge, this is the first published study

showing an association of a miRNA allelic variant with alcohol abuse or dependence.

In order to explain the potential relevance of our novel finding, we first
considered the role of miR-146a in the Toll-like receptor-4 (TLR-4) signaling pathway.
This is of interest because ethanol intake is known to activate the TLR-4 pathway on
macrophages through endotoxin-CD14 interaction, which has a key role in ethanol
induced-organ damage. Activation of the TLR-4 pathway induces the secretion of
inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-a and interleukin (IL)-1B

and these cytokines have been shown to stimulate miR-146a expression. This miRNA,
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in turn, down-regulates other inflammatory-related genes within the TLR-4 pathway,
such as the IL-1 receptor-associated kinase (IRAK)-1, IRAK-2 or TNF receptor-
associated factor (TRAF)-6 genes [15, 35, 43]. Therefore, miRNA-146a has been
characterized as an inhibitor of the TLR-4 inflammatory pathway acting through a

negative feedback mechanism.

Different studies have shown the importance of neuroinflammation on addictive
behavior development [7]. Regarding alcohol dependence, TLR-4 activation has been
implicated as a contributing factor to ethanol-induced neuroinflammation [10, 24],
which could be associated with alcohol abuse and dependence [18]. Indeed, the
involvement of TLR-4 in alcoholism is clear since knockdown of TLR-4 gene
prevented alcohol-induced neuroinflammation in mice [2], reinforcing the idea of the

relevance of this pathway in this disease [13, 37].

The role of miRNAs in the development of alcohol dependence has been
recently proposed [28, 36] and overexpression of specific miRNAs has been linked to
this disease [21, 26]. The direct implication of miR-146a in this disease has not been
previously studied, but in spite of the lack of direct evidence of the role of miR-146a in
alcohol-induced neuroinflammation, it seems plausible that this miRNA is also involved
in TLR-4 signaling in this setting. The findings from a recent study of miR-146a
activity in the nervous system support this theory, as this miRNA was shown to reduce
the secretion of inflammatory cytokines from glial cells (e.g. astrocytes) via TLR-4

pathway [16].

The potential relationship of miR-146a with ethanol-induced neuroinflammation
seems therefore possible considering this data. It is more difficult, however, to establish

the exact role of miR-146a C>G polymorphism in AUDs. A direct functional effect of

10
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this polymorphism has been suggested by an association study in cancer showing that
the C allele of this SNP reduced the amount of pre- and mature miR-146a and decreased
inhibition of target genes (IRAK-1 and TRAF-6) when compared with the G allele [17];
similar results have been found in other studies focused on cancer [39, 40]. In regard to
AUDs, we can therefore hypothesize that the presence of the C allele of this
polymorphism may cause lower levels of miR-146a, which would promote alcohol-
induced neuroinflammation through disruption of the normal regulatory process of the
TLR-4 inflammatory pathway. Such an effect could, in turn, induce a higher risk of
developing AUDs, thus explaining the higher frequency of the C allele found in the

subjects with AUDs of our study population as compared to healthy controls.

This hypothesis, however, does not explain the increased levels of miR-146a
expression present in brains from alcoholics [20] nor other conflicting functional data
previously reported showing that the C allele was associated with higher levels of miR-
146a [34]. These discrepancies may be due to the pleiotropic effects of miR-146a,
limitations of in vitro studies, and/or changes in miR-146 expression with acute or
chronic alcohol intake. Furthermore, the exact relationship of alcohol induced-
neuroinflammation with AD or AA remains unclear. In any case, we believe that the
finding of an association between miR-146a G>C polymorphism and AUDs reflects the
involvement of this allelic variant in this disease and further studies are warranted to

determine the extent of this association.

Although the current study found no evidence of an association between the
miR-196a2 rs11614913 polymorphism and AUDs, this could be due to a low statistical
power to detect a minor effect of this miRNA on this disease. Indeed, previous studies

have demonstrated an association between this particular polymorphism and other

11
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diseases, such as cancer [38] but little information is available about the association of

this allelic variant with inflammatory diseases and with AUDs in particular.

In our work, we have controlled several potential confounders that could affect
the validity of our results like addiction to other drugs, major psychiatric disorders, sex
and age, although our results can thus only be extrapolated to male subjects. We have to
acknowledge, however, several potential limitations. First, the lack of use of structured
interviews for the diagnosis of alcohol abuse and dependence and for establishing
alcohol consumption, could potentially lead to selection or classification bias. The
absence of data regarding family history of alcoholism among cases could be a potential
limitation, since it is a known predisposing factor to the development of AUDs. Further,
the possibility of a type | error remains an important concern in genetic studies,
particularly when multiple tests are performed. Therefore, given the statistical
significance achieved in our analysis, our results should be interpreted with caution until
they are independently replicated. Finally, although all our patients had an alcohol use
disorder, it is true that the presence of a mixed phenotype (patients with AA or AD) in
candidate gene association studies may be a confounding factor, particularly because the

genetic basis of AA is less clear than that of AD.

CONCLUSIONS

In summary, the genetic association study described herein represents the first of
its kind to analyze miRNA polymorphisms in AUDs and to show an association of the
miR-146a C>G rs2910164 allelic variant with these diseases. Our findings highlight the

potential relevance of polymorphisms within miRNA genes as useful markers to explain
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the susceptibility to complex trait diseases and justify further investigations into the role

of miRNAs in alcohol-induced inflammatory response.
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Table 1. Comparison of genotype and allele frequencies of miR-146a and miR-196a2 gene
polymorphisms in patients with alcohol use disorders and controls.

AUDs vs controls AD vs AA
AUDs Controls P AD AA P
miR-146a GG 157 (522) 100  0.049 101 (534) 56(50) 0.846
152910164 (64.1)
GC 121 (40.1) 46 (29.5) 74 (30.2) 47 (42)
cc 23(7.7) 10 (6.4) 1474 9@
GC+CC 144 (47.8) 56(359) 0.015* 88(46.7) 56(50) 0.564
miR-196a2 CC 117 (38.9) 58(37.2) 0234 77(40.7) 40(35.7) 0.235
511614913 o 136 (45.2) 81 (51.9) 87 (46) 49 (43.8)
T 48 (15.9) 17 (10.9) 25(13.3) 23 (20.5)
CT+TT 184(6L1) 98(62.8) 0.724 112(59.3) 72(64.3) 0.387

Data are presented as absolute frequencies (%). AUDs: patients with alcohol use disorders.
AD: alcoholics with alcohol dependence. AA: alcoholics with alcohol abuse.

* The presence of the C allele of miR-146 polymorphism showed a significantly different
distribution in patients with AUDs compared to controls (p = 0.015).
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Table 2. Genotype frequencies of the G>C miR-146 polymorphism by disease
status and logistic regression analysis in patients with alcohol use disorders.

Multivariable analysis

Model Patients with Controls OR 95% ClI P
AUDs
General
CcC 23 (7.7) 10 (6.4) 1 Reference
GC 121 (40.1) 46 (29.5) 1.242 0.541-2.852  0.609
GG 157 (52.2) 100 0.741 0.334-1.645 0.461
(64.1)
Recessive
CcC 23 (7.7) 10 (6.4) 1 Reference
GG+ GC 278 (92.3) 146 0.901 0.413-1.967 0.794
(93.6)
Dominant
GG 157 (52.2) 100 1 Reference
(64.1)
GC +CC 144 (47.8)  56(35.9) 1615 1.067-2.442  0.023

Data are presented as absolute frequencies (%).

AUDs= alcohol use disorders. OR = odds ratio. Cl = confidence interval.
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