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Summary

The amount and duration of excessive alcohol compsum-
ption leading to liver injury are uncertain. While most heavy
drinkers show evidence of fatty liver, only a minority develops
features of overt disease {cirrhosis or hepatitis). Genetic factors
associated to an increased susceptibility to these disorders
have long time been suspected. Given that type | collagen is
markedly increased in advanced liver cirrhosis, the human
procollagen type a-1 (COLIA1) and ¢-2 (COLIA2) genes have
been proposed as “candidate” genes in studies of genetic
predisposition of the disease. The aim of this work was to
analyze polymorphisms for the type | procollagen genes from
alcohelic patients with and without cirrhosis , to test the hypo-
thesis that these variants are related {and possibly contribute)
to a predisposition to develop alcehol-induced liver damage.
Seventy- four Mexican subjects who acknowledged having
drank BC or more g of ethanol/day for at least 15 years were
studied. Diagnosis or exclusion of alcohol liver disease
(cirrhosis) was established by history, physical examination,
biochemical tests, ultrasound and, in some cases, biopsy of
the liver. Genotype analysis of three chosen regions of the
type i procollagen genes (two in COLIA1, and one in COLIA2)
containing polymorphic variants, were studied after PCR am-
plification, Observed allele and genotype frequencies for the
polymorphisms analyzed were not statistically differerent
among groups. Interestingly, the frequency for a common allele
for the Rsal/COLIA1 system was higher in alcoholics com-
pared with healthy subjects. In summary, the polymorphisms
studied do not seem to be associated to a higher risk or
susceptibility of alcohol liver damage. We cannot rule out that
other loci, not explored herein, may contain molecular variants
in linkage disequilibrium with nearby mutations modifying
biosynthesis or structure of the type | collagen, affected directly
or indirectly after an alcohol challenge.
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Se desconoce la cantidad y duracién dei consumo excesi-
vo de alcohol que lleva a la generacion del dafio hepatico.
Mientras que en la mayoria de los individuos que abusan del
alcohol se desarrolla higado graso, sélo en una pequeiia pro-
porcién se genera inexorablemente un dafio grave (cirrosis o
hepatitis alcohdlica). En numerosos estudios se indica la exis-
tencia de factores genéticos asociados a la susceptibilidad
de desarrollar dafio hepatico inducido por el aicohol. La pro-
duccion de la colagena tipo | es particularmente abundante
en la cirrosis hepatica; por esta razén, los genes que codifi-
can para esta proteina se consideran como “candidatos” im-
portantes en el estudio de la predisposicion genética a esta
enfermedad. El objetivo de este trabajo es el de analizar los
polimorfismos para los genes humanos de colagena tipo |
(COLIA1 y COLIA2) en muestras de alcohélicos que presen-
tan o no cirrosis, para probar la hipétesis de que estas varian-
tes pudieran estar asociadas (y probablemente contribuir) a
la predisposicion a desarrollar el dafio hepéatico inducido por
el consumo excesivo de etanol. Se estudiaron 74 pacientes
mexicanos que reconoccieron beber 80 g 0 mas de etanol al
dia durante un lapso de por lo menos 10 afios. El diagndstico
0, en su caso, la exclusién de cirrosis, fue establecido por
medio de su historia clinica, pruebas de laboratoric, ultrasoni-
do y, en algunos casos, biopsia hepatica. Se analizaron los
genotipos de 3 diferentes polimorfismos (dos en el gene
COLIA1 y uno en el COLIA2), mediante la amplificacién de
las regiones correspondientes por PCR. No se observaron
diferencias en las frecuencias de los alelos y los genotipos
entre ambos grupos. Sin embargo, la frecuencia del aleio A2
del sistema polimérfico Rsal/COLIA1 fue mayor en los alco-
holicos que en un grupo de sujetos sanos. En conclusién, los
polimorfismos analizados no parecen estar asociados a un
mayor riesgo o susceptibilidad de desarrollar dafio hepético
inducido por el alcohol. No se puede descartar que otras va-
riantes no analizadas en este trabajo pudieran estar relacio-
nadas con mutaciones cercanas, las cuales pudieran modifi-
car la biosintesis o estructura de la coldgena tipo |, por medio
de la interaccién directa o indirecta del alcohol.

Palabras clave: Genética de la enfermedad hepatica alcohé-
lica, genes de colagena tipo |, asociacién alélica.
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Introduccion

El abuso del alcohol y el alcoholismo encabezan ac-
tualmente la lista de problemas sociales y de salud en
todo el mundo, siendo catalogados como dos de las
principales causas de muerte que afectan, de manera
directa o indirecta, a millones de personas. En México,
el consumo per capita se ha incrementado en los Giti-
mos afos (23), razén por la cual hay una creciente pre-
ocupacién al respecto, la cual se ve reflejada en el avan-
ce y desarrolio de las investigaciones sobre el alcoho-
lismo en nuestro pais. A partir de la segunda mitad de!
siglo XX, se dejo atras la explicacién monocausal de
esta enfermedad, para adoptar un concepto multifac-
torial y, aunque el consumo de etanol sigue formando
parte del campo médico, ahora se considera desde un
punto de vista mas amplio, al incorporar aspectos cul-
turales, psicosociales y biologicos.

La idea de que hay un componente genético en el
alcoholismo, aunque ha sido difundida en los altimos
afios, no @s un concepto reciente. Los griegos ya sefia-
laban que este padecimiento se presentaba en fami-
lias y, desde entonces, la mayor parte de los estudios
sistematicos al respecto han confirmado esta observa-
cién basica. Un trabajo de revision de 39 estudios fa-
miliares sobre alcoholismo llevados a cabo hasta 1979,
mostro que, en promedio, uno de cada tres alcohdlicos
tenia por lo menos un progenitor afectado; prevalencia
que es marcadamente mayor que la reportada en los
sujetos sanos (7). Numerosos estudios en gemelos y
en sujetos adoptados {revisados en la referencia 3) han
dado apoyo a la existencia de factores genéticos rela-
cionados con el trastorno, y también han confirmado el
papel fundamental que desempenfa el medioambiente.
A esto se agregan los trabajos llevados a cabo en mo-
delos animales, con los cuales también se ha demos-
trado la transmision genética de ciertas caracteristicas
relacionadas con el alcoholismo {8). A diferencia de los
padecimientos hereditarios mas comunes con heren-
cia de tipo mendeliano, el alcoholismo y los rasgos re-
lacionados con éste, parecen transmitirse de manera
mas compleja. El componente de transmisién esta pro-
bablemente constituido por genes multiples cuya ex-
presién puede relacionarse con el desarrolio de ciertos
rasgos de la personalidad, con conductas que llevan al
alcoholismo, o bien con la predisposicidn a desarroilar
trastornos organicos por el consumo de bebidas em-
briagantes. Este dltimo punto es de gran importancia,
ya gue un un consumo excesivo de alcohol puede reper-
cutir sobre practicamente cualquier parte del cuerpe,
provocando, en algunas ocasiones, dafo grave e irre-
versible. En particular el higado, por ser el sitio en don-
de se metaboliza la mayor parte de ia sustancia, es
uno de los drganos mas afectados. La ingestion de al-
cohol etilico en altas concentraciones y por periodos
largos provoca frecuentemente la enfermedad hepati-
ca de tipo alcohdlico (EHA), la cual incluye una amplia
gama de lesiones, siendo las mas caracteristicas: el
hfgado graso o esteatosis, la hepatitis, la fibrosis y la
cirrosis por alcohol.

La relacién entre el consumo per cdpita de alcohol y
la prevalencia de cirrosis hepatica ha sido ejemplificada
en estudios epidemiolégicos que muestran gue el au-

mento de los patrones de consumo de alcohol en dife-
rentes paises o culturas se asocia a lo largo del tiempo
con una mayor incidencia de cirrosis (15,31). Asimis-
mo, estos estudios han mostrado que es el consumo
de etanol el que determina la prevalencia de enferme-
dad hepatica alcohélica (EHA), independientemente del
tipo de bebida alcohdlica que se consuma. En México,
la cirrosis hepatica ocupa €l séptimo lugar como causa
de mortalidad global . El andlisis de las tablas de mor-
talidad por edad muestra que, entre ios 25 y los 40 afios
(en la etapa de mayor produccion socioeconomica), la
cirrosis hepatica constituye la cuarta causa de muerte.
A nivel hospitalario, su frecuencia varia, aunque el ana-
lisis de fos datos de un estudic reciente lievado a cabo
en distintas instituciones del Distrito Federal, muestra
que aparecié aproximadamente en el 10 % de !as ne-
cropsias practicadas (19). Por otra parte, se ha observa-
do que en México, al igual que en muchas o otras par-
tes del mundo, la mayoria de los decesos por cirrosis
son provocados por el alcohol. En un estudio de 2,394
enfermos con cirrosis hepatica del INNSZ, el tipo de
cirrosis mas frecuentemente encontrada se relaciona
con el alcoholismo (57.7 % de los pacientes) (19).

A nivel individual se conoce muy poco sobre los fac-
tores que determinan la predisposicion a la enferme-
dad. La cantidad y duracién del consumo excesivo de
alcohol, que conduce a las formas graves del trastor-
no, pueden llegar a variar. Se presume que un consu-
mo “peligroso” lo constituye la ingestién diaria de 80 g
de etanol o mds por dia; aunque es claro que es este
tipo de patrén de consumo de por vida es el que repre-
senta el factor decisivo que eleva el riego de desarro-
llar 1a enfermedad (31). El higado graso alcohdlico es
frecuente en la gran mayoria de los bebedores croni-
cos, sin embargo, esta condicion se revierte al dejar de
beber. Por el contrario, Unicamente un estimado de 10-
35% de los consumidores consuetudinarios desarrolta
hepatitis y de sélo un 8 a un 20 % evoluciona a cirrosis
alcohdlica, la cual tiene implicita un mal prondstico
(20,24). Esta susceptibilidad individual a desarrollar la
EHA sugiere que su origen es en parte genético. Esto
estd apoyado por los datos de un estudio con 15,924
pares de gemelos que muestran una concordancia
mayer de cirrosis hepatica de 14.6% en gemelos idén-
ticos, comparada con s6lo 5.4 % en gemelos fraternos,
diferencia que no se explica por la varianza en las con-
cordancias con respecto al alcoholismo entre los gru-
pos comparados (17).

Como todos los 6rganos, el higado contiene tejido
conjuntivo extracelular (matriz extracelular), compues-
to por colagenas, proteinas glicosiladas y proteogli-
canos. Las coldgenas reprasentan el componente prin-
cipal de la matriz (14). Las colagenas tipo |, Ill, IV, Vy
VI estan presentes en el higado normal, siendo los ti-
pos | y 1l los que constituyen cerca del 80% de la
colagena hepdtica total. En el higado sano, la produc-
¢ion de la matriz extracelular es minima, pero en el hi-
gado cirrético, la cantidad de colagena se incrementa
de dos a seis veces mas, siendo la colagena tipo | la
forma que predomina {27). La coldgena tipo | es un
heterctrimero constituido por dos tipos de cadenas
polipeptidicas, denominadas a-1y a-2, respectivamen-
te, que poseen estructuras primarias distintas pero al-
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tamente homélogas. Estas cadenas son codificadas por
los genes COLIAT y COLIAZ, respectivamente, los cua-
les se encuentran en una Unica copia en el genoma
humano haploide, no siendo sus loci sinténicos (36).

Debido a la clara sobreexpresién de la proteina que
codifican en el higado cirrético, es posible que la pose-
sion de variantes estructurales y funcionales de cola-
gena tipo | pudiera estar relacionada con diferencias
en la susceptibilidad individual a desarrollar el trastor-
no inducido por el consumo de alcohol. Los genes men-
cionados presentan sitios polimoérficos, lo cual permite
utilizarlos como marcadores genéticos en estudios
poblacionales de asociacion entre algin alelo y la EHA.
Un estudio de este tipo en la poblacion mexicana re-
sulta aun mas interesante debido a la gran frecuencia
de muertes que ocurren en nuestro pais por cirrosis
hepatica de tipo alcohdlico ya que hay escasamente 3
estudios publicados a nivel mundial, sin haberse de-
mostrado, de manera clara, si existe 0 no asociacion
con la enfermedad (4,10).

El objetivo de este trabajo fue el de determinar y com-
parar las frecuencias alélicas y genotipicas de 3 dife-
rentes polimorfismos de los genes coldgena tipo | (dos
en la secuencia de COLIA1 y uno en la secuencia de
COLIA2), entre grupos de alcohdlicos que presentan o
no dafio hepatico. Asimismo, se determinaron a modo
de referencia los mismos parametros en un grupo de
cirrdticos no alcohdlicos y en sujetos sanos. Para dis-
minuir el efecto de las diferencias étnicas en las fre-
cuencias de los alelos, el estudio se restringié a indivi-
duos con padres y abuelos mexicanos.

Métodos
Sujetos

Los candidates al estudio fueron pacientes ambuia-
torios u hospitalizados, seleccionados a partir del ana-
lisis de los expedientes clinicos de la Clinica de Higa-
do del Departamentc de Gastroenterologia del INNSZ.
A cada uno de los sujetos se le informé de los objetivos
del estudio, firmando una carta de consentimiento para
participar en el protocolo. A cada paciente se le hizo
una exploracion fisica, se elabord su historia clinica, y
se le hizo una valoracién nutricional. Todos los sujetos
proporcionaron informacién sobre sus antecedentes fa-
miliares, acerca de enfermedades en general, y, en es-
pecial, acerca de la cirrosis, con lo cual se construy¢
un familiograma, subrayando las causas de los falleci-
mientos y los antecedentes del consumo de alicohol. El
patrén de consumo de alcohol, tanto actual como en
retrospectiva, se determiné con base en la evaluacién
de las preguntas correspondientes sobre la cantidad y
la frecuencia de la ingestién, incluidas en el AUDIT (A/-
cohol Use Disorders Identification Test) (30), asi como
de la informacién registrada en su historia clinica de
toda su vida. Los pacientes fueron distribuidos en al-
guno de los siguientes grupos de estudio, con base en
criterios clinicos, laboratoriales, ultrasonograficos y en
algunos casos, histol6gicos.
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Alcohdlicos con dafio hepatico

Los individuos que hubieron bebido durante 15 afios
0 mas, un minimo de 80 g de etanol/dia, con pruebas
de funcionamiento hepatico anormales y diagndstico de
hepatopatia (hepatitis o cirrosis) alcohdlica. Puntaje del
AUDIT mayor a 8.

Alcohdlicos sin dafio hepatico

Los individuos que hubieran bebido durante 15 o mas
afios un minimo de 80 g por dia con hepatopatia des-
cartada, pruebas de funcionamiento hepatico norma-
les y puntaje det AUDIT mayor de 8.

El dafio hepatico, en su caso, fue sugerido por una
historia clinica compatible, apoyada por los datos ob-
tenidos de los examenes fisico, clinico y de laboratorio
confirmatorios (TGO, bilirrubinas, GGT, VCM e IGA ele-
vados.). Para el diagnéstico de hepatitis se efectud en
algunos casos el andlisis de una biopsia hepatica con
los siguientes criterios histolégicos: necrosis hepato-
celular de predominic en la vénula hepatica terminal,
con presencia en esta zona de leucoccitos segmentados
junto a células con cuerpos hialinos de Mallory y dege-
neracion balonoide. En tanto que para el diagnéstico
de cirrosis se establecieron como criterios histolégicos,
la presencia de nédulos de regeneracion, rodeados de
tejido conectivo y pérdida de la arquitectura lobular
normal.

Se establecieron como criterios de exclusion: que el
paciente no aceptara participar en el proyecto, que hu-
biera recibido transfusiones sanguineas durante los 4
meses previos al inicio del estudio, o bien que resulta-
ra positivo para antigenos de virus de hepatitis y no
perteneciera al grupo de cirrosis no alcohdlica o que
alguno de sus padres o abueios no hubiera nacido en
México.

Adicionalmente, se incluyd un grupo de individuos con
diagndstico de cirrosis de diversa etiologia (bajo los
criterios antes mencionados, incluyendo en algunos
casos la biopsia hepatica), en los cuaies se excluyo
como causa probable el consumo excesivo de alcohol
{puntaje global en el AUDIT menor a 8). Asimismo, se
analizaron muestras obtenidas de individuos sanos, en
la mayoria de los cuales se excluyo el diagndstico tan-
to de abuso como de dependencia del alcohol u otro
farmaco, asi como la presentacion de algun preblema
psiquiatrico (tras la aplicacion del CIDI, version al es-
pafiol). Todos los sujetos de este Ultimo grupo tuvieron
calificaciones en el AUDIT menores a los 8 puntos. To-
dos estos individuos también fueron informados acer-
ca de los propésitos de este estudio, y firmaron una
carta indicando su consentimiento para participar en el
protocolo.

De tcdos los sujetos se obtuvo una muestra san-
guinea por venopuncién, de la cual una porcidn se uti-
lizé en el andlisis bioguimico y de marcadores virales,
midiendo bilirrubinas, ALT, AST, FA, GGT, proteina to-
tal y albomina. E! resto de la sangre fue utilizado en la
extraccion de ADN gendmico por e método de Ka-
wasaki (18).
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Figura 1. {(a) Representacién esquemadtica de ia localizacién
dei gene COLIAT en el cromosoma 17. (b) Mapa del gene con
los sitios polimdrficos descritos. Los rectangulos negros co-
rresponden a las regiones intrénicas (no codificantes) del gene,
y las franjas claras corresponden a las regiones exénicas (co-
dificantes). Las flechas indican los polimorfismos analizados
en la secuencia de este gene.

Obtencién de los genotipos

El sitio polimérfico Mspl, localizado aproximadamente
a 26 kb del principio de la transcripcion del gene
COLIA1, fue amplificado por medio de {a reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando primers dise-
fiados a partir de la secuencia obtenida de un fragmen-
to Sall-Hind Il de 800 pb, a partir del césmide CG102,
que contiene el sitic polimérfico para la enzima de res-
triccidn correspondiente(2). En caso de presentarse el
sitio de restriccién correspondiente, el amplicon resul-
tante de 200 bp, produce una banda ancha que contie-
ne dos fragmentos de 100 bp (figura 1).

El polimorfismo producido por una transicion C = T,
388 bp 5" del principio del exdn 6 del gene COLIA1 fue
detectado mediante la digestién con la endonucleasa
Rsal del amplicén correspondiente (28). Los alelos
producidos de 685 bp (Rsa-) o los fragmentos 562 +
123 bp (Rsa+), fueron visualizados en geles de agarosa
al 2 % tenidos con bromuro de etidio (figura 1).
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Figura 1. (a) Representacién esquemdtica de la localizacion
del gene COLIA2 en el cromosoma 7. (b} Mapa del gene. Los
rectangulos negros corresponden a las regiones intrénicas (no
codificantes) del gene, las franjas claras corresponden a las
regiones exonicas (codificantes). La flecha indica la posicidn
del polimerfismo analizado por insercién/delecion.

La variante molecular resultante de la presencia o
ausencia de un inserto 38 bp dentro del intrén del sis-
tema alélico F (HGM10) del gene CCLIA2, fue detecta-
do mediante la amplificacién por PCR del fragmento,
segun lo descrito en Watson y Dalgleish (38). Los frag-
mentos ampiificados producen, segln el caso, alelos
de 641 0 603 bp (figura 2).

Andlisis estadistico

Los datos acerca de la edad y los valores obtenidos
en el AUDIT se reportan como promedio + desviacién
estdndard. Para valorar la comparabilidad entre gru-
pos se utilizaron la prueba t de Student y la estadistica
de 2 Las frecuencias alélicas y de los genotipos fue-
ron analizadas mediante la prueba de ¥2 corregida para
continuidad por Yates, derivadas de las tablas de 2 x 2
0 3 x 2 correspondientes.

Resultados

En el estudio se incluyeron individuos de ambos se-
xo0s, mayores de 50 afios en promedio. De todos los
sujetos que aceptaron participar en el estudio (aproxi-
madamente 110 individuos), se seleccionaron, finaimen-
te 74 y los restantes fueron descartados por tener anti-
cuerpos al virus de hepatitis (ya fueran sujetos alcohé-
licos 0 sanos), por haber bebido durante menos de 10
anos o porque a pesar de ser mexicanos por hacimien-
to tenian ascendencia extranjera. Finalmente, los indi-
viduos gque se estudiaron se dividieron, de acuerdo con
el diagnéstico, en 39 alcohélicos con cirrosis y 35 alco-
hélicos sin cirrosis. No hubo diferencias significativas
entre ambos grupos en relacién a la edad y los puntajes
promedio de AUDIT, como se muestra en el cuadro 1.
A estas muestras se agregaron 74 controles sanos, asi
como 44 cirréticos no alcohdlicos. Como se muestra
en ese mismo cuadro, la mayor parte de los pacientes
alcohdlicos, con o sin cirrosis, fueron del sexo masculi-
no. Esta misma proporcion por génerc (80-90 % de
hombres), y por grupo se procuré mantener en los gru-
pos restantes. Sin embargo, esta tendencia no pudo
conservarse en el grupo de cirréticos no alcohdlicos,
en los que la proporcién de mujeres se ve invertida.

A pesar de que ia intencidn original fue la de analizar
el numero total de las muestras obtenidas para cada
uno de los polimorfismes, varias de éstas resultaron
refractarias a la amplificacién por PCR para alguno(s)
de los 3 sistemas estudiados, probablemente debido a
impurezas presentes en la muestra (eg. hemoglobina)
que se sabe inhiben a la Taq polimerasa . De esta ma-
nera, el andlisis final se restringié a un nimero particu-
lar de muestras por sistema polimérfico, como se indi-
ca en los cuadros 2-4 correspondientes.

Las frecuencias de alelos en los 3 sistemas polimér-
ficos analizados no fueron significativamente distintas
de lo esperado en un equilibrio de tipo Hardy-Weinberg
(datos no mostrados). Por otra parte, el anélisis de los
datos por 2 de las frecuencias de alelos y genotipos
no mostré diferencia significativa en ninguna de las com-
paraciones establecidas, entre los grupos de alcoholi-
cos con o sin EHA. Sélo en el sistema COLIA1/Rsal la
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CUADRO 1
Caracteristicas demogréficas de los grupos

anmo Tamafio| Edad | Edad Edad Sexo Aulit
P muestra | (afios) | (minima) | (mdxima) | g F | (punios)
Alcohdlicos con cirrosis 39 58 + 11 39 78 31| 08 | 22+6
Alcohdlicos sin cirrosis 35 54 +13 33 86 31 04 21+6
Cirréticos no alcohdlicos 44 52+ 13 19 71 07 37 01+t
Controles sanos 74 4109 25 60 68 | 06 03+2
CUADRO 2
Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo Mspl del gene proal de Colagena tipo |
Alelos Genotipos
ATAT + A1A2
Grupo n Al A2 AlA1 Al1A2 AZA2 No . (%)
No. (%) | No.(%) | No.(%) | No. (%) | No. (%)
Alcohdlicos con cirrosis 33 | 52(79) 14(21) 20(61) 12(36) 1(03) 32(97)
Alcohélicos sin cirrosis 31 | 42(68) | 20(32) 15(48) 12(39) | 4(13) 27(87)
Cirréticos no alcohdlicos 30 | 41(68) 19(32) 13(43) 15(50) | 2(07) 28(93)
Controles sanos 3 50(81) 12(19) 19(60) 12(40) 0(0) 31(100)

distribucion de los genotipos entre todos los grupos se
mostré marginalmente distinta {(x2=8.0, df =2, P = 0.05)
(cuadro 3). En este caso particular, la frecuencia del
alelo 2 {que presenta el sitio de restriccidn) fue mayor,
aungue no estadisticamente significativa, para ambos
grupos de alcohdlicos {con y sin cirrosis } cuando se le
compara con el grupo de sujetos sanos. (OH* cirrosis
vs control: = 3.14, df = 1, OH- cirrosis vs control
%2=3.12, df =1 ; P = 0.08, para ambas comparacio-
nes).

Discusién

La tasa de cirrosis hepatica observada en México es
una de las mas altas de América; superior a las de al-
gunos paises de Europa y Oceania y comparable a la
descrita en Espana entre la poblacién masculina (12).
Dado que hay una estrecha relacion entre el abuso de
aicohol y el desarrollo del trastorno, la mortalidad por
cirrosis hepatica se ha adoptado internacionalmente
como uno de los indicadores del alcoholismo. £En Méxi-
co, cerca del 60% de los casos de cirrosis hepatica es-
tan relacionades con el consumo excesivo de alcohol.

Aunque se ha establecido que el riesgo de desarroliar
hepatopatia alcohdlica parece depender de si se ha so-
brepasado un determinado umbral de consumo (31),
no se ha podido explicar por qué el higado de 4 de
cada 5 alcoholicos tolera el etanol afio tras afio sin de-
sarrollar dafo grave, mientras que el de otros indivi-
duos desarrolla cirrosis después de pocos anos de abu-
sar del alcohol. Este fenémeno sugiere la existencia de
factores individuales, algunos posiblemente genéticos,
que modifican el riesgo o la susceptibilidad a desarro-
llar del proceso fibrético. El descubrimiento de tales
factores tendria un vaior inmediato en las medidas
terapelticas, debido a que las estrategias actuales tie-
nen un vaior limitado y sélo la completa abstinencia del
alcohol, la cual dnicamente se logra en un porcentaje
minimo de casos, es efectiva.

Con la finalidad de identificar los marcadores gené-
ticos que se relacionen con la prevalencia de enferme-
dades hepéticas de tipo alcohdlico, se han estudiado
diversos genes que pudieran estar asociados al meta-
bolismo del alcohol, a la respuesta inmunclégica o al
proceso fibrético caracteristico de la cirrosis. Entre es-
tos genes sobresalen los que intervienen en el meta-
bolismo del etanol, que codifican para la deshidroge-

CUADRO 3
Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo Rsal del gene proo1 de Colagena tipo |
Alelos Genotipos
A1AT + A1A2
Grupe n At A2 A1AT A1A2 | A2A2 No . (%)
No.(%) | No.(%) | No.(%) | No. (%) | No. (%)
Alcohdlicos con cirrosis 39 07(09) 071(91) 00(00) 07(18) 33(82) 07(18)
Alcohdlicos sin cirrosis 35 | 06(09) | 064(91) | 01(03) 04{11) | 30(86) 05(14)
Cirrdticos no alcohglicos 44 12(14) 076(86) 00(00) 12(27) | 32(73) 12(27)
Controles sanos 74 28(19) 120(81) 05(07) 19(24) 50(69) 23(31)
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CUADRO 4
Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo COLIA2 inserto 38 pb del gene proo2
de colagena tipo |

Alelos Genotipos
ATA1 + A1A2
Grupo n At A2 A1A1 A1A2 | A2A2 No . (%)
No. (%) | No.(%) | No.(%) | No. (%) | No. (%)
Alcohdlicos con cirrosis 39 07(09) 071(91) 00(00) 07(18) 33(82) 07{18)
Alcohdlicos sin cirrosis 35 06(09) 064{91) 01(03) 04(11) 30(86) 05(14)
Cirréticos no alcohdlicos 44 | 12{(14) | ove(ee) | 00(00) 12(27) | 32(73) 12(27)
Controles sanos 74 | 28(19) | 120(81) | 05(07) 19(24) | 50(69) 23(31)

nasa alcohdlica, el aldehido deshidrogenasa y el
citocromo P450 (ADH3, ALDHZ, CYP2E1, respectiva-
mente). Estos genes son muy polimérficos y tienen di-
ferentes alelos que codifican a iscenzimas con dis-
tinta capacidad para metabolizar el etanol (1). Hasta la
fecha, los intentos por relacionar aigunos de los alelos
de estos genes con la susceptibilidad a desarrollar
cirrosis hepética alcohdlica han sido contradictorios
[ADH: refs (11,26); CYP2E1.: refs (6,9,22)]. Por otra par-
te aunque parece evidente que la posesion de una for-
ma alélica mutante y cataliticamente inactiva, denomi-
nada ALDH2"2 (que tienen frecuentemente las pobla-
ciones orientales, pero no los individuos de raza
caucasica) podria servirle a ciertos individuos
homocigotos a este alelo, como un factor biolégico que
los protegiera del alcoholismo (16), su papel como fac-
tor preventivo secundario para desarrollar dafo hepa-
tico no se ha determinado con certeza (13,32). En Méxi-
¢o, un estudio reciente llevado a cabo en el INNSZ no
mostrd que existiera esta forma mutante inactiva en un
grupo de 90 individuos y, por lo tanto, tampoco diferen-
cias alélicas entre los mismos, al dividirlos por la pre-
sencia o ausencia de EHA (21). Se han estudiado otros
genes también altamente polimdrficos, como aquéllos
del sistema de antigenos HLA, asociando, por ejem-
plo, al HLA B con una rapida evolucidn a la cirrosis (29).

Esta es la primera vez que se analizan polimorfismos
en los genes de la coldgena | en una poblacién latinoa-
mericana, en relacién con la enfermedad hepatica al-
cohdlica. Los estudios anteriores de asociacion Heva-
dos a cabo en poblaciones caucasicas, han mostrado
resultados contradictorios. Weiner y cols., empleando
la técnica de PLFR {polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccién) y sondas de DNA genémico
y complementario para mapear dos sitios polimorficos
del gene COLIA2, localizados en las regiones 5"y 3°
del gene, respectivamente, indicaron haber encontra-
do con mayor frecuencia un haplotipo especifico en los
alcohdlicos con cirrosis, que en los alcohdlicos sin
cirrosis y en los controles sanos. Sin embargo, la mues-
tra analizada fue muy pequefia y las caracteristicas
étnicas y raciales de los grupos de comparacién no eran
muy claras, lo cual limité la interpretacién de los resul-
tados. En un segundo estudio, en el se que analizd por
PCR un polimorfismo detectado mediante la restriccion
con la endonucleasa Mspl en el gene COLIA2, se en-
contrd una asociacion significativa entre el genotipo
homocigoto del alelo mayor de 2.2 kb en un grupo de
41 individuos que presentaron hepatitis alcohdlica agu-

da, en comparacién con los alcohdlicos sin hepatitis y
con los controles (10). Por haberse incluide en este
estudio a individuos alcohdlicos que reconocieron ha-
ber abusado del alcohol sélc durante 2 anos, es posi-
ble que algunos o muchos de estos sujetos no hayan
consumido alcohol suficiente tiempo como para desa-
rrollar las caracteristicas clinicas observables en la
enfermedad hepatica. Un tercer estudio llevado a cabo
con 56 alcohdlicos con cirrosis, y 74 controles sangs
no mostrd ninguna evidencia de que se relacionaran
los 4 diferentes polimorfismos presentes en los genes
de COLIA1 y COLIA2 (incluido ei polimorfismo Rsal del
gene proa tipol analizado en este trabajo) con el diag-
néstico de cirrosis alcohdlica (4). Este trabajo no inclu-
y6 a los individuos gue a pesar de haber abusado del
alcohol durante una o mas décadas no desarrollaron
cirrosis. Es importante mencionar, sin embargo, que en
este dltimo caso se observé una diferencia en la fre-
cuencia de este marcador del gene COLIA1, al compa-
rar a los controles de este estudio (individuos origina-
rios del noreste de Inglaterra), con otro grupo de la
poblacién caucasica inglesa —probablemente mas
heterogéneo— reportado previamente por otros inves-
tigadores (34). Este hallazgo pone de manifiesto la im-
portancia que tiene estudiar poblaciones étnicas y ra-
cialmente similares.

El presente estudio se llevo a cabo en una muestra
de poblacién mexicana, la cual, a pesar de ser mesti-
za, comprende individuos probablemente mas simila-
res étnicamente que los estudiados anteriormente. El
hecho de que tanto los padres como los abuelos de los
probandos fueran mexicanos, reduce la probabilidad
de incluir una mayor heterogeneidad poblacional. No
obstante, el uso de nuevas metodologias de andlisis
genético estadistico, como la denominada de Riesgo
Relativo por Haplotipo (HRR) (35) ¢ la Prueba de Des-
equilibrio, de Spielman (33), que utilizan la informacién
parental como control interno de fas frecuencias aléli-
cas, eliminando asi el sesgo antes mencionado, deben
ser consideradas como estrategias de investigacion en
el futuro.

A diferencia de los estudios anteriores, en el presen-
te trabajo se analizaron 3 diferentes polimorfismos (dos
nunca antes analizados: Mspl/COLIA1 e insercién/
delecién de 38 pb COLIAZ, y uno previamente reporta-
do: Rsal/COLIA1) con un contenido de informacion
polimérfica relativamente alto (0.4-0.46), en un nime-
ro similar de pacientes con cirrosis alcohdlica y alcoho-
licos sin cirrosis. Se consideré que la comparacién con-
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tra un grupo de controles sanos no permitia responder
la pregunta de interés, ya que estos individuos no estan
sujetos al factor de riesgo que representa consumir
bebidas alcohdlicas, y si las consumen, quiza no han
estado expuestos el tiempo necesario para llegar a te-
ner las caracteristicas clinicas del dafo al higado. Sin
embargo, se analizé este grupo con el objeto de esta-
blecer valores que representen las posibles frecuen-
cias de estos alelos en la poblacién mexicana. Por (lti-
mo, se incluyd a un grupo de cirréticos no alcohdlicos
con el proposito de probar si hay distintos grados de
susceptibilidad a la cirrosis, independientemente de la
etiologia, o si, por el contrario, la susceptibilidad se re-
laciona con el etanol y no con otros agentes causales.

De acuerdo con nuestros datos, no hay diferencias
en las frecuencias de alelos o genotipos entre los gru-
pos de alcohdlicos, independientemente de la presen-
cia o ausencia de cirrosis.

Tomando en cuenta que sélo se analizé un niimero
limitado de polimorfismos incluidos en las secuencias
de 10s genes de interés, y que los mismos se encuen-
tran en regiones no cadificantes (y aun alejadas de!
gene como en el caso del polimorfismo Mspl/COLIAT
presente a 26 Kb del primer codén), no puede descar-
tarse la posibilidad de que el estudio de estos mismos
genes, pero analizando directamente los exones o las
regiones promotoras, aumentaria |a probabilidad de
discriminar los alelos con susceptibilidad, en especial
si se caonstruyen haplotipos.

Fue interesante encontrar que ia frecuencia del alelo
denominado A2 del sistema polimdrfico Rsal en el intrén
5 del gene COLIA1 fue mayor en ambos grupos de
pacientes alcohdélicos (con o sin EHA) que ta observa-
da en el grupo de controles sanos (la cual, a su vez,
fue muy similar a la descrita en otras poblaciones
caucasicas (4,25,35). De hecho, si se agrupa a los alco-
hélicos (independientemente de que tengan o no dafio
af higado) v se compara en particular la frecuencia de
este alelo con el grupo control, se observa que hay una
desviacién de la hipdtesis nula {¥*=5.550, df=1,
P = 0.018). No obstante, parece dificil establecer cual
seria la posible relacién de esta variante polimérfica

con la susceptibilidad al alcoholismo o ¢on algun rasgo
asociado con un trastorno distinto del dafc hepaético.

Es claro, sin embargo, que el alcohol altera directa o
indirectamente la expresion de los genes de colagena,
como lo han puesto de manifiesto experimentos recien-
tes llevados a cabo en ratones transgénicos (37). Dado
que en la cirrosis, las modificaciones en la estructura
de la cromatina, o bien las diferencias en el estado de
metilacién del DNA, parecen ser sucesos relacionados
con la regulacién de los genes de colagena | (5) y que
se han identificado y parcialmente caracterizado varios
factores cis y trans que regulan la actividad transcrip-
cional de los genes de colagena, uno podria suponer
que otras variantes moleculares de estos genes, u ofros
genes (no exploradas en el presente estudio), pudie-
ran modificar la biosintesis o estuctura de la colagena
tipo | por medio de su interaccidn directa o indirecta
con el alcehol.

En conclusion, nuestros resultados no apoyan la idea
de que los polimorfismos estudiados pudieran estar di-
rectamente asociados con una mayor susceptibilidad
desarrollar de EHA. Otras regiones de estos genes no
explorados adn, podrian contener variantes estructu-
rales relacionadas con el dafo hepatico inducido por
alcohol. La identificacion de los alelos especificos aso-
ciados con el diagnodstico de la EHA, no sélo pudiera
ser importante como marcador de un locus de riesgo a
desarroltar el trastorno, sino también podria llegar a
darnos una idea mas clara de los mecanismos
moleculares que conducen a esta terrible enfermedad.

Este estudio fue apoyado por donativos del CONACYT
(0669P-M) y Fundacion Miguel Aleman.
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