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Patrones de consumo y genotipos
determinantes de la tolerancia al
alcohol: estudio en estudiantes
universitarios de Santiago de Chile

CONSTANZA P. SILVA'#, SERGIO V. FLORES'®

Alcohol consumption patterns and genotypes
determining alcohol tolerance in Chilean
university students

Background: Alleles involved in inefficient (ADHIB2*2 and ALDH2*2)
or efficient (SNP6, ADH4 gene) alcohol metabolism may influence the risk
of alcoholism. Alcoholism susceptibility has been classified as protector and
risk-dependence phenotypes, associated with inefficient and efficient alcohol
genetic metabolizing variants, respectively. Aim: To investigate the possible
association between genetic protective and risk-dependence variants and alcohol
intake patterns. Material and Methods: Saliva DNA samples were obtained
and the AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test) questionnaire was
applied to 210 university students aged between 18 and 25 years old. Results: No
statistically significant association between protective or risk-dependence genetic
variants and alcohol pattern intake was detected. However, new categories of
alcohol intake patterns-not included in the AUDIT questionnaire-were identified.
Conclusions: No association between the protector and risk-dependence pheno-
types and patterns of alcohol consumption was detected in this sample of students.
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por dos sistemas enziméticos en el higado:
enzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH) y
Aldehido Deshidrogenasa (ALDH), codificadas
en humanos por una familia de genes ADH en
el cromosoma 4 y ALDH en el cromosoma 12.
Ademas de presentar variabilidad genética intra
e interpoblacional, los genotipos definen varia-
bilidad en la respuesta fisioldgica al consumo de
alcohol. Se ha propuesto que estos mismos genes
participan en la vulnerabilidad a la dependencia al
alcohol (DA), asocidandose a “fenotipos protectores”
o de “riesgo-dependencia”™?.
Tanto el polimorfismo ADHI1B*2 (rs1229984)

l a metabolizacion del etanol es realizada

del gen ADH1B como ALDH2*2 (rs671) del gen
ALDH?2 presentan alta frecuencia en poblaciones
del Este de Asia, llegando a valores cercanos a la
fijacién™*. ADHIB*2 posee una tasa metabdlica
elevada en relacién a otros alelos del gen ADHIB
(e.g. ADHI1B*I)',1o que determina la acumulacion
de sustancias toxicas en el organismo propias de
la metabolizacion del etanol (e.g. acetaldehido) y
por ende reacciones iniciales de intoxicacion tras
la ingesta. Por otro lado, el alelo ALDH2*2 codifica
una enzima inactiva, generando una respuesta
llamada “sindrome asidtico de rubor facial”. En
ambos casos estas son conocidas como variantes
de “proteccién” contra el alcoholismo.
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El alelo de riesgo-dependencia al alcohol mas
relevante ha sido asociado con el gen de ADH4 y
corresponde al SNP6 (rs1800759). Presenta una
alta frecuencia en poblacién europea y amerindia
de norteamérica (SW American indian tribe) y casi
inexistente en el Este de Asia. La presencia de la
enzima ADH4 determina metabolizacion eficiente
del etanol en episodios de intoxicacién, asocidn-
dose asi a fenotipo de “riesgo”, ya que permitiria
un mayor consumo de alcohol a largo plazo*”.

La DA o alcoholismo es una enfermedad
compleja y multifactorial debido a la interaccién
de factores ambientales y genéticos"*'%. La OMS
publicé un estudio sobre los patrones de consumo
de alcohol en adultos, donde se destaca el alto
consumo y patrones riesgosos tanto para Europa
como América; por el contrario, destaca el bajo
nivel que se presenta en Asia"’. En Latinoamérica,
Chile es el pais con la mayor prevalencia de consu-
mo', siendo el pais con mayor cantidad de litros
per cdpita promedio (6,6 litros), tanto en hombres
(13,9 litros) como mujeres (5,5 litros)".

La necesidad de sistematizacién en la im-
plementacién de politicas publicas en torno al
consumo de alcohol ha impulsado el disefio de
instrumentos para la evaluacién de los patrones
de consumo. El cuestionario AUDIT (Alcohol Use
Disorders Identification Test), tiene el objetivo de
detectar tempranamente a personas con proble-
mas de dependencia. Permite una aplicacién rapi-
da, sin costo y no requiere mayor entrenamiento'.
La primera edicién de este manual fue publicada
en 1989 (Documento N°e WHO/MNH/89.4) y
fue actualizada en 1992 (WHO/PSA/92.4). Esta
encuesta presenta de 0 a 40 puntos, permitiendo
clasificar a los individuos seguin tres categorias;
consumo de riesgo, perjudicial y dependencia.
El cuestionario ha sido validado para diferentes
poblaciones, paises y contextos culturales -Chile
incluido- constituyéndose un instrumento util
y cada vez mas aplicado. Se ha sugerido que los
puntajes de corte para la clasificacién de patrones
de consumo de alcohol se ajusten al contexto de
riesgo de cada pais (Tabla 1)'¢".

El estudio, anélisis e interpretacién en torno al
consumo y riesgo-dependencia al alcohol en po-
blacién chilena ha sido abordado principalmente
desde la perspectiva del detrimento de la salud,
el riesgo social y estereotipos asociados'*'®. No
obstante, es necesaria la indagacién del trasfondo
genético (herencia) y factores socioculturales (am-

708

bientales) que influyen en estos fenotipos en la po-
blacidn chilena. Estas variables son indispensables
para evaluar la diversidad y distribucién poblacio-
nal de los patrones de consumo y cémo afectan
al diseno de politicas publicas de prevencién. En
este estudio analizamos la asociacién entre las
variantes de proteccion y riesgo involucradas en la
metabolizacién del alcohol y los patrones de con-
sumo de esta sustancia en un grupo de estudiantes
universitarios de Santiago de Chile.

Materiales y Método

Sujetos

Consisti6 en 210 estudiantes de pregrado de
la Universidad de Chile entre 18 y 25 afos, no
emparentados, de ambos sexos y residentes en el
Area Metropolitana del Gran Santiago. Se reco-
lectaron 2 ml de saliva para andlisis genético y se
aplicé el cuestionario AUDIT a cada participante.
El tamafio de la muestra fue estimado para una
poblacién de 6 millones de habitantes, con 95%
de confianza y un intervalo de confianza de + 7.

Se asegur6 la confidencialidad mediante la
utilizacion de c6digos de identificacién tanto para
muestras de saliva como para los cuestionarios.
Esto fue expuesto a los participantes mediante un
consentimiento informado previamente aproba-
do por el Comité de Etica de la Investigacién en
Ciencias Sociales y Humanidades de la Facultad

de Filosofia y Humanidades de la Universidad
de Chile.

Meétodos
a) Encuesta AUDIT

Para la estandarizacién de la aplicacién del
cuestionario AUDIT en esta investigacion, se
tomaron las siguientes medidas: (i) respecto a la
cantidad de alcohol por cada trago se hizo referen-

Tabla 1. Rangos para clasificacion de patrones de
consumo segun puntaje AUDIT, propuesto por la
OMS y sugerido para poblacion chilena™

Categorias de oMSs Chile
consumo
Consumo de riesgo 8 a 15 puntos 6 a 8 puntos

Consumo prejudicial 16 a 19 puntos  Sobre 9 puntos

Dependencia Sobre 20 puntos
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cia al contenido promedio de una lata de cerveza
en Chile y un trago tipico fue definido como aquel
que contiene 13 g de alcohol, equivalente a un
vaso; (ii) se incorpord la categoria de “consumo
sin riesgo” para individuos con puntajes por de-
bajo de los utilizados para su clasificacién segin
la OMS vy la escala propuesta para Chile; (iii) in-
dividuos con puntaje AUDIT igual a cero fueron
clasificados como “no consumidores de alcohol”.

b) Genotipificacién

La extracciéon de ADN de las muestras de sali-
va fue llevada a cabo a partir de un protocolo ad
hoc® en el Laboratorio de Antropologia Genética
y Bioantropologia, de la Facultad de Ciencias
Sociales de la Universidad de Chile.

El andlisis genético comprendié tres etapas:
(i) Busqueda de alelos protectores y de riesgo-de-
pendencia en bases de datos genémicas® para el
disenio de partidores de PCR*?! y basqueda de
sitios de corte con enzimas de restriccién?>% (ii)
Estandarizacién de protocolos para PCR (Polyme-
rase Chain Reaction) y RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism); (iii) genotipificacién de
variantes protectoras y de riesgo-dependencia; y
(iv) Andlisis genético-poblacional.

Los genes y alelos analizados en este estudio
son aquellos asociados a funcién enzimdtica
(ADH1B*2 y ALDH2*2) y a su asociacién a la
dependencia del alcohol (ADH4: SNP6)*°.

Un conjunto de productos de PCR (n = 20)
fueron secuenciados (Macrogen, Korea), ratifi-

cando la amplificacion del fragmento génico de
interés y el protocolo de RFLP.

¢) Andlisis estadistico

Se realizaron en tres etapas: (i) encuesta AU-
DITy patrones de consumoy; (ii) variabilidad gené-
tica; y (iii) asociacién entre patrones de consumo
y genotipos. La normalidad de puntajes AUDIT
se evalud con la prueba de Shapiro-Wilk. Los
softwares utilizados en estos andlisis correspon-
den a R Core Team, R Studio, ggPlot y Arlequin
3.5.1.3.24%7,

Resultados

a) Andlisis encuesta AUDIT

Se clasificé a los individuos segun las catego-
rias AUDIT propuestas tanto por la OMS como
por las recomendadas para Chile. Se observé que
existen frecuencias disimiles respecto al “consu-
mo de riesgo”, “perjudicial” y “dependencia” al
alcohol, entre la escala propuesta por la OMS y la
recomendada para Chile (Figura 1la y Figura 1b).

Respecto al promedio del puntaje AUDIT
entre hombres (6,67 + 4,59) y mujeres (5,92 +
4,72) no se encontraron diferencias significati-
vas (Mann-Withney, w = 4630,5, p_ = 0,2012)
(Figura 2), asi como tampoco para la proporcién
de individuos por patrén de consumo en ambos
grupos (test de y* = 0,9592, pji2 =0,811).

En el Andlisis de Correspondencia Mudltiple

Figura 1a. Categorias patrones de consumo
OMS. Distribucion de los 210 individuos encues-
tados y clasificados en patrones de consumo
segun los puntajes de corte propuestos por la
OMS. En su mayoria los individuos se encuentran
en la categoria de “consumo sin riesgo”, seguido
por aquellos que se encuentran en la categoria
de “consumo de riesgo”.
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Figura 1b. Categorias patrones de consumo
Chile. Distribucién de los 210 individuos encues-
tados y clasificados en patrones de consumo
segun los puntajes de corte propuestos para
poblacién Chilena. En su mayoria los individuos
se encuentran en la categoria de “consumo sin
riesgo”, seguido por aquellos que se encuen-
tran en la categoria de “consumo de riesgo”.
No obstante, a diferencia de la Figura 1a, la
distribucidon es mas homogénea, encontrando
mayor cantidad de individuos en la categoria de
“consumo perjudicial y dependencia”.

Figura 2. Patrones de consumo y genotipos
determinantes de la tolerancia al alcohol: es-
tudio en estudiantes universitarios de Santiago
de Chile. Puntajes AUDIT seguin sexo. Diagrama
de caja del puntaje AUDIT del grupo femenino
(F) y masculino (M). Se muestra la dispersién y
mediana para ambos grupos.

(MCA) los dos primeros ejes explicaron 21% de la
varianza total (Dim1 = 13,09% y Dim2 = 8,75%).
Las variables mas explicativas correspondieron a
los métodos de categorias AUDIT (OMS y Chile)
y el puntaje AUDIT per se (Figura 3). Las variables
menos explicativas fueron la edad y el sexo.

Al analizar la distribucién de los individuos
segun su puntaje AUDIT, se observaron grupos
discretos de consumo de alcohol (Figura 4),
ubicdndose los individuos de menor puntaje en
el cuadrante II, mientras que los de mayor en
el cuadrante I y IV. Un tercer andlisis con las
respuestas de cada uno de éstos al cuestionario
devel6 que “subpatrones” de consumo de alcohol
en los individuos de alto puntaje, ubicados en los
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cuadrantes [ y IV. En el cuadrante I se ubican in-
dividuos clasificados con “episodios alcohdlicos” y
que presentan mayor frecuencia de consecuencias
relacionadas con el consumo (pérdida de memo-
ria, beber en ayunas, sentimientos de culpa, per-
sonas heridas, etc.). En el cuadrante IV se ubican
individuos con alto y sostenido consumo, con
menor frecuencia de consecuencias relacionadas
con el habito.

b) Anadlisis variantes genéticas

Para el marcador ADH1B*2 fueron analizados
410 alelos' (Los individuos restantes presentaron
problema en la amplificacién en el PCR). La
frecuencia del alelo “G” alcanzé6 5,6% (Tabla 2);

Rev Med Chile 2015; 143: 707-715
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Figura 3. Andlisis de Correspondencia
Multiple (MCA). Analisis de Corres-
pondencia Multiple (MCA). En color
rojo se encuentran las preguntas de la
encuesta AUDIT, en verde las variables
suplementarias categdricas y en azul las
variables suplementarias continuas. Las
dimensiones explican cerca del 21% de
la varianza total de la muestra. Se obser-
van dos grupos de preguntas (pregunta
6, 9y pregunta 1, 2, 3, 4,5, 7, 8,10).
Las variables menos explicativas corres-
ponden a sexo y edad. Por otro lado, las
variables de categorizacion de la OMS'y
Chile recogen mayor variabilidad que el
puntaje AUDIT.

Figura 4. MCA distribucién individuos
segin puntaje AUDIT y patrones de
consumo. MCA de dispersion de los
individuos segun puntaje AUDIT. Como
variable suplementaria fue sobrepuesta
la clasificacion de patrones de consumo
(puntaje sugerido para Chile) a cada uno
de los individuos. Se observan claros
grupos de consumo de alcohol. Los
individuos que no consumen alcohol y
de bajo consumo se ubican en el sector
izquierdo del gréfico y hacia el centro;
mientras que los de mayor puntaje AU-
DIT se ubican en el cuadrante | (puntajes

16 a 24 puntos) y IV (puntajes 15 a 17).

Tabla 2. Porcentajes en la muestra de alelos, genotipo y fenotipo de cada marcador genético

Alelos Porcentajes

ADH1B*2 (rs1229984)

G 94,3% (n = 387)

A 5,6% (n = 23)
ALDH2*2 (rs671)

G 100% (n = 61)

A 0% (n = 0)
ADH4 (rs1800759)

G 33,9% (n = 140)

T 66,0% (n = 272)
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Genotipo Porcentajes

G|G
G|A
AlA

G|G
G|A
AlA

G|G
T|G
TIT

88,7% (n = 182)
11.2% (n = 23)
0% (n=0)

100% (n = 61)
0% (n = 0)
0% (n = 0)

7,2% (n = 15)
33,3% (n = 110)
39,3% (n = 81)

Fenotipo Porcentajes
Normal (G| G) 88,7% (n = 182)
Riesgo reducido (G|A)  11,2% (n = 23)
Protector (A|A) 0% (n=0)
Normal (G| G) 100% (n = 61)

Protector (A|Ay G|A) 0% (n = 0)

Normal (G|Gy G|T) 60,5% (n = 125)
Riesgoso (T|T) 39,3% (n = 81)
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porcentajes similares a los muestreados en
otras regiones de América’ (y* = 1,7572, gl = 1,
p,, = 0,185) por el proyecto 1000Genomes (25).
El valor de Fst fue de 0,00300.

El marcador ALDH2*2 se descarté como un
marcador informativo ya que el resultado fue de
100% para el alelo normal G. La ausencia de alelo
‘A’ es consistente con el muestreo para América
realizado por el proyecto 1000Genomes.

Para el marcador ADH4 SNP6 fueron analiza-
dos 412 alelos'. La frecuencia del alelo de riesgo
“T” para la muestra alcanz6é 66%, porcentajes
similares a los de otras regiones de América (Po-
blacién correspondiente a Medellin, Colombia,
ancestria mexicana en Los Angeles, Estados Uni-
dos de Norteamérica y a Puerto Rico) (Test de

Fisher, p, = 0,288; Fst = 0,02123). Las diferencias
fueron sélo significativas con Puerto Rico (Test
exacto de Fisher, p = 0,0013), con un valor de
Fst=0,005337, reflejando asi la diferenciacion ge-
nética de mayor magnitud entre estas poblaciones.

Todos los marcadores se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Los genotipos y
fenotipos no presentaron diferencias significativas
con la muestra de América.

¢) Andlisis asociacién entre patrones de consumo
y genotipos

Se realiz6 un segundo MCA para indagar de
forma exploratoria si el factor genético podria
estar asociado a la distribucién segin puntaje
AUDIT de los individuos. De esta manera, al MCA

Figura 5. MCA distribucion de indivi-
duos seguin puntaje AUDIT y patrén de
consumo de alcohol y genotipos para
el marcador ADH1B. Dispersién de
los individuos respecto de la encuesta
AUDIT. Como variable suplementaria
fue sobrepuesto el genotipo para el
marcador ADH1B. Existe baja represen-
tacién del genotipo protector (G|A) en
la muestra. Se destaca que individuos
en la categoria de consumo prejudicial y
dependencia al alcohol presentan en su
mayorfa fenotipo normal (G| G).

Figura 6. MCA distribucion de indi-
viduos segun puntaje AUDIT y patron
de consumo de alcohol y genotipos
para el marcador ADH4. Dispersion de
los individuos respecto de la encuesta
AUDIT. Como variable suplementaria fue
sobrepuesto el genotipo para el marcador
ADH4 (SNP6). Es posible observar que
no existe relacion entre los genotipos y
patrones de consumo. En su mayoria
aquellos individuos con mayor consumo
de alcohol presentan un genotipo normal
(G|G, G|ToT|G). Por otro lado, aquellos
con puntajes mas cercanos a la media del
puntaje AUDIT de la muestra presentan
genotipos normales o de riesgo (T|T) de
forma aleatoria.
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que contenia la distribucion de los individuos se-
gun puntaje AUDIT (Figura 4) le fue sobrepuesto
como variables suplementarias los genotipos de
proteccién del marcador ADHIB*2 (Figura 5) y
los genotipos de riesgo (ADH4, SNP6) (Figura 6).

El MCA del genotipo protector ADHI1B*2
muestra una tendencia, donde aquellos individuos
que presentan un patrén de “consumo perjudicial
o de dependencia” poseen un genotipo normal.
Por otro lado, el genotipo protector se posiciona
en el centro de la distribucién, correspondiendo a
las categorias de “consumo de riesgo” y “consumo
sin riesgo”.

El MCA de genotipo riesgoso no mostrd
ninguna tendencia como en el caso anterior. Los
individuos con mayor puntaje AUDIT ubicados
en el cuadrante I y IV presentan tanto genotipos
normales como riesgosos. Existieron algunas
excepciones (7 individuos) donde se encontré
congruencia con respecto al patrén de consumo
de alcohol y su genotipo.

Para ambos marcadores, no existieron diferen-
cias en el porcentaje de genotipos segtn categoria
de consumo de alcohol, asi como tampoco en los
promedios de puntaje AUDIT para individuos con
genotipos normal o protector (Mann-Whitney, W
=1461,5, p,, = 0,3822) y normal o riesgoso (W =
3827,5, p-value = 0,2605).

Finalmente, para contrastar la hipétesis de
esta investigacion se llev6 a cabo un modelo de
regresion lineal multiple. Se consider6 como
variable dependiente el puntaje AUDIT y como
independientes las variables sexo, edad, genotipo
protector de ADHI1B2*2 y genotipo de riesgo de
ADH4 SNP6. El modelo no logré ser validado, con
un poder de prediccion y explicativo relativamente
bajo (R*ajustado = -0,0007977) no siendo estadis-
ticamente significativo (p,, = 0,4497).

Discusion

La intencidn de este trabajo no es identificar las
variables predictivas de esta conducta de consu-
mo de alcohol, sino simplemente poner a prueba
la hipétesis acerca de la linealidad causal entre
genotipos determinantes de la metabolizacién
del alcohol y patrén de consumo. Este modelo,
corrientemente sugerido en la literatura'!, no habia
sido directamente contrastado. Aqui refutamos
la anterior hipétesis. Es decir, parafraseando el
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texto del genetista de poblaciones R. Lewontin
(1984), “no estd en nuestros genes”... o al menos
no para el conjunto ADH-ALDH. Por otra parte,
ofrecemos aqui un enfoque metodolégico original,
centrado en andlisis estadistico multivariado sobre
genotipos y conducta.

Respecto a los patrones de consumo, factores
socioculturales como nivel socioeconémico, nivel
educacional, zona de residencia podrian contri-
buir a su modulacién'®. Asi, las proyecciones de
los resultados de este estudio deben considerar la
naturaleza de esta muestra poblacional®.

Por otro lado, si bien el puntaje AUDIT es un
dato manejable para su aplicacidon extensiva en
distintas poblaciones, la categorizacién de esta
variable continua segin la escala dela OMS y Chile
puede generar clasificaciones bastante diferentes,
las cuales toman relevancia a la hora de detectar
individuos con consumo de alcohol problemdtico.

Respecto a las frecuencias génicas para las
variantes protectoras de ADHIB*2 y ALDH2*2,
estas fueron relativamente bajas en la muestra de
esta investigacion en relacion al resto de América®.
Esta situacion ha sido explicada por el surgimiento
de estos alelos post-poblamiento americano, aso-
ciada a la agricultura o enfermedades endémicas
de estaregion®’. Su baja representacién constituye
una limitacién estadistica para analizar la asocia-
cién con los variados patrones de consumo de los
participantes.

Existe un alto y similar porcentaje de la va-
riante de riesgo de ADH4 (SNP6) entre Chile
y el resto de América, probablemente como
consecuencia del efecto fundador durante el
poblamiento del continente. No obstante, re-
cientemente se establecié que su relacién con
la tolerancia al alcohol no es s6lo genética sino
también epigenética®.

Cabe destacar que situaciones como la toleran-
cia funcional de los individuos ante el consumo
continuo de alcohol’’, como otros genes relacio-
nados con vias neuronales® y del gusto®, pero
principalmente variables sociales y psicoldgicas
propias de cada individuo*, sin duda son parte
de un modelo de asociacién entre patrones de
consumo de alcohol y variables genéticas y cul-
turales mds complejo, cuyas interacciones aun
no se conocen.

Finalmente, esta investigacién permiti6 evaluar
y generar un reporte actualizado sobre los patrones
de consumo en estudiantes universitarios. Por otro

713



ARTICULOS DE INVESTIGACION

Consumo y genotipos determinantes de tolerancia a alcohol en estudiantes universitarios - C. P. Silva et al

lado, el analisis genético de las variantes asociadas
alatolerancia e intolerancia al alcohol constituyen
la primera aproximacién sobre la distribucién de
estos genotipos en poblacién mestiza chilena, para
el alelo de riesgo “T” del gen ADH4 en relacién a
Europa, Asiay el resto de América. De esta manera,
queda abierta la interrogante respecto al efecto
de la historia evolutiva de la poblacién chilena y
América sobre las frecuencias genotipicas de este
gen, asi como corroborar la alta frecuencia de este
alelo, predicha para poblaciones amerindias.
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