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RESUMEN

El alcohol es ampliamente consumido a nivel mundial. Los patrones de
consumo y abuso de esta sustancia varian alrededor del mundo. Ademas en
poblaciones humanas modernas existe heterogeneidad en la capacidad
metabdlica de esta sustancia; heterogeneidad dada por variantes genéticas. Se
han descrito variantes genéticas involucradas en la metabolizacién ineficiente
(ADH1B2*2 y ALDH2*2) o eficiente del etanol (SNP6 rs1800759 del gen ADH4),
las cuales otorgan al individuo menor o mayor grado de susceptibilidad al
alcoholismo. A éstos se les ha denominado “fenotipos protectores” o de “riesgo-
dependencia” al alcohol, respectivamente. En esta investigacion se indaga sobre
la posible correlacion entre variantes genéticas de proteccidbn y riesgo-
dependencia con patrones de consumo de alcohol entre individuos categorizados
mediante la encuesta AUDIT de la OMS. Se analizaron 210 muestras de jévenes
universitarios de Santiago entre 18 y 25 afios bajo previa firma de un
consentimiento informado. Como resultado, no fue posible establecer
estadisticamente que las variantes genéticas estarian asociadas a patrones de
consumo de alcohol. No obstante en este estudio se identificaron nuevas
categorias de consumo de alcohol no incluidas en la encuesta AUDIT disefiada
por la OMS, ademas de caracterizar a poblacion chilena en cuanto a la frecuencia
de variantes de proteccién y riesgo-dependencia; éste Ultimo presente en alto
porcentaje tanto en Chile como en América. Finalmente, se discute sobre la
asociacion entre patrones de consumo y fenotipos para estos loci, las frecuencias

alélicas, genotipicas y fenotipicas, asi como los patrones de consumo de alcohol.

Palabras clave: Antropologia Biol6gica, metabolizacion eficiente,

metabolizacion ineficiente y patrones de consumo de alcohol.
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1. INTRODUCCION

La Antropologia Bioldgica ha permitido aproximarse desde una perspectiva
evolutiva e histérica a las problematicas sobre la salud hoy en dia. Esta nueva
perspectiva ha posibilitado el entendimiento a largo plazo de problemas médicos
como la expansién de la resistencia a antibioticos, las altas tasas de incidencia de
diabetes y obesidad, patrones sociolégicos como el homicidio e infanticidio, asi
como también comportamientos adictivos como la dependencia al alcohol en seres

humanos de sociedades modernas (Dudley, 2004).

El etanol es una molécula ampliamente distribuida en la naturaleza (e.j.
fruta madura, donde los azlUcares son fermentados por la levadura hasta
convertirlas en etanol), el cual al ser ingerido ingresa rapidamente al torrente
sanguineo para comenzar a ser procesado en el tracto gastrointestinal (Myers,
2012).La transformacion del etanol (oxidacion) es realizada por dos sistemas
enzimaticos, en primer lugar por la enzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH) y en
segundo lugar por la enzima Aldehido Deshidrogenasa (ALDH), ambas con accién

en el higado principalmente.

Se ha sugerido que la habilidad para oxidar eficientemente el alcohol es un
evento moderno en la evolucion de los primates; adaptacion en el metabolismo del
alcohol de éstos, cuyas dietas frugivoras los habrian expuesto a dosis constantes
y bajas de etanol (Myers, 2012). Para la metabolizacion del alcohol en humanos,
existen 5 clases de genes de ADH (ADH1-ADHDb), clasificadas segun su estructura
primaria y funcion; éstas estan subdivididas en isoenzimas y alelos (H60g &
Ostberg, 2011).

En el &rea de la Antropologia y Arqueologia, el uso y abuso de sustancias
psicoactivas como el alcohol presumia su origen dentro de un periodo
relativamente reciente (alrededor de 50.000 afios), donde el consumo de éste
estaba asociado a un trasfondo cultural, al ser un artefacto de importancia social,

econdmica, politica y religiosa (Dietler, 2006). No obstante, se ha concluido que la
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exposicidbn a componentes quimicos secundarios de las de plantas en estado
salvaje (e.]. etanol, alcaloides, fenoles, etc.) ha sido una consecuencia accidental e
inevitable del forrajeo en humanos durante un periodo extenso en su evolucion
(Dudley, 2004; McGovern, 2009).

Hoy en dia, el consumo de alcohol y problemas relacionados a este habito
varian alrededor del mundo. Estudios genéticos en poblaciones y familias ponen
en evidencia que no todos los individuos presentan el mismo riesgo de desarrollar
trastornos relacionados con el alcohol (Edenberg et al., 2007; Kimura & Higuchi,
2011). Una de las aproximaciones a esta problematica apunta a que dentro de las
poblaciones humanas actuales existe heterogeneidad en la capacidad de los
individuos para metabolizar el alcohol ingerido; diversidad dada por diferencias

genéticas.

A nivel mundial existen diferencias interpoblacionales en las frecuencias de
los polimorfismos o variantes para los genes de ADH1B, ADH4 y ALDHZ,
variantes que otorgan al individuo variabilidad en la respuesta al alcohol,
diferencias en la vulnerabilidad para el desarrollo de dependencia al alcohol (D.A)
y que —segun sea el caso- se asocian a “fenotipos protectores” o de “riesgo-
dependencia”, los cuales varian entre grupos geograficos y étnicos (Ehlers et al.,
2004). Esto ultimo podria estar influyendo en las diferencias interindividuales e

interétnicas observadas en el uso y abuso del alcohol.

El gen ADH1B posee una variacién geografica importante, donde el
polimorfismo ADH1B*2 presenta una clara asociacion étnica con poblaciones
pertenecientes al Este de Asia que poseen una larga historia de agricultura, con
un cline marcado de Este a Oeste (Mulligan et al., 2003; Peng et.al., 2010). Esta
variante posee una tasa metabdlica elevada en relacion a otras variantes del gen
ADH1B (e.]. ADH1B*1) (Edenberg et al., 2006). La tasa metabdlica elevada
aumenta la capacidad oxidativa del higado y genera reacciones iniciales de
intoxicacion tras la ingesta de alcohol; propiedades que le otorgan a esta variante

un caracter “protector” contra el alcoholismo.
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La variante de riesgo-dependencia al alcohol mas relevante ha sido
asociada con el gen de ADH4 y corresponde al SNP6 (rs1800759). Esta variante
con alta presencia en poblacion europea y amerindia del norte de América (SW
American indian tribe) permite la metabolizacibon mas eficiente del etanol en

episodios de intoxicacion (Mulligan et al., 2003).

Para el caso de la enzima Aldehido Deshidrogenasa (ALDH), la variante
mitocondrial de ésta, ALDH2*2, involucrada en la respuesta fisioldgica llamada
“sindrome asiético de rubor facial”, esta presente extensivamente en poblaciones
del Este de Asia. Encontrandose aparentemente ausente en la mayoria de las
poblaciones no asiaticas (National Library of Medicine and National Center for
Biotechnology Information of the National Institutes of Health, 2002; Luo et al.,
2006).

El estudio, andlisis e interpretacion en torno al tema del consumo y riesgo-
dependencia al alcohol en poblacion chilena ha sido abordado principalmente
desde la perspectiva del detrimento de la salud, el riesgo social y estereotipos
asociados. No obstante, es necesaria la indagacion del trasfondo genético
(herencia) y factores socioculturales (ambientales) que condicionan éstos

fenotipos para el caso particular de la poblacion chilena.

El presente estudio intentard aproximarse desde la Antropologia Bioldgica a
la posible relacion entre variantes genéticas metabdlicas protectoras y de riesgo-
dependencia al alcohol con patrones de consumo de ésta sustancia en poblacién

universitaria de Santiago de Chile.

Debido a la heterogeneidad y complejidad de esta enfermedad, el presente
estudio sOlo tiene como finalidad aproximarse desde un enfoque genético-
epidemiolégico a uno de los variados factores de riesgo identificados para esta
enfermedad, ya que el estudio de las variantes de los genes ADH y ALDH solo
permite indagar en la tolerancia o intolerancia al alcohol.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Consumo de alcohol: riesgoso, perjudicial y dependencia.

El alcohol es ampliamente consumido a nivel mundial y ha desempefado
variados roles socioculturales a lo largo de la historia (Dietler et al., 2006). Como
reflejo de su papel vital, el consumo de alcohol con poca moderacion rara vez fue
cuestionado; sin embargo hoy en dia existe una importante focalizacién en este

tema como un problema social y de salud publica a nivel mundial.

Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud public6 un estudio
sobre los patrones de consumo de alcohol a nivel global en adultos (+15 afos),
mostrando el consumo de alcohol per capita a nivel mundial por regiones de la
OMS (Figura 2.1.1 y Grafico 2.1.1). Se destaca el alto consumo de alcohol y
patrones de consumo riesgosos tanto para Europa como América; por el contrario,
resalta el bajo nivel de consumo que se presenta en Asia en relacion a otros
lugares del mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).

El consumo de alcohol ocupa el tercer lugar en el mundo entre los factores
de riesgo de enfermedades y discapacidad; en el Pacifico Occidental y las
Américas ocupa el primer lugar, y en Europa, el segundo. Esta sustancia es la
causante de 60 tipos de enfermedades y casi el 4% de las muertes a nivel
mundial, teniendo un mayor porcentaje que aquellas causadas por el
enfermedades de inmunodeficiencia o VIH, violencia o tuberculosis (Organizacion
Mundial de la Salud, 2014).EIl alcohol puede tener como resultado consecuencias
bioldgicas (intoxicaciones, cirrosis, pancreatitis, problemas endocrinos, gastritis,
hepatitis, problemas en el desarrollo cerebral, etc.) y sociales (problemas de
cognicion, cambios en el comportamiento y relacion con sus pares) que pueden

desencadenar la dependencia al alcohol (Rehm et al., 2004).
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Figura 2.1.1. Se muestra la distribucion mundial de los niveles de consumo de alcohol per capita en las distintas regiones del mundo. Figura
extraida y modificada de WHO, World Health Organization (2014).
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Grafico 2.1.1. Se muestra la distribucion mundial de los niveles de consumo de alcohol per cépita en las distintas regiones de la OMS entre 2005-
2010. (AFR) Region de Africa de OMS;(AMR) Region de las Américas de la OMS; (EMR) Region del Este Mediterraneo de la OMS; (EUR) Regién
Europea de la OMS; (SEAR) Este de Asia de la OMS; (WPR) Region del Oeste Pacifico de la OMS. Se puede ver que en el caso del Este de Asia
los niveles son bajos comparativamente con otras regiones y el consumo a nivel mundial. Figura extraida y modificada de WHO, World Health
Organization (2014).
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La edad, el sexo y otras caracteristicas bioldégicas del consumidor
determinan los distintos grados de riesgo, ademas del grado de exposicion a las
bebidas alcohdlicas, las circunstancias y el contexto en que se produce la

ingestion (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).

A nivel internacional se han desarrollado diversos instrumentos de
evaluacion, entre los cuales destacan el CAGE (Cuttingdown annoyance criticism
guilty feelings Eyeopeners), el MAST (Michigan Alcoholism Test) y el cuestionario
AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test) (Alvarado et al., 2009).

La encuesta AUDIT (Cuestionario de Identificaciéon de los Trastornos
debidos al Consumo de Alcohol) es una encuesta desarrollada por la Organizacién
Mundial de la Salud, que entrega en breve tiempo una visidn general sobre los
patrones de consumo de alcohol de los individuos. Es un cuestionario de
“autorreporte”, cuya aplicacibn es rapida, sin costo y no requiere mayor
entrenamiento. La primera edicion de este manual fue publicada en 1989
(Documento N°. WHO/MNH/89.4) y fue actualizada en 1992 (WHO/PSA/92.4).

El objetivo de este cuestionario es la deteccion temprana de personas con
problemas de alcohol mediante procedimientos adecuados para los sistemas de
salud, tanto en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados (Babor
et al., 2001). El disefio y posterior evaluacion del cuestionario AUDIT se llevo a
cabo durante un periodo de dos décadas en los sectores de atencion primaria de 6
paises, demostrandose que el cuestionario AUDIT proporciona una discriminacion
eficiente; hoy su utilizacion se ha extendido tanto entre el personal sanitario como

entre los investigadores.

A través de la revision de estudios realizados por la OMS se ha llegado a la
conclusion de que el AUDIT es el mejor instrumento de “proyeccidén” para la
totalidad de problemas relacionados con el alcohol en el ambito de atencién
primaria, en comparacion con otros cuestionarios como el CAGE y el MAST
(Babor et al., 2001; Alvarado et al., 2009).
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El test AUDIT ha sido validado en diferentes poblaciones, paises e idiomas,
demostrando ser un instrumento confiable, el cual permite evaluar tanto consumo
riesgoso, como consumo perjudicial y dependencia a alcohol (Babor et al., 2001).
El consumo de riesgo ha sido definido como aquel que aumenta las
consecuencias adversas tanto para el bebedor como para su entorno a pesar de
que el individuo adn no haya experimentado ningun trastorno. El consumo
perjudicial es aquel que conlleva consecuencias para la salud fisica y mental,
ademds de consecuencias sociales. Por ultimo, la dependencia al alcohol (D.A) o
alcoholismo es una enfermedad compleja y multifactorial de gran preocupacion a
nivel mundial, la cual involucra un conjunto de fendmenos conductuales, cognitivos
y fisiologicos que pueden aparecer por la interaccion: (i) entre genes y (ii) genes y

factores ambientales o socioculturales (Babor et al., 2001; Park et al., 2013).

El cuestionario AUDIT consta de 10 preguntas, las 8 primeras hacen
referencia al consumo de alcohol en los ultimos 12 meses y las 2 dltimas a toda la
vida. Esté dividido en tres subescalas, que consideran por separado el consumo
de alcohol (items 1 al 3), los sintomas de dependencia (items 4 al 6) y las
consecuencias negativas del consumo (items 7 al 10). Las preguntas 1 a la 8
puntian de 0 a 4 y las preguntas 9 y 10 punttan 0, 2 o 4. El puntaje maximo es de
40 puntos. La seleccion de cada item tiene la finalidad de distinguir con mayor
precision a los bebedores de “bajo riesgo” de aquellos con “consumo de riesgo”,
“perjudicial’ y “dependencia al alcohol” (Tabla 2.1.1) (Babor et al., 2001).
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Tabla 2.1.1. Se muestran los tres dominios en los que se basa la encuesta AUDIT,

generando distintos tipos de preguntas para la evaluacion de cada uno de éstos.

Encuesta AUDIT

Contenido del item

Dominios NUumero de Pregunta
1 Frecuencia de consumo
2 Cantidad tipica
Consumo de riesgo de
alcohol 3 Frecuencia del consumo
elevado

Pérdida de control sobre

4 el consumo
Sintomas de 5 Aumento de la relevancia
dependencia del consumo
6 Consumo matutino
7 Sentimiento de culpa tras
el consumo
8 Lagunas de memoria
Consumo perjudicial de - .
PeT] 9 Lesiones relacionadas

alcohol
con el alcohol

Otros se preocupan por el
consumo.

10

La sensibilidad y especificidad de cada uno de los items y dominios
seleccionados para el cuestionario han sido calculados para multiples criterios, por
ejemplo: consumo diario medio de alcohol, intoxicacion recurrente, presencia de al
menos un sintoma de dependencia, diagndstico de abuso o dependencia de

alcohol y auto-percepcion del problema con la bebida.

Los puntos de corte se disefiaron considerando: (i) el porcentaje de casos

positivos que el test identifica correctamente (sensibilidad), (i) el porcentaje de
18



casos negativos que el test identifica correctamente (especificidad) y (i) el
diagnoéstico de consumo perjudicial y de dependencia (validez). En las muestras
en las que se puso a prueba este cuestionario, el valor de corte de 8 puntos fue
adecuado, conduciendo a una sensibilidad en el AUDIT para diversos indices de
consumo problemético, ya que se situaba generalmente por encima de 0,90. Por
otro lado, a especificidad en los diversos paises y entre los diversos criterios se
situaba como media en valores superiores de 0,80 (Babor, et al., 2001). De esta
manera los rangos de puntajes con sus respectivas clasificaciones de patrones de

consumo de alcohol para la OMS se organizan de la siguiente forma:
- Entre 8 y 15 puntos: consumo de riesgo.
- Entre 16 y 19 puntos: consumo perjudicial.
- 20 puntos o0 més: dependencia.

Es necesario mencionar que se han logrado mejoras en la deteccién de
casos de consumo de alcohol riesgoso mediante el aumento o disminucion del
valor de corte “8” en uno o dos puntos, dependiendo de la poblacion y el objetivo
del programa de “proyeccion”. De esta manera, la OMS ha recomendado la
evaluacion de los valores de corte para cada categoria en relacion al contexto

nacional y cultural de riesgo de cada pais (SENDA, 2010).

En Chile, hasta el afio 2008 la deteccion del consumo problematico de
alcohol se realizaba a través del test de EBBA (Escala breve del beber anormal),
el cual es un instrumento que tiene las siguientes limitaciones: (i) no discrimina
entre consumo perjudicial o abuso y el sindrome de dependencia a alcohol. ; (ii) es
un instrumento validado s6lo en poblacién adulta hospitalizada y (iii) fue
desarrollado a nivel local lo que dificulta las posibilidades de comparar nuestra
situacion epidemioldgica con la observada en el contexto internacional. En el afio
2009 se validé en Chile el test AUDIT, siendo aplicado a una poblacion de 8.771
personas (51% hombres y 49% mujeres), con edades entre 12 y 64 afos. En base

a la sensibilidad y especificad para cada categoria diagnéstica, se establecieron
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los siguientes puntos de corte en la escala (Observatorio Chileno de Drogas,
2011):

- Entre 6 y 8 puntos: consumo de riesgo.
- 9 puntos 0 mas: consumo perjudicial o dependencia.

La comparacion entre la escala propuesta por la OMS y la validacion
chilena por el Noveno Estudio Nacional de Drogas en Poblacion General de Chile
muestra que si bien la proporcion de la poblacién considerada como consumidora
de riesgo es similar (cifras en torno al 7%), las definiciones entre ambas difieren
por sus rangos. En este sentido, es posible observar que la mayoria de los
consumidores de riesgo segun la definicion de la OMS son considerados por la
validacién chilena como consumidores perjudiciales o dependientes, siendo los 8
puntos la Unica interseccion en esta categoria (Observatorio Chileno de Drogas,
2011).

En Chile la importancia de esta encuesta radica en los altos indices de
consumo de alcohol que se han reportado. Dos estudios llevados a cabo en
nuestro pais confirmaron que el AUDIT es un instrumento valido y confiable para
el tamizaje de las distintas categorias de consumo de alcohol en poblacion adulta
chilena (Alvarado et al., 2009).

2.2 Consumo de alcohol en la poblacién de Santiago de Chile:

Si bien en paises europeos existe un mayor consumo de alcohol puro per
capita al afio, en Chile los patrones de consumo se dan a una mayor frecuencia y
velocidad, lo que se traduce en el consumo en cantidades que exceden limites
manejables por el organismo hasta llegar a niveles de intoxicaciéon o embriaguez.
Este panorama nos ubica entre las naciones con alto grado de riesgo y dafios
derivado de este consumo tales como, muertes prematuras, limitaciones en la

calidad de vida e inseguridad ciudadana (Fundacion Paréntesis, 2010).
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De acuerdo al Informe Anual 2010 de la Oficina de Naciones Unidas contra
las Drogas y el Delito (ONUDD) en un estudio comparativo con seis paises de
Latinoamérica (Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador, Perd y Uruguay) muestra a
Chile como el pais con la mayor prevalencia de consumo de alcohol (Observatorio
Chileno de Drogas, 2011).

De la misma manera, el informe entregado por la Organizacion Mundial de
la Salud el afio 2014, sitia a Chile como el pais de Latinoamérica con mayor
cantidad de litros per céapita ingeridos promedio (6,6 litros), al igual que en
hombres (13,9 litros) como mujeres (5,5 litros). Siendo las bebidas mas populares
el vino (41% del consumo), la cerveza (30%) y las bebidas alcohdlicas blancas

(29%) como pisco, vodka, ron, etc (World Health Organization, 2014).

El alcohol se ubica como el primer factor de riesgo que causa muerte o
discapacidad en Chile con un 12,4%, doblando al sobrepeso con un 6,3% y la
presion arterial elevada con un 5,6%, segun el Estudio de Carga de Enfermedad y
Carga Atribuible realizado en el 2008 por la Universidad Catolica y el Ministerio de
Salud (Fundacién Paréntesis, 2010).

Los datos de la ultima Encuesta Nacional de Salud (ENS) 2009, muestran el
consumo per capita en Chile alcanzarian a los 8,8 litros (Consejo Nacional para el
Control de Estupefacientes (CONACE), 2011).

Los resultados del cuestionario AUDIT aplicado el afio 2010 en el marco del
“‘Noveno Estudio de Drogas en Poblacion General de Chile” determinaron que el
rango etario de 19 a 25 afios es el que presenta los mayores porcentajes de
‘consumo de riesgo” (10,1%) y de dependencia al alcohol (11,5%), donde el
consumo de alcohol es mayor en hombres (48,3%) que en mujeres (30,6%)
(Consejo Nacional para el Control de Estupefacientes (CONACE), 2011). El
puntaje promedio del test AUDIT en individuos de 12 a 64 afos fue de 3 puntos
(de un total de 40) y la mediana fue de 2 puntos. No obstante, estos resultados se
contraponen con otro estudio llevado a cabo por la Facultad de Salud Publica de la
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Universidad de Chile para la validacion del cuestionario AUDIT en Chile para una
muestra de 93 individuos hombres de la edad de 37 afios promedio el afio 2009, el
cual obtuvo un promedio de 7,1 puntos con una desviacion estandar de 9,2 puntos
(Alvarado et al., 2009)

El patron de consumo de alcohol en Chile lo hace ubicarse entre las
naciones con alto grado de riesgos y dafios derivados de ésta sustancia; problema
gue representa un foco de interés para la OMS y el pais. De esta manera se
justifica la necesidad de metodologias de facil, rapida y extensible aplicacién que
permitan evaluar los patrones de consumo de alcohol en la poblacién. ElI AUDIT,
es un primer acercamiento al problema del consumo de alcohol cuyos resultados
pueden ayudar a guiar la generacién de politicas de salud publica para amortiguar

el creciente aumento y riesgos derivados de esta enfermedad en Chile.

2.3 Influencia genética en proteccidon v riesqo-dependencia al

alcohol:

La complejidad de la dependencia al alcohol o alcoholismo, esta dada por
su variada etiologia. El factor ambiental (40% de la variabilidad de problemas con
el alcohol que no pueden ser explicados por heredabilidad) esta asociado a
componentes psicosociales en sus inicios (e.j. presién de los pares, monitoreo
parental, accesibilidad a la sustancia) y a procesos genéticos que no se
manifiestan en cambios en las secuencias de ADN, es decir, procesos
epigenéticos que permiten la adaptabilidad al alcohol a nivel celular a largo plazo,
mediante la acetilacion y metilacion de histonas y metilacion del ADN (Edenberg,
et al., 2007; Gunzerath, et al., 2011; Kimura & Higuchi, 2011; Starkman et.al.,
2012; Wang et al., 2012). Por otro lado el factor genético (involucrado en la
transicion de un consumo regular a la dependencia) esta regulado por una variada
cantidad de genes que ejercen pequefios efectos en una amplia variedad de
fenotipos clinicos. En este Ultimo caso, éstos pequefios efectos pueden complicar
la busqueda de loci o sitios de susceptibilidad (Gizer et al., 2011).
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De esta manera, el factor ambiental o en este caso sociocultural, esta
asociado al inicio del consumo de ésta sustancia como se muestra en la Figura
2.3.1. Por otro lado el componente genético esta involucrado en la transicion
desde un consumo regular a la dependencia de ésta sustancia (Wang et al.,
2012). Este ultimo factor, debido a su caracter heredable e influyente en la
expresion del fenotipo (cerca de un 60%), también se presenta como un factor de

riesgo para los miembros de la familia (Wang et al., 2012).
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Figura 2.3.1. Representacion interaccion de los factores genéticos y ambientales
en el desarrollo de dependencia a sustancias toxicas (alcohol y tabaco) o sustancias
ilegales. La iniciacién en el uso de sustancias esta determinada en mayor medida por
factores ambientales; el uso adictivo de sustancias estd afectado mayormente por
factores genéticos. Extraido y modificado de Wang et.al (2012).

Si bien los factores socioculturales se consideran los principales
responsables de los diferentes patrones de consumo de bebidas en una sociedad,
existen estudios (Starkman et al., 2012) que indican claramente la implicacién de

los factores genéticos en la evolucion de los hébitos de bebida (Figura 2.3.2).
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La importancia de los factores genéticos en el consumo de alcohol puede
variar en funcion del estatus marital, religiosidad y region de residencia, es decir,
gue algunos factores ambientales pueden exacerbar la expresion de
predisposiciones genéticas, mientras que otros pueden disminuirla. De esta
manera, existe una amplia heterogeneidad fenotipica para la dependencia al
alcohol, asociada a la vez a historias individuales como edad de aparicion de
problemas con el alcohol, historia en relacibn a esta bebida y desordenes
comorbidos (Dick & Bierut, 2006).

FACTORES GENETICOS FACTORES AMBIENTALES

PROYECCION EXPRESION

GENETICA ALCOHOL
IDENTIFICACION DE GENES IDENTIFICACION DE FACTORES
RELACIONADOS CON EL EPIGENETICOS IMPACTANDO LA
ALCOHOLISMO EXPRESION DE ESTOS GENES
ALCOHOLISMO
PREDISPOSICION DESARROLLO

Figura 2.3.2. Modelo hipotético de la interaccion entre factores genéticos y ambientales en
la predisposicion y el desarrollo de la dependencia al alcohol. Tanto en humanos como
animales se han identificado genes candidatos que podrian estar asociados con el riesgo

al alcoholismo o abuso de esta sustancia. Extraido de Starkman et.al (2012).

Estudios genéticos en poblaciones y familias (gemelos e individuos
adoptados) ponen en evidencia que no todos los individuos presentan el mismo

riesgo de desarrollar trastornos relacionados con el alcohol (Edenberg, et al.,
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2007; Kimura & Higuchi, 2011). Se han logrado identificar genes candidatos que
podrian estar involucrados -en mayor o menor medida- con la dependencia al
alcohol, mediante andlisis de ligamiento, asociacion de genes candidatos,
endofenotipos y actualmente con Genome Wide Associations Studies (GWAS) o
asociacion de genes candidatos (Luo et al., 2006; Park et al., 2013; Gelernter et
al., 2014; Zhang et al., 2014).

De esta manera, la atencion de los investigadores se ha centrado por un
lado, en (i) modificacion de los genes que codifican para proteinas involucradas en
la neurotransmisién, principalmente para el caso del alcoholismo y (ii) enzimas que
metabolizan el alcohol para abordar patrones de consumo y dependencia al
alcohol (Tabla 2.3.1) (Dick & Agrawal, 2008).

Los neutrotransmisores mas importantes son: serotonina, dopamina, acido
y-aminobutirico (GABA), acetilcolina, entre otros. En estos casos la dependencia
al alcohol y otras drogas se manifiesta mediante la alteracion de la transmisién de
sefiales neuronales; estas son mediadas a través de sefales quimicas
(neurotransmisores) que son liberados por neuronas y se unen a proteinas
especificas, es decir, a receptores. Modificaciones en los genes responsables de
estos sistemas de neurotransmision, pueden generar la predisposicion a la
dependencia a sustancias licitas como el alcohol o ilicitas como otras drogas;
predisposicion que puede variar entre individuos y poblaciones (Dick & Agrawal,
2008).

Por otro lado, involucrados en el “ritmo farmacocinético” estan aquellos
genes que codifican para enzimas involucradas en la metabolizacion del alcohol —
Alcohol deshidrogenasa (ADH) y Aldehido Deshidrogenasa (ALDH)- en diferentes
poblaciones alrededor del mundo. La variaciobn en las frecuencias de los
polimorfismos o variantes de éstos genes entre poblaciones ha llamado la
atencion, ya que se ha descubierto que podrian estar asociados con diferencias en

la riesgo-dependencia al alcohol entre poblaciones (Gunzerath, et.al., 2011).

25



Tabla 2.3.1. Se muestran los genes mas importantes que se han asociado con la

dependencia al alcohol y otras drogas (Informacion obtenida de Dick & Agrawal, 2008).

Genes asociados a la dependencia al alcohol y otras drogas.

Gen Proteina  Funcién en el organismo Dependencia al alcohol

- Mayor inhibidor en el sistema

nerviosos central humano. - Asociado significativa
GABRAZ2 de multiples SNP’s de
(chr.4) Receptor - Sitio de acciones de variados GABRA2 con
GABA, medicamentos dependencia al alcohol.

- Potencial adictivo de compuestos
como benzodiazepinas,
barbituratas, opioides, etc.

- Sistema Colinérgico - Asociacién significativa
CHRM?2 ig%%otor - Efecto excitatorio en el sistema gigﬁgﬁ;gﬁgg'iﬂ? or en
(chr.7) (acetil- nervioso central humano, individuos que tien):en

: : aumentando la actividad neuronal q
colina) dependencia a otras
- Aprendizaje y memoria a corto drogas.
plazo.

- Sistema Opioide Endégeno -Refuerzo de efectos de
OER('S\M Rgczpt%r drogas como alcohol,
(chr.6) OPI0GE O _ Modula la accién de otros opioides y cocaina.
OPRK1 Receptor neurotransmisores.

-Variantes del gen
generan sensibilidad a los
efectos del alcohol.

(chr.8) opioide K

- Sistema Canabinoide - Asociado a la

- dependencia de alcohol
- -Regula circuitos cerebrales P

CNR1 Receptor usando el neurotransmisor de la )p;L?éLaeS;éﬁg?aSr’ yaque
(chr.6) CBl dopamina. experiencias de
- Permite mediar las experiencias de ~ récompensa’ ante el
“recompensa” asociadas a consumo de éstas.
sustancias adictivas.
Enzima
ADH1B ADH1B - Higado (principalmente) - Asociado a la

proteccién a la
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(chr.4) - Metabolizacién etanol, retinol, dependencia alcohol

alcoholies alifaticos, (ADH1B2 Arg48His;
hidroxiesteroides, peroxidacion de rs1229984), ya que
lipidos. metaboliza a mayor

velocidad el etanol y
genera una mayor
cantidad de
acetaldehido en la
sangre.

Asociado a la riesgo-
dependencia al alcohol

DA - Higado (principalmente) (ADH4 SNP6:
E\le_'{za - Metabolizacién etanol, retinol, r5180_:3759), yaque
(chr.4) alcoholies alifaticos, permite una
hidroxiesteroides, peroxidacion de metabolizacion mayor
lipidos. d_el etqnol en
situaciones de
intoxicacion.

- Asociado a la
proteccién a la
dependencia al alcohol

ALDH2 Enzima - Metbolizacién del acetaldehido a (ALDH2*2, rs671), es
(chr.12) ALDH2 acetato una variante inactiva

gue no metaboliza en
acetaldehido y permite
su acumulacion en la
sangre.
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2.3.1 Enzimas que metabolizan el alcohol:

La metabolizacion es un proceso que ocurre en los organismos, donde
gracias a un conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisico-quimicos se
consigue que sustancias activas se transformen en no activas. Para el caso del
etanol —principal componente de las bebidas alcohdlicas- la metabolizacién es
realizada en el higado a través del sistema enzimatico oxidativo ADH-ALDH
(Nelson & Cox, 2005).

En el caso de las variantes de los genes de ADH y ALDH, la metabolizacion
es un factor que se relaciona con el potencial genético de riesgo-dependencia o
proteccién al alcohol de cada individuo (Edenberg et al., 2007; Escarabajal et al.,
2003; Li et al., 2008). Las variantes genéticas pueden tener dos consecuencias: (i)
diferencias en la proteina resultante, lo que tienen como resultado caracteristicas
funcionales (cinéticas) diferenciales en las enzimas (isoenzimas) para las cuales
codifican y que son las encargadas de la transformacion del etanol en sustancias
mas simples (Edenberg et al., 2006) o (ii) alternacion de la expresién de un gen
mediante cambios en el nivel de metilacion del promotor asociado (Zhang et al.,
2014).

Cambios en las isoenzimas resultantes (ADH-ALDH) como la alternacion de
los niveles de metilacién del promotor en genes de ADH contribuyen a la variaciéon
en la metabolizacién del alcohol, a la variabilidad en la respuesta al alcohol, a
diferencias en la vulnerabilidad para el desarrollo de dependencia al alcohol (D.A)
y discapacidad asociada a ésta sustancia; conjunto de caracteristicas que —segun
sea el caso- se asocian a “fenotipos protectores” o de “riesgo-dependencia’ y que

varian entre grupos geograficos y étnicos (Ehlers et al., 2004).

El “fenotipo protector” se asocia a reacciones fisioldgicas indeseables ante
el consumo de alcohol (“sindrome asiatico de rubor facial”); este tipo de
reacciones son detonadas por la acumulacion de sustancias toxicas derivadas del

etanol en la sangre, lo cual tiende a limitar el consumo de alcohol en éstos
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individuos y como consecuencia disminuye la riesgo-dependencia a ésta sustancia
(Escarabajal, 2003). Por otro lado, el “fenotipo riesgoso” no presenta éstas
reacciones fisiologicas adversas debido a una metabolizacion més eficiente del
etanol, otorgandole al individuo una mayor resistencia a éste, lo que le permite un
mayor consumo Y lo expone a la dependencia. Estas variaciones genéticas y/o
enzimaticas permiten establecer diferencias interindividuales e interpoblacionales

al tener un caracter heredable (Escarabajal, 2003).

2.3.1.1. Enzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH):

El sistema enzimatico mas importante de metabolizacion del etanol (cerca
del 80% de la oxidacion) es el de ADH-ALDH. Este sistema consiste en la accién
conjunta a nivel hepético de la enzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH) y de la
enzima Aldehido Deshidrogenasa (ALDH) (Figura 2.3.1.1.1) Ambas enzimas son

codificadas por diferentes genes, ubicados en distintos cromosomas.

NAD NADH +H' NADT NADH + HT
ITI Il
CH;-CH,—OH QADH CH;-C=0 —=—=~CH;—C-OH
Etanol Acetaldehido Acetato

Figura 2.3.1.1.1. Esquematizacién del proceso de oxidacién por parte de las dos
principales enzimas del metabolismo del alcohol. En primer lugar la ADH convierte el etanol en
acetaldehido (téxico para el organismo y asociado a acciones téxicas secundarias al consumo de
etanol), luego la enzima ALDH lo transforma finalmente en acetato para posteriormente por el Ciclo
de Krebs ser transformado en H,O y CO,. Figura extraida de King, (1996-2012).

Existen siete clusters o familias de genes de ADH humana ubicadas en el
cromosoma 4, cuyo orden de transcripcion es ADH4-ADH1C-ADH1B-ADH1A—-
ADH5-ADH2-ADH3. El locus® 4g21-242 es donde se encuentra el cluster ADH

1 El locus cromosémico de un gen anotado como "4g21-24", donde 4 corresponde al nimero de
cromosoma, q que corresponde al brazo largo (inferior) del cromosoma (brazo p de petit en
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(Figura 2.3.1.1.2, ver Anexo) y ha sido designado como un locus asociado a la
vulnerabilidad del uso abusivo de sustancias (replicated Substance Abuse o0 rSA) y
dependencia al alcohol en poblacion Caucasica y Amerindia con cerca de 240
SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) en sus 365 kb (Mulligan et al., 2003; Li et
al., 2008).

Algunos polimorfismos en esta region generan diferencias cinéticas (o de
velocidad metabdlica) en las enzimas resultantes (isoenzimas) (Tabla 2.3.1.1.1,
ver Anexo); las que se asocian a “fenotipos protectores” o de “riesgo-dependencia”
(Figura 2.3.1.1.3).

El cambio de Arginina (Arg) por Histidina (His) en la posicion 48 genera la
variante ADH1B Arg48His o ADH1B*2, que produce una tasa metabdlica elevada
en relacion a otras variantes del gen ADH1B (e.j. ADH1B*1) que no poseen ésta
caracteristica (Edenberg et al., 2006). La tasa metabolica elevada lleva a una
sobreacumulacion de acetaldehido en la sangre, sobrepasando la capacidad
oxidativa del higado y por lo tanto, generando reacciones iniciales de intoxicacién
tras la ingesta de alcohol; ésta caracteristica adversa hacia el etanol genera
disminucién en la ingesta de ésta sustancia y por tanto tendrian un caracter
protector. La variante ADH1B*2 es bastante comudn entre asiaticos -con un cline
marcado de Este a Oeste-, pero escasa entre europeos y amerindios (Luo et al.,
2006; Peng et.al., 2010).

francés y q de queue o largo. Los nuameros tras las letras representan la posicién sobre el brazo:
banda 2, sub-banda 1, hasta banda 2, sub-banda 4 (al ser una region).

30



Gen ADH1B -pore A i S “’°‘°| - B

(Polimorﬁsmos(SNP’s)} prodocen (PO"mOfﬂSMS(SNP's) ]- pancularments
| I
[ Cambio aminoacidico}resullta en - proTuoe

( Atkmento s 18 velocidad de matabolzacid n] (Camblos en niveles de metilacion del promotor en 5 ]

resulta en resulta en
[Aoumulacién de acetaldehido en la sangre] (Transcﬁpclén al doble de la tasa normal del gen J
| I
que produce que produce

|
[Aumento de la cantidad de enzimas ADH4 en el higado)

|
l que produce
esto se traduce en

[Efeclos fisioloficos adversos ante el consumo de acohol]

(Metabollzacién mas eficiente del aloohol)
|

esto se traduce

(menor consumo de aloohol)

por ende estas variantes se denominan

I (Mayor consumo de alcohol)

( VARIANTES PROTECTORAS |
. ST —
( FeNoTIPO PROTECTOR ( VARIANTES DE RIESGO-DEPENDENCIA |
ge.+
( FENOTIPO DE RIESGO |

Figura 2.3.1.1.3. Esquema que muestra la secuencia de los cambios que se producen desde los genes de ADH para generar fenotipos
protectores y de riesgo-dependencia ante el consumo de alcohol en humanos. A) Se muestra como se producen las variantes protectoras para el
gen ADH1B, especificamente para el caso de la variante ADH1B*2.B) Se muestra como se producen las variantes de riesgo-dependencia en el
caso del gen ADH4, SNP6. Debido a su cercania fisica con el promotor del gen se a demostrado cambios en la metilacion de éste y por ende en
la tasa de transcripcién del gen.

31



Por otro lado, el producto enzimético del gen ADH4 es de vital importancia
en presencia de altas concentraciones de etanol en el organismo (episodios de
intoxicacién y alta ingesta de esta sustancia), llegando a oxidar en esos casos
hasta un 40% del etanol en el higado (Preuss et al., 2010). Se han identificado
variantes en el gen de ADH4 que estarian involucradas en la dependencia al
alcohol, siendo la mas relevante la variante genética rs1800759 (SNP6, en region
promotora 5’), la cual consiste en el reemplazo del nucleétido “G” por “T” en la
posicién 308 del gen, esto tiene como consecuencia la alteracién en la regulacion
de la expresion del gen que codifica la enzima ADH4 (Luo et al., 2006; Preus et
al., 2010; Gizer,et al., 2011).

Estudios de mQTL (methylation quantitative trait loci) realizados por Zhang,
et.al en poblacion de americanos-europeos Yy americanos-africanos han
encontrado para ambos grupos una significativa asociacion del SNP rs1800759 en
el gen ADH4 con el promotor CpGs ¢g12011299 a 37bp de distancia (Figura
2.3.1.1.4). La presencia del alelo “T” tendria efectos en los patrones de metilacién
(modificacion epigenética de control en la expresion génica que podria ser
heredable) del promotor y en la moderacién de la transcripcion; disminuyendo el

primero y aumentando el segundo (Zhang et al., 2014).

SNPI SNP2  SNP3  SNP4  SNPS SNP6 SNP7
hev2033010 rs1042364 151126671 51126670 57694646 is1800759  rs1984362
1]90435001 100438354 100441194 100445513 100452512 100438289 100463753
1 T 1 T T T
Gen ADH4
S | BT S R S—— -
Exones 3 10 9 8 87 6 5 43 2 lpomoer 3

Figura 2.3.1.1.4. Se muestra la posicion de los SNP’s identificados para el gen ADH4, los
cuales en su mayoria corresponden a exones (cuadros negros). Se observa la cercania
del SNP6 rs1800759 al promotor del gen en 5'. Extraido de Luo et.al (2006).

La variacion en la metilacion del ADN ha sido asociada a sexo, etnicidad,

diversas exposiciones ambientales, como también a variacion genética. No
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obstante fue demostrado en dos grupos de ancestria diferencial (africanos-
americanos y europeos-americanos) que existe una asociacion significativa entre
los patrones de metilacion del promotor del gen ADH4 y la dependencia al alcohol
(Zhang et al, 2014).

La influencia del SNP rs1800759 en la regulacion de los patrones de
metilacion del promotor CpGs ¢g12011299, resultaria en la alteracion de la
transcripcion del gen ADH4 (al doble). Estos cambios se traducirian en variaciones
en el fenotipo de individuo, mediados por una mayor produccion de la enzima
ADH4, y por ende una metabolizacién eficiente y disminucion de etanol en la
sangre en episodios de consumo de altas concentraciones de alcohol o
intoxicacion. Esta situacion generaria en los individuos con esta variante una
mayor resistencia al alcohol y por ende, una mayor vulnerabilidad a desarrollar

alcoholismo (Zhang et al, 2014).

2.3.1.2 Enzima Aldehido Deshidrogenasa (ALDH):

La enzima ALDH es una enzima tetramérica presente en diferentes
mamiferos, que puede estar compuesta de distintas proteinas monoméricas.
Existen dos genes principales de ALDH: ALDH1A1 y ALDHZ2, los cuales codifican
para las enzimas ALDH1 y ALDH2 respectivamente. EI gen ALDH1Al esta
localizado en el cromosoma 9 (9921.13), en cambio, el gen ALDH2, se encuentra
en el cromosoma 12 (12g24.2). Por otro lado, la proteina ALDH1 es una enzima
citosdlica mientras que la proteina ALDH2 reside en las mitocondrias (King, 1996-
2012).

La mayor parte de la oxidacion del acetaldehido es realizada en la
mitocondria a través de la proteina ALDH2 (Km 2uM); otra pequefia fraccion es
realizada en el citosol por medio de la ALDH1 (Km 30 uM) con el fin de controlar
los niveles globales de acetaldehido. Esta baja participacion en la oxidacion del
alcohol por parte de la ALDH1 toma un rol importante en aquellos individuos con
alelos ALDH2 que presentan baja o nula capacidad de acetaldehido oxidante.
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El polimorfismo de ALDH2 mas estudiado corresponde a la ALDH2*2
(rs671). Este polimorfismo corresponde al reemplazo de Glutamina (Glu) por
Lisina (Lys) en la posicién 504, codificando para una enzima casi totalmente
inactiva; esta variante actla de forma casi dominante, generando heterocigotos

con accion metabdlica casi indetectable (Figura 2.3.1.2.1).

El polimorfismo ALDH2*2 exclusivo en humanos, se encuentra distribuido
principalmente en Asia, especificamente en poblacién de origen chino, japonés,
coreano y mongoloide. Por el contrario, practicamente ausente en personas de
ascendencia africana y europea (National Library of Medicine and National Center
for Biotechnology Information of the National Institutes of Health, 2002 ; Luo et
al.,2006).

El bajo o nulo nivel de metabolizacion del acetaldehido por parte de la
ALDH2*2 promueve su acumulacion en la sangre de los individuos, lo que
conduce a reacciones como nauseas Yy taquicardia (“sindrome asiatico de rubor
facial”). Asi, los individuos heterocigotos para esta mutacion deberian estan
protegidos contra el alcoholismo entre 66 y 95% y pueden beber sélo un tercio de
lo que beben los individuos que no portan la mutacion. En cambio, los individuos
homocigotos ALDH2*2/ALDH2*2 segun Tu & lIsrael (1995), son “practicamente

abstemios” (Tabla 2.3.1.2.1).
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posee

Gen ALDH

(Polimorfismos (SNPs)|——producen

(Cambio aminoacidico)— Resulf\ en

Variacién en la metabolizacién]

exite ¢— G existe
L enzimatica etanol J,
(Variante activa de ALDH (Variante inactiva de ALDH)
|
que corrlesponde que corr*esponde
v
[ Capacidad normal de J [Capacidad reducida o nula de]
oxidacion del acetaldehido oxidacion del acetaldehido
|
se traduce en se trad|uce en
[Sin sintomas indeseables] {Sintomas indeseables}
al consumir etanol al consumir etanol
que corre|sponde a que corrc|sponde a
v v
(Fenotipo riesgoso) [Fenotiposprotector

Figura 2.3.1.2.1.Se muestra la secuencia de cambios que se producen desde la secuencia de ADN del gen ALDH2, donde se genera una variante
activa e inactiva para ALDH2*2. De este modo se generan fenotipos normales y de proteccion respectivamente.
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Tabla2.3.1.2.1. Tablaresumende los genes de ADH y ALDH asociados a la proteccion y riesgo-dependencia al alcohol, sus polimorfismos,

ubicacion, genotipos y fenotipos.

Nombre L, ,
e A Ubicacion  Numero de
Gen = % (Locus) acceso Alelo Genotipo Fenotipo
numero de (OMIM)
SNP
ADH1B*2 -Arg48:aleloG  G|G (normal)  AlAy A|G: Fenotipo protector, asociado a
Arg48His Cr. 423 (ancestral) migrafias después de consumir alcohol.
R (SNP16; NMLO00000.4 i El alelo “A” es de caracter codominate
rs1229984) -His48:alelo A AIG (protector) en el caso de los heterocigotos.
(SNPedia, 2008).
A -Val308:alelo T T|T: Fenotipo riesgoso de dependencia
- Cr.4 q22 NM_000670.3 (ancestral) T|T (riesgoso) al alcohol y drogas.
ADH4 e El alelo “T" es de caracter recesivo,
r$1800759) -lle308: alelo G TIG (normal)  aumentando el nivel transcripcional del
gen de ADH4 (Edenberg, y otros, 2006)
G|G (normal) )
(SNPedia, 2008).
. Cr. 12 -Glu504: alelo G G/G (normal)  AJAy A|G: Fenotipo protector, asociado al
ALDHZ%2 (ancestral) “asian flush” o *fiushing response”.
ALDH2 Gl(u5::1L)ys NM_000690.3 AJG (protector) El alelo A" es de caricter dominante y
rs

-Ly3504: alelo A AJA (protector)

genera |a perdida de la funcion
enzimatica (SNPedia, 2008).
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2.3.1.3 Evolucion genes de ADH v ALDH:

Existen 6 clases de ADH en los mamiferos (ADH1-ADHG6), clasificadas
segun su estructura primaria y funcion; éstas estan subdivididas en isoenzimas y
alelos. En primates solo estan presentes los cluster ADH1-ADH5, donde se cree
gue la pérdida de ADH6 se produjo en forma simultanea con la generacion de
isoformas del gen ADH1 (ADH1A, ADH1B. ADH1C) (H66g & Ostberg, 2011).

Se ha sugerido que la habilidad para oxidar eficientemente el alcohol es un
evento reciente en la evolucion de los primates debido a la exposicién continua de
bajas concentraciones de etanol mediante dietas frugivoras. Existirian dos eventos
mayores en la adaptacion en el metabolismo del alcohol, especificamente en los
genes de ADH (Myers, 2012).

Si bien la ADH clase IV (ADH4) aparecié hace 520 millones de afios, la
mayor adaptacion al etanol ocurrié hace so6lo 15 millones, la cual tuvo efectos en
una mayor eficiencia metabdlica en humanos méas adelante. Por otro lado, si bien
la ADH clase | aparecio hace unos 80 millones de afios con la aparicion de frutas
fermentables (azucares son fermentadas por la levadura hasta convertirlas en
etanol), se produjeron dos eventos importantes de duplicacién de estos genes: (i)
durante la radiacién de los mamiferos, (ii) antes o cercano al surgimiento de los
prosimios hace 40 millones de afos. Sumado a esto, dentro del linaje de los
primates (antes de la division de primates del Nuevo y viejo Mundo, pero después
de la divergencia de strepsirhines (lemures)) se generaron otras duplicaciones
teniendo como resultado hasta 4 genes paralogos para la ADH clase [; cuarta
duplicacién que fue perdida en aquellos primates actuales como gibones, gorilas,

chimpancés y humanos (Myers, 2012).

La presencia y duplicacion (3 copias) de estos genes de ADH clase |
humanos tiene como resultado tres tipos de enzimas, las cuales tienen un amplio
rango de capacidad oxidativa de los sustratos (cercana al 60%) (Carrigan et.al,
2012). Esta duplicacidon segun Myers se deberia a dietas frugivoras como presion
selectiva. Por esto mismo Dudley (2004) plantea como explicacién al consumo
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excesivo de alcohol en humanos modernos una relacion evolutiva con primates
frugivoros, estableciendo que la preexistencia de vias sensoriales que asociarian

el etanol con una recompensa nutricional.

Eventos mas reciente son la aparicion de las variantes ADH1B*2 (de
metabolizacion mas rapida) y ALDH2*2 (variante inactiva) exclusiva en humanos;
ambas presentes en proporciones considerables en el Este de Asia. La aparicién
de la variante ALDH2*2 ha sido asociada con otras funciones esenciales para el
organismo o enfermedades endémicas propias de la region (Oota et al, 2004).
Para el caso de ADH1B*2 su aparicion ha sido asociada mediante datos
arqueologicos, poblacionales y de datacion molecular con el surgimiento de la
agricultura y la fermentacion de alimentos para su conservacion y consumo hace
10.000 afios (Peng et al, 2010).

Para el caso del SNP rs1800759 del gen ADH4, es el alelo ancestral “T” el
gue permite una mayor transcripcion del gen y por ende de enzimas que
metabolizan aproximadamente un 40% del etanol en situaciones de exceso de
consumo e intoxicacion (frecuencias). El alelo de caracter derivado “G” permite

una metabolizacion normal pero limitada del etanol (Zhang et al, 2014).

2.4 Marcadores genéticos y dependencia al alcohol:

Durante décadas las investigaciones en torno al tema del alcoholismo han
intentado acotar las causas genéticas de la predisposicion a esta enfermedad,
focalizandose en la caracterizacién individual de los sistemas biolégicos que
regulan la metabolizacion del alcohol, asi como también en los circuitos

neuronales que se creen son afectados por esta sustancia.

Los estudios genéticos en humanos han sido organizados en dos amplias
categorias: (i) genética cuantitativa (ej. estudios de familias y gemelos) y (i)
estudios genéticos y moleculares (estudio de asociacion de genes candidatos y
GWAS).
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La evidencia derivada de estudios genéticos cuantitativos tiene un
importante rol en la susceptibilidad de los individuos en la dependencia al alcohol.
Gran parte de la evidencia derivada a partir de estudios iniciales en familias
afectadas por esta enfermedad ha establecido la predisposicion a esta
enfermedad como “heredable”. Estudios con gemelos determinaron que la

heredabilidad de la predisposicion es de cerca del 60% (Palmer et al, 2012).

Con el mejoramiento de la tecnologia de genotipificacion se desarrollaron
métodos para la deteccibn de genes candidatos y de asociacion de todo el
genoma (Genome Wide Association Studies; GWAS) con la finalidad de identificar
con mayor rapidez y de forma mas acotada, aquellas variantes genéticas que
aumentaran el riesgo de dependencia al alcohol.

Mediante ambas metodologias se han identificado “marcadores genéticos”
o “marcadores polimoérficos” —especificamente SNP (Single Nucleotide
Polimorfism)- asociados con el riesgo y dependencia al alcohol en genes de ADH
y ALDH. Los SNP’s mé&s importantes son ADH1B (rs1229984), ADH4
(RS1800759) y ALDH2 (rs671).

Los SNP’s corresponden a la variacion o cambio de una base nucleotidica
por otra en una secuencia de DNA. Se consideran una forma de mutacion puntual
gue se ha fijado en una parte significativa de la poblacion de una especie, dando

lugar a alelos para un mismo gen (Figura 2.4.1).

5 - GATGGCA- 3 alelo G

*

5 - GATAGCA-3 alelo A

Figura 2.4.1. Esquema de dos alelos en los cuales so6lo varia una base nucleotidica
(Single Nucleotide Polimorphism; SNPs). En la cuarta posicion del alelo G encontramos
guanina, en cambio para el alelo A éste es adenina. Figura extraida de (Goodwin et.al.,
2007)
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Si el SNP se encuentra dentro de una secuencia codificante o exén, puede
modificar (SNP no-sinébnimo) o no (SNP-sinGnimo o mutacion silenciosa) la cadena
de aminoacidos que producen, teniendo impacto en la funcion proteica o
enzimatica. Por otro lado, los SNP’s que se encuentren en regiones no
codificantes (intrones) pueden tener consecuencias en el proceso de traduccion,
generando cambios en la transcripcion o modificando la secuencia de ARN no
codificante (Hurle, 2012).

Dentro de las bases de datos mas importantes para SNP’s (dbSNP) esta la
contenida en NCBI (National Center for Biotechnology Information), HapMap:
mapa a nivel mundial sobre las frecuencias de SNPs en diversas poblaciones
(Thorisson et al., 2005), SNP500: base de datos de SNPs relacionados con cancer
(Packer et al., 2014), EGP (Environmental Genome Project) que contiene datos de
SNPs que se saben relacionados con la interaccion con estimulos ambientales
(Eastman, 2003), HGMD (Human Gene Mutation Database) recoge SNPs
asociados a enfermedades en general (Stenson et al., 2009) y SNPedia, similar a
Wikipedia que aporta informacién, interpretacion y andlisis sobre los SNPs
(Cariaso & Lennon, 2012). Los SNP’s han sido identificado mediantes cédigos rs

y hcv para su estandarizacion.

En términos individuales, la variacién puntual de un nucleétido en los genes
asociados a la metabolizacion del alcohol, ha permitido evaluar sus repercusiones
funcionales en las enzimas codificadas por éstos. Permitiéendonos tener un
panorama mas claro sobre como estos polimorfismos se relacionan con distintos

fenotipos y por ende a distintos grados de vulnerabilidad ante el alcohol.

En términos poblacionales, se han observado diferencias interpoblacionales
en las frecuencias de las variantes de los genes ADH1B, ADH4 y ALDH2. Estas
diferencias entre regiones del mundo permite la caracterizacién de la estructura
genética y la indagacién sobre la historia evolutiva de las poblaciones (Goodwin
et al., 2007).
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2.5 Distribucion de las variantes de ADH vy ALDH: ancestria vy

mezcla genética

Las principales variantes de los genes ADH y ALDH presentan diferentes
distribuciones a nivel poblacional. ElI polimorfismo ADH1B*2 ha estado bajo
seleccién positiva particularmente en las poblaciones étnicas como: Daic o Tai
Kadai, Austronesian, Chinos o Sinitic Han, Coreanos-Japoneses y Hmong-Mien,
presentando una alta frecuencia (Tablas. 2.4.1, ver Anexo). Esta variable también
esta presente en el Oeste de Asia (porcentaje hasta 73%) y norte de Africa, pero
aparentemente estd ausente en el resto del mundo (21% a nivel mundial y en
Europa en sélo un 2%) (Li et al., 2008; Flicek et al., 2014).

El gen ADH1B posee una variacion geografica importante, donde el
polimorfismo ADH1B*2 presenta a una clara asociaciobn con poblaciones
pertenecientes al Este de Asia que poseen una larga historia de agricultura del
arroz (Mulligan, et al., 2003). Se postula que su aparicion coincide con el inicio de
la agricultura hace 10.000 afios antes del presente (AP), comenzando desde el
sudeste de Asia hacia regiones mas centrales, donde el polimorfismo no se

encuentra en porcentajes tan altos.

El gen ALDH2, cuya variante mitocondrial inactiva ALDH2*2, esta
involucrada en la respuesta fisioldgica llamada “sindrome asiatico de rubor facia/”,
se encuentra extensivamente en poblaciones del Este de Asia (22%) y
practicamente ausente en el resto del mundo. Se ha hipotetizado que esta variante
inactiva tendria su origen debido a funciones esenciales para el organismo en
otros tejidos o como una forma de resistencia a enfermedades endémicas de la
region (Oota et al., 2004).

La variante ancestral (alelo “T”) del gen ADH4 (SNP6 rs1800759), ha sido
asociada con la dependencia al alcohol tanto en europeos y amerindios. Esta
variante se encuentra en un 46% a nivel mundial, 82% en Africa, 56% en América,

39% en Europa y sélo en un 18% en Asia (Flicek et al., 2014). En poblacion
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indigena de Norte de América (SW American indian tribe) con alta prevalencia de
alcoholismo, esta variante fue encontrada en porcentajes altos (Mulligan et al.,
2003).

Recientemente el proyecto 1000Genomes (Patterson, 2011) muestred en
poblacion mestiza de América la frecuencia de estas variantes y sus alelos, los
cuales estan disponibles al publico en la plataforma Ensemble. El proyecto utilizé
tres poblaciones mestizas de América: (i) poblacién de Los Angeles (EE.UU) con
ancestria mexicana, (ii) poblacién de Medellin en Costa Rica y (iii) poblacion de
Puerto Rico. Cabe destacar que en Latinoamérica se han detectado complejos
patrones de “mezcla genética” (entendido como procesos migratorios que generan
transferencia de material genético de una poblacion a otra) entre nativos
americanos e inmigrantes desde la Conquista, donde los porcentajes de
contribucién genética varian entre diferentes regiones, siendo consistente con las
historias particulares de cada una de éstas en relacion a la densidad amerindia y

al impacto inmigratorio (Wang et al., 2008).

En el estudio realizado por 1000Genomes, el marcador ADH1B*2 el
porcentaje del alelo protector “A” fue entre el 8% y 9%. La variante inactiva (alelo
“‘A”) de ALDH2*2 no se encontré en la muestra de Colombia y Puerto Rico;
mientras que en la muestra de Los Angeles sélo fue encontrada en un 1%. Por
ultimo, la variante de riesgo (alelo “T”) del gen ADH4 se encontré en un 49% en
poblacion de Puerto Rico, mientras que para la muestra de Los Angeles y

Colombia el porcentaje fue de 58% y 60% respectivamente (Flicek et al., 2014).

En Chile, la composicion genética de la poblaciéon esta dada por una “mezcla
genética” a partir de dos poblaciones ancestrales: inmigrantes europeos
(principalmente aquellos llegados durante el periodo de la Conquista) (Arcos-
Burgos et.al., 2004; Gonzalez, 2012) y poblaciones autéctonas amerindias
provenientes del Este de Asia (Ray et al, 2010). La distribucién de las variantes
genéticas involucradas en la metabolizacion del alcohol es desconocida; sumado a

esto, la informacion genética disponible sobre poblacién amerindia es bastante
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escasa y sOlo se ha centrado en reducciones norteamericanas con evidencia

previa de altas tasas de alcoholismo.

3. PROBLEMA

El estudio, analisis e interpretacion en torno al tema del consumo y riesgo-
dependencia al alcohol en poblacion chilena ha sido abordado principalmente
desde la perspectiva del detrimento de la salud, el riesgo social y estereotipos
asociados. No obstante, es necesaria la indagacion del trasfondo genético
(herencia) y factores socioculturales (ambientales) que influyen en éstos fenotipos
en la poblacion chilena. Estas variables son indispensables a la hora de evaluar la
diversidad y distribucion del componente poblacional y cémo afectan la creacion

de politicas publicas de prevencion en la poblacion de Santiago de Chile.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe una asociacion entre las variantes de proteccidbn y riesgo
involucradas en la metabolizacion del alcohol y los patrones de consumo de esta

sustancia en la poblacion de Santiago de Chile?.

5. HIPOTESIS

HO: Las variantes protectoras y riesgosas involucradas en la metabolizacion
del alcohol no estan asociadas a los patrones de consumo de los individuos, no
pudiendo ser el factor genético una explicacion de éstos ultimos.

H1: Las variantes protectoras y riesgosas involucradas en la metabolizacion
del alcohol estdn asociadas a los patrones de consumo de los individuos,
pudiendo ser el factor genético una explicacion de éstos ultimos.

6. OBJETIVO GENERAL

Conocer la relacion entre las variantes alélicas protectoras y riesgosas de los

genes involucrados en la metabolizacion del alcohol (ADH-ALDH) y los patrones
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de consumo riesgoso, perjudicial o de dependencia en la poblacion de Santiago de
Chile.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Clasificar a los individuos segun su puntaje AUDIT en patrén de consumo

riesgoso, perjudicial y dependencia.

- Identificar qué variables suplementarias (edad, sexo) y preguntas de la

encuesta AUDIT explican de mejor manera la variabilidad en la muestra.

- Analizar respuesta a preguntas cuestionario AUDIT e identificar posibles

subpatrones de consumo de alcohol.

- Determinar el genotipo de cada individuo en base a las variantes genéticas
protectoras (ADH1B*2 y ALDH2*2) y riesgosas (ADH4, SNP6).

- Determinar la distribucion de variantes alélicas de proteccidon y riesgo-
dependencia segun puntaje AUDIT.

- Comparar las frecuencias de éstas variantes en grupos con patrones de

consumo de alcohol: sin riesgo, de riesgo, perjudicial o dependencia.

- Comprar los promedios de puntaje AUDIT para individuos con fenotipos

normal/protector y normal/riesgoso.

- Determinar la existencia de una asociacion entre la presencia de variantes de

ADH y ALDH2 analizadas y los patrones de consumo de alcohol.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Muestra:

Se obtuvo una muestra de 210 estudiantes de la Universidad de Chile entre
18 y 25 afios, no emparentados, de ambos sexos y residentes en el Area
Metropolitana del Gran Santiago. La muestra consistio en 2ml de saliva para
analisis genético de cada individuo y aplicacién de cuestionario AUDIT. El tamafio
de la muestra fue estimado para una poblacion de 6 millones de habitantes, con

un 95% de confianza y un intervalo de confianza de 7.

En esta investigacion se resguard6 la privacidad tanto de las muestras
como de los cuestionarios entregados por los participantes, asi como también su
adecuado uso. Estas medidas fueron expuestas a los mismos donantes mediante
un consentimiento informado escrito que éstos tuvieron que firmar; consentimiento
previamente aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion en Ciencias
Sociales y Humanidades de la Facultad de Filosofia y Humanidades de la
Universidad de Chile.

8.2. Métodos:
a) Encuesta AUDIT:

Esta encuesta se utilizé para calificar el patréon de consumo de alcohol de
los individuos participantes de este estudio. Se realizaron dos clasificaciones para
cada individuo: la primera segun los puntajes de corte indicados por la OMS y la
segunda por los puntajes para Chile para ser comparadas. No obstante para los
analisis posteriores se dio preferencia a la escala de clasificacion propuesta para
Chile.

La aplicaciéon del Test de Identificacion de Trastornos debido al Consumo
de Alcohol (“Alcohol Use Disorders Identification Test” (AUDIT)) se realiz6 en

papel previa explicacion de las preguntas. Las encuestas fueron rotuladas con un
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cbdigo para resguardar la privacidad de los participantes. Sélo se pidi6 la entrega

de informacion de sexo y edad (Documento en Anexo).

Para la estandarizacion de la aplicacion del cuestionario AUDIT en esta
investigacion, se tomaron las siguientes medidas: (i) respecto a la cantidad de
alcohol por cada trago se hizo referencia 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 incorporé la categoria de “consumo sin
riesgo” para aquellos individuos con puntajes bajo los utilizados para su
clasificacion segun la OMS y la escala propuesta para Chile (iii) aquellos

individuos con puntaje AUDIT cero se les clasific6 como “no consume alcohol.

b) Genotipificacion de variantes protectoras y de riesgo-

dependencia:

La extraccién de ADN de las 210 muestras de saliva recolectadas para esta
investigacién fue llevada a cabo a partir de un protocolo de sales (modificado de
Quinque et al., 2006) en el Laboratorio de Antropologia Genética y Bioantropologia
en las dependencias de la Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad de
Chile.

La identificacion de las variables protectoras y de riesgo-dependencia al
alcohol consistio en tres etapas: (i) Busqueda de variantes genéticas protectoras y
de riesgo-dependencia asociadas al consumo de alcohol y aplicacién de
programas de bioinformatica para el disefio de partidores y busqueda de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) o enzimas de restriccion; (ii)
Estandarizacion de protocolos para aplicacion de partidores mediante la técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) y RFLP en muestras de saliva extraidas, (iii)
genotipificacion de variantes protectoras y de riesgo-dependencia para cada una

de muestras recolectadas y (iv) Analisis genético poblacional.

Las variantes genéticas a utilizar en este estudio corresponden a aquellas

identificadas en la literatura por su rol enzimatico protector (ADH1B*2 (rs1229984)
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y ALDH2*2 (rs671)) y por su asociacion a la dependencia del alcohol (ADH4:
SNP6 (rs1800759)) (Mulligan et al., 2003; Luo et al., 2006).

Los partidores utilizados en este estudio son de formulacion propia debido a
la ausencia de informacion publica de estos (Tabla 8.2.1). El disefio de partidores
para estos polimorfismos se llevo a cabo obteniendo las secuencias y ubicacion
de estos polimorfismos dentro de los genes en el sitio GenBank (National Institutes
of Health de Estados Unidos and Nucleotide Sequence Database Collaboration,

1982) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Posteriormente se seleccionaron 1000 bp (500 bp hacia la derecha y 500 bp
hacia la izquierda) que contuvieran el polimorfismo de interés. Esta secuencia de
1001 bp se uso en el programa online Primer3 Input (version 4.0) (Steve Rozen
and Helen J. Skaletsky, 2000) (primer3-web/htdocs/input-040.htm) para el disefio y
seleccion de partidores. Los criterios de disefio fueron los siguientes: tamarfio del
partidor entre 20 bp a 27 bp (mayor especificidad), temperaturas similares para el
partidor forward y reverse (2°C de diferencia maxima) y productos de PCR de
200bp a 500bp.

Con la secuencia de los productos de PCR para cada gen, se realizo la
busqueda de enzimas de restriccion (RFLP). Esto se hizo mediante el programa
online NEBCutter V2.0 (Vincze, T., Posfai, J. and Roberts, R.J, 2003)
(www.labtools.us/nebcutter-v2-0/) y el programa descargable MEGAS (Tamura et
al., 2011). Se dio énfasis a que las enzimas de restriccion cortaran el fragmento de
PCR en el lugar exacto donde se encontraba el polimorfismo, ademas de que no
se vieran afectadas por metilaciéon y que en lo posible no presentaran mas de un

lugar de corte.

Se realizaron ensayos con muestras de prueba de saliva extraidas con el
protocolo de sales (modicado de Quinque et al., 2006; Leiva, 2010). Los productos
obtenidos mediante la técnica de PCR fueron mandados a secuenciar a la

empresa Macrogen Y se ratificd la amplificacién del area del gen de interés.
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Una vez confirmado el correcto funcionamiento de los partidores, se prosiguio
a la optimizacion de las condiciones de PCR para los partidores disefiados
(temperatura de alineamiento y duracién de éstos (ciclos), este Ultimo compuesto
por las fases de desnaturalizacion, alineamiento y extension del ADN). La
genotipificacion mediante RFLP se realiz6 mediante electroforesis (gel de agarosa

al 4%) para los fragmentos ya digeridos.
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Tabla8.2 1. Detalle de las variantes, ubicacion, partidores y enzimas de restriccion utilizadas para este estudio.

Nomb Enzima d
Gen N°SNP  Transicion  Ubicacion okl Secuencia Partidores ey
Partidores restriccion

ADH1B2 F  F: 5CGTCTCTCATTGCCTTGGTT3'
ADH1B"2 51229984 G- A Cr. 4923 Msll (Rsel)
ADH1B2R  R:5'TTTTTAAAGCGTGCATTCTTACAT 3

ALDH2 F  F:5 TTGGTGGCTACAAGATGTCGY
ALDH2'2 1671 GIA Cr12q24.2 TspRI
ALDH22 R R:5ATAACGAAGCCCAGCAAATG 3

ADH4 308F  F:5 TTCTTTGGGAAACTGTGTTGGAAY
ADH4 rs1800759 TG Cr.4q2 TspRI
ADH4_308R  F:5 GCAGCTGAAGTCCAATAGTACAAY




c) Analisis estadistico:

Los analisis estadisticos se realizaron en tres etapas: (i) Analisis encuesta
AUDIT y patrones de consumo, (i) Andlisis variantes genéticas y (iii) Analisis
asociacién patrones de consumo y variantes genéticas. Previo analisis de los
datos, se llevé a cabo el test de Shapiro—Wilk para determinar si la distribucion de

los puntajes AUDIT en la muestra era normal.

i) Analisis encuesta AUDIT:

Para la caracterizacién de la muestra se calcul6 el promedio del puntaje AUDIT
y su desviacion estandar para los 210 encuestados. Se evaluaron las frecuencias
de individuos por categoria segun puntaje de corte de la OMS y el propuesto para
Chile, asi como también para aquellos individuos “abstemios”. Se realizé un test

de ji-cuadrado para determinar si existian diferencias entre ambas clasificaciones.

Se evalud diferencialmente el sexo en la muestra a través de un test no
paramétrico de Mann-Withney para determinar si existian diferencias en el puntaje
promedio AUDIT para hombres y mujeres. Para la confeccion de los graficos se

utilizé el paquete de R “ggplot2” (Wickham, 2009)

Se realizaron dos Andlisis de Correspondencia Multiple (MCA), esta es una
técnica exploratoria que tiene como objetivo resumir una gran cantidad de datos
con la menor pérdida de informacion posible, permitiendo su analisis desde un
punto de vista grafico, visualizando las relaciones de dependencia e

independencia de las variables categoricas. (Fernandez, 2011).

El primer MCA tuvo la finalidad de buscar qué variantes contribuian mas a la
variacion de la muestra, esto se realizé6 mediante distintos andlisis. En primer lugar
se incluyeron y evaluaron las siguientes variables: las preguntas del cuestionario
AUDIT, clasificacion de patrones de consumo de alcohol segun puntaje de la OMS
y propuesto para Chile, y variables suplementarias como sexo y edad.
Posteriormente se evaludé en la distribucion del los individuos segun su puntaje

AUDIT en conjunto con el patron de respuesta del cuestionario, o que permitio
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develar patrones de respuesta a las preguntas del cuestionario en individuos con
puntaje AUDIT similar y por ende, observar la existencia de patrones de consumo

disimiles dentro de estos grupos.

ii) Analisis variantes genéticas:

Se genotipificaron los 210 individuos de la muestra para las variables ADH1B*2
(rs1229984), ALDH2*2 (rs671), ADH4: SNP6 (rs1800759). Se determinaron las
frecuencias y proporciones para cada alelo. Posteriormente se aplico un test de ji-
cuadrado para comprobar si existian diferencias entre las frecuencias de la

muestra Chile y América.

Se evalud el supuesto del equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) para cada variante
con el fin de determinar si hay factores evolutivos operando. Para esto se utilizé el

programa R (R Development Core Team, 2014).

Se calcul6 el indice de fijacion y heterocigocidad (Fst) para medir la desviacion
de las frecuencias (observadas) de heterocigotos segun el principio de Hardy-
Weinberg (frecuencias esperadas). Este indice permite identificar la presencia y la
magnitud de la estructura génica; para este fin se utilizd6 el programa Arlequin
3.5.1.3.

iii) Analisis asociacion patrones de consumo y variantes genéticas.

Se realizé un segundo MCA donde se observo la distribucion de los alelos
normales, de proteccién y riesgo-dependencia segun puntaje AUDIT, con la
finalidad de observar posibles tendencias que se relacionaran con la hipétesis de

esta investigacion.

Se determind la frecuencia de alelos normales, de proteccion y riesgo-
dependencia segun patrones de consumo: no consume alcohol, sin riesgo,
riesgoso, perjudicial y dependencia segun la clasificaciébn propuesta para Chile.
Este analisis permitid observar si existian mayor cantidad de individuos con

fenotipos protector en las categorias de “no consume alcohol” o “consumo sin

51



riesgo” y por el contrario mayor frecuencia de individuos con fenotipo riesgoso en

las categoria de “consumo perjudicial o dependencia”.

Se compararon los promedios de puntaje AUDIT para individuos con
fenotipos normal o protector y normal o riesgoso con la finalidad de encontrar
diferencia entre ambos grupos. En este caso se considerd que el fenotipo era
mas informativo en relacion a los patrones de consumo, debido al caracter
recesivo del alelo de riesgo “T” para el gen ADH4. El andlisis se hizo a través del
test no paramétrico de Mann-Whitney, para determinar si: (i) aquellos individuos
con fenotipo protector presentaban un promedio de puntaje AUDIT
significativamente menor a aquellos con fenotipo normal, (i) aquellos individuos
con fenotipo riesgoso presentaban un puntaje promedio AUDIT significativamente

mayor a aquellos con fenotipo normal.

Finalmente se utilizé el modelo de regresion lineal multiple para modelar el
efecto del genotipo/fenotipo (variable explicativa) sobre el consumo de alcohol y
contrastar la hipétesis de nuestra investigacion. Para estos analisis se utilizé el
lenguaje de programacién y software estadistico R (R Core Team, 2014), bajo el
IDE RStudio (RStudio, 2014) (http://www.rstudio.com/).
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9. RESULTADOS

9.1 Encuesta AUDIT v patrones de consumo:

El cuestionario AUDIT fue aplicado a 210 individuos de la Universidad de
Chile con edades entre los 18 y 25 afios, 131 individuos corresponden a mujeres y
79 hombres. El promedio de edad corresponde a 21 afios con un minimo de 18
afos y un maximo de 25 afos. El puntaje promedio del cuestionario AUDIT fue de
6 puntos con una desviacion estandar de 4,6. El puntaje minimo fue de cero

puntos y el maximo de 24 puntos (de un total de 40).

Se clasificé a los individuos segun puntaje AUDIT en los siguientes
patrones de consumo: no consume alcohol, consumo sin riesgo, consumo de
riesgo, consumo perjudicial y/o dependencia segun puntaje de corte propuesto por
la OMS y el recomendado para Chile (Gréafico 9.1.1 y Grafico 9.1.2). Se comparoé si
existian diferencias evidentes en la clasificacibn de los individuos para el
cuestionario AUDIT mediante ambas escalas, con el fin de evaluar las implicancias
en la clasificacion de patrones de consumo de alcohol con una u otra escala tanto

en nuestro estudio como en la poblacion en general.

Se observd que existen frecuencias disimiles respecto al “consumo de
riesgo”, “perjudicial” y “dependencia” al alcohol, entre la escala propuesta por la
OMS vy la recomendada para Chile (Tabla 9.1.1). Debido a la validacion previa
(mediante dos estudios en poblacién chilena) de la escala de puntaje de
clasificacion AUDIT recomendada para Chile, ésta fue utilizada para analisis

posteriores.
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Tabla 9.1.1. Porcentaje de individuos segun categorias de patrones de consumo de la encuesta

AUDIT de la OMS, y el puntaje propuesto para poblacion chilena por el CONACE el afio 2010.

Categorias Puntaje OMS Puntaje Chile
No consume alcohol 9% 9%
Consumo sin riesgo 57,6% 40,9%
Consumo de riesgo 30,4% 26,6%
Consumo perjudicial 0,9%
: 23,3%
Dependencia al alcohol 1,9%

Categorias patrones de consumo OMS
140

120
100

80

40

20

0 -

2

a4

No consume Consumosin Consumode Consumo Dependencia
alcohol riesgo riesgo perjudicial al alcohol

Graéfico 9.1.1. Distribucion de los 210 individuos encuestados 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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Graéfico 9.1.2. Distribucion de los 210 individuos encuestados y clasificados en patrones de
consumo segun los puntajes de corte propuestos para poblacion Chilena. 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”. No obstante, a diferencia del grafico 9.1.1.1, la
distribucion es mas homogénea, encontrando mayor cantidad de individuos en la categoria de
“consumo perjudicial y dependencia”.

La muestra fue dividida segln sexo para la comparacién de promedios del
puntaje AUDIT entre ambos grupos. La mediana para el grupo de mujeres fue de
5, mientras que para los hombres de 6 (Grafico 9.1.3). El promedio del
cuestionario AUDIT en mujeres fue de 5.92, con una desviacion estandar de 4.72,
mientras que para hombres fue de 6.67, con una desviacion estandar de 4.59. Se
evalu6 la diferencia de promedios no siendo significativa (Mann-Withney, w =
4630.5, pw= 0.2012)3.

% La muestra no posee una distribucién normal de los datos numéricos (puntaje AUDIT), de esta
manera se aplico el test no paramétrico de Mann-Withney (equivalente a t-test) para la
comparacion de promedios de dos distribuciones, en este caso del grupo femenino y masculino.
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Gréfico 9.1.3. Diagrama de caja del puntaje AUDIT del grupo femenino (F) y masculino
(M), se muestra la dispersién y mediana para ambos grupos.

Se calculé la proporcién de individuos por patron de consumo segun
validacion para Chile en los grupos de sexo femenino y masculino (Grafico
9.1.1.4). No habiendo diferencias entre ambas clasificaciones (test de ji-cuadrado=
0.9592, py=0,811).
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Gréafico 9.1.4. Gréfico circular que muestra el porcentaje de individuos por categorias o
patrones de consumo segun puntaje de corte de la OMS y del puntaje sugerido para Chile.

Clasificacion Chile Mujeres

EhNo consume alcohol
EConsumo sin riesgo
B Consumo de nesgo
mConsumo perjudicial o dependencia

Clasificacion Chile Hombres

B Mo consume alcohol
mConsumo sin resgo
= Consumo de riesgo
m Consumo perjudicial o dependencia
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Se llevd a cabo un Andlisis de Correspondencia Mdultiple (MCA), donde se
analizaron distintas variables (Figura 9.1.1, Figura 9.1.2, Figura 9.1.3). El primer
andlisis del MCA realizado incluy6 las preguntas del cuestionario AUDIT, mientras
como variables suplementarias se utilizaron sexo, edad, puntaje AUDIT,
clasificacion OMS y Chile. Para este analisis la Dimension 1 (Dim1) logré explicar
el 13,09% de la variacion total, mientras que la Dimension 2 (Dim2) logré hacerlo
en un 8,75%. Dentro de las variables suplementarias el puntaje AUDIT se ve
relacionado con la Dimension 1, mientras que la clasificacion OMS y Chile se ven
relacionados con ambas dimensiones. Sin embargo, la clasificacion de patrones
de consumo segun el puntaje de la OMS es mas explicativo de la variacion ( r de
Pearson: Dim1 0.807 y Dim2 0.507) dentro de la muestra que el estandarizado por
Chile (r de Pearson: Dim1 0.736 y Dim2 0.213) (Figura 9.1.1.).

Respecto a las preguntas, se puede observar que la pregunta 3 -
frecuencia del consumo elevado-, la pregunta 5 - aumento de la relevancia del
consumo-, la pregunta 8 - asociada a pérdida de memoria en ocasiones de
consumo de alcohol- y la pregunta 4 - pérdida de control sobre el consumo-
explican de mejor manera la Diml (13,09%). Por otro lado, la pregunta 7-
sentimientos de culpa después del consumo-, pregunta 1 —frecuencia de consumo
de alcohol-, pregunta 8 -asociada a pérdida de memoria en ocasiones de consumo
de alcohol-, pregunta 2 -cantidad de bebidas alcohdlicas-explican de mejor
manera la Dim2 (8,75%), ademas de encontrarse asociadas debido a su cercania
fisica en el grafico. La variable que explican en menor medida la variacion dentro

de la muestra es la edad y el sexo.
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Figura 9.1.1. Andlisis de Correspondencia Mdltiple (MCA) de las respuestas a preguntas de encuesta AUDIR. En color rojo las preguntas de la
encuesta AUDIT, en verde las variables suplementarias categoéricas y en azul las variables suplementarias continuas. Las dimensiones explican
cerca del 21% de la varianza total de la muestra.

Se observan dos grupos de preguntas (pregunta 6, 9 y pregunta 1,2,3,4,5,7,8,10). Las variables menos explicativas corresponden a sexo y edad.

Por otro lado, las variables de categorizacion de la OMS y Chile recogen mayor variabilidad que el puntaje AUDIT.
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El segundo analisis del MCA realizado consistié en la dispersion de los
puntajes AUDIT de los individuos. El grafico mostro claros grupos de consumo de
alcohol (Figura 9.1.2). Los individuos de menor puntaje su ubicaron en el
cuadrante Il del gréfico (circulo verde), los mas cercanos al puntaje promedio (6
puntos) se ubicaron cercanos al centro de masa (coordenadas 0,0), mientras que
los de mayor puntaje se ubicaron en el cuadrante | y IV. En el cuadrante | se
identificaron a aquellos individuos que poseen el mayor puntaje AUDIT de la
muestra (circulo rojo), el cual va desde los 16 puntos a los 24 puntos (UCH-A56,
UCH-A198, UCH-A143, UCH-A69 UCH-A41). Sin embargo, fue posible observar
gue algunos individuos que tenian puntajes AUDIT similares (circulo naranjo,
puntajes entre 15 y 17 puntos) estaban distanciados (e.j. individuos UCH-A41 y
UCH-A137), lo cual evidencié que existen otras diferencias entre éstos que se
relacionarian mas bien con el patron de respuesta a las 10 preguntas del

cuestionario AUDIT que con el puntaje.

Debido a la distancia entre individuos de similar puntaje AUDIT en el
andlisis anterior, se decidid6 analizar en el mismo MCA las respuestas al
cuestionario por parte de los individuos por cuadrantes (Figura 9.1.3). Se encontré
que existirian “subpatrones” o “subcategorias” de consumo de alcohol en los
individuos de alto puntaje clasificados de consumo perjudicial o dependencia

(mayor a 15 puntos) ubicados en el cuadrante | y IV.

Estos “subpatrones” estarian definidos en el cuadrante | por las preguntas
relacionadas con: el consumo de alcohol matutino (pregunta 6), sentimiento de
culpa tras la ingesta de alcohol (pregunta 7), pérdida de memoria tras consumo de
alcohol (pregunta 8), aumento de la relevancia del consumo (pregunta 5),
personas heridas por consumo de alcohol en el Ultimo afio (pregunta 9),
preocupacion familiar o profesional por consumo en el ultimo afio (pregunta 10).
En el cuadrante IV estarian definidos por la pérdida de control en el consumo
(pregunta 4), cantidad de alcohol consumido en una ocasién (pregunta 2),
consumo de mas de 6 tragos en una ocasion (pregunta 3) y frecuencia del

consumo (pregunta 1).
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Figura 9.1.2. MCA de dispersion de los individuos segin 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 gréafico hacia el centro, mientras que los de mayor
puntaje AUDIT se ubican en el cuadrante | (circulo rojo, puntajes 16 a 24 puntos) y IV(circulo naranjo, puntajes 15 a 17).
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Figura 9.1.3. MCA que muestra en base a las coordenadas de cada individuo respecto de su puntaje final AUDIT, las respuestas para cada una
de las 10 preguntas del cuestionario. De esta manera es posible observar que estos “subpatrones” para individuos clasificados con consumo
perjudicial y dependencia se asocian con el patron de respuesta de cinco preguntas claves en el cuestionario (pregunta 1, pregunta 6, pregunta 7,
pregunta 8, preguntab).

En el cuadrante | se ubican individuos clasificados con “episodios alcohdlicos” y presentan mayor frecuencia de consecuencias relacionadas con
el consumo de alcohol (pérdida de memoria, beber en ayunas, sentimientos de culpa, personas heridas, etc). En el cuadrante IV se ubican
individuos con alto y sostenido consumo de alcohol, con menor frecuencia de consecuencias relacionadas con el consumo.
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9.2 Variantes Genéticas de proteccién vy riesgo-dependencia al

alcohol.

Los 3 marcadores utilizados en este estudio corresponden a ADH1B*2
(rs1229984) y ALDH2*2 (rs671) calificados como de proteccion para el desarrollo
de alcoholismo y ADH4 SNP6 (rs1800759) calificado como de riesgo-
dependencia.

Para el marcador ADH1B*2 (rs1229984) fueron analizados 205 individuos
(410 alelos del total de la muestra). Los individuos restantes presentaron
problema en la amplificacién en el PCR. Este marcador se encontré en equilibrio
de Hardy-Weinberg. La frecuencia de este alelo alcanz6 un 5,6% (Tabla 9.1.2.1);
porcentajes similares (ji-cuadrado = 1.7572, gl = 1, pe = 0.185) a los
muestreados en otras regiones de América* por el proyecto 1000Genomes que
alcanzan el rango de 8% a 9% (Tabla 9.2.1) el valor de Fst fue de Fst= 0.00300.

El marcador ALDH2*2 (rs671) se descarté como un marcador informativo ya
gue el resultado fue de un 100% para el alelo normal G. El andlisis fue llevado a
cabo en una submuestra de 70 individuos, debido a las bajas probabilidades de
encontrar el alelo protector “A”. Los porcentajes para el marcador ALDH2*2
(rs671) son consistentes con otros muestreos realizados en América donde este
alelo esta completamente ausente, exceptuando una muestra con ancestria

mexicana donde esta presente en un 1% (Flicek et al 2014).

Para el marcador ADH4 SNP6 (rs1800759) este se encontré en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Fueron analizados un total de 206 individuos (412 alelos del
total de la muestra). Los individuos restantes fueron descartados por problemas
en la amplificacion en el PCR. La frecuencia del alelo de riesgo “T” para la
muestra alcanzé un 66%, estimandose diferencias significativas (ji-cuadrado =

7.6202, gl = 1, pxe = 0.005772) a las muestreadas con el resto de América por el

* Poblacion correspondiente a Medellin, Colombia, Ancestria mexicana en Los Angeles, Estados
Unidos y a Puerto Rico
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proyecto 1000Genomes, donde estas frecuencias alcanzan un rango entre el
58% a 60% en poblacion de Colombia y de ancestria Mexicana en Los Angeles,
Estados Unidos y un 49% en Puerto Rico (Tabla 9.2.1). El valor de Fst=0.01808
(bastante bajo), de esta manera se realizé un analisis posterior con la muestra de
Chile en relacion a cada una de las muestras de 1000Genomes por separado, en
este caso se observd que las diferencias fueron solo significativas con Puerto
Rico (Test exacto de Fisher, p=0,0013), con un valor de Fst= 0.005337, siendo el

mas “alto” entre estas poblaciones.

Los genotipos para los marcadores de proteccion ADH1B*2 (rs1229984) y
ALDH2*2 (rs671) no presentaron diferencias significativas con la muestra de
América. No obstante el marcador de riesgo ADH4 (rs1800759) si presenta
diferencias (test ji-cuadrado= 10.3304, gl = 2, px, = 0.005712).

En relacion a los fenotipos, tanto el marcador ADH1B*2 (rs1229984) como
ALDH2*2 (rs671) no presentaron diferencias significativas entre la muestra para
Américay Chile. Por otro lado, el porcentaje de fenotipos para el marcador ADH4
presento diferencias significativas entre Ameérica y Chile (test ji-cuadrado 4.3333,
gf = 1, px2 = 0.03737).
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Tabla 9.2.1. Porcentajes en la muestra de alelos, genotipo y fenotipo de cada

marcador genético.

ADH1B*2 (rs1229984)

Alelos Porcentajes Genotipo Porcentajes Fenotipo Porcentajes
G 94,3% GIG 88,7% Normal 85_3’17{;’/5
(n=387) (n=182) (G|G) (n=182)
A 5,6% GIA 11,2% Riesgo 11,2%
(n=23) (n=23) reducido (n=23)
(GIA)
AlA 00_/0 Protector 03/0
(n=0) (A|A) (n=0)
ALDH2*2 (rs671)
Alelos Porcentajes Genotipo Porcentajes Fenotipo Porcentajes
G 100% G|G 100% Normal 100%
(n=61) (n=61) (GIG) (n=61)
A 0% (n=0) G|A 0% (n=0)  Protector 0% (n=0)
(AlA)
AlA 0% (n=0)
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ADH4 (rs1800759)

Alelos Porcentajes Genotipo Porcentajes Fenotipo Porcentajes

33,9% GIG 7,2% Normal 60,5%
G (n=140) (n=15) GIGy (n=125)
G|T)
66,0% 53,3% . 39,3%
) ’ R ’

T (n=272) TG (n=110) '???TC;SO (n=81)
39,3%
T (n=81)

9.3 Asociacion Patrones de consumo y variantes genéticas.

Se realizé un segundo MCA para indagar de forma exploratoria si el factor
genético podria estar asociado a la distribucién segun puntaje AUDIT de los
individuos. De esta manera al MCA gque contenia la distribucién de los individuos
segun puntaje AUDIT (Figura 9.1.2), le fue sobrepuesto como variables
suplementarias los fenotipos de proteccion del marcador ADH1B*2 (Figura 9.3.1) y
los fenotipos de riesgo (ADH4, rs1800759) (Figura 9.3.2).

El MCA del fenotipo protector ADH1B*2 muestra que aquellos individuos
con mayor puntaje AUDIT (16 a 22 puntos) ubicados en el cuadrante I, y que
poseen un patron de “consumo perjudicial o de dependencia” poseen un fenotipo
normal para la variante ADH1B*2. Por otro lado, el fenotipo con riesgo reducido se
posiciona en el centro de la distribucién donde se encuentran los puntajes entre 5
y 10 puntos que corresponden a las categorias de “consumo de riesgo” vy

‘consumo sin riesgo”.
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El MCA de fenotipo riesgoso no mostré ninguna tendencia como en el caso
anterior, distribuyéndose de manera azarosa. Los individuos con mayor puntaje
AUDIT ubicados en el cuadrante | y IV presentan fenotipos normales y algunos de
puntaje AUDIT bajo fenotipos riesgosos. Sin embargo, en el caso especifico de los
individuos: UCH-A41 UCH-A19, UCH-A49, UCH-A186, UCH-A142, UCH-Al4,
UCH-A165, se encontrd congruencia con respecto al patron de consumo de

alcohol y su fenotipo.
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Figura 9.3.1. Dispersion de los individuos del Anadlisis de Correspondencia Multiple (MCA) respecto de la encuesta AUDIT y el genotipo para el
marcador de proteccion ADH1B*2. Existe baja representacion del fenotipo protector en la muestra. Se destaca que individuos con mayor consumo

de alcohol presentan en su mayoria fenotipo normal.

MCA Distribucién individuos segun puntaje AUDIT y patrén de
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= .
Fenotipo normal
Fenotipo protector
No amplificd
o
= ]
L
I
&,
]
E T 7 *
(] %
L]
C:' -TTr-"-"-"-" " " " " === ===== __i__‘_m __________________________________________
Yoo 80
.52 4
[ ] F
— ] -

Dim 1 (13.01%)

68



Figura 9.3.2. Dispersion de los individuos del Andlisis de Correspondencia Mdltiple (MCA) respecto de la encuesta AUDIT y el fenotipo para el
marcador de riesgo ADH4 (SNP6). Es posible observar que no existe relacién entre los fenotipos y patrones de consumo. En su mayoria aquellos
individuos con mayor consumo de alcohol presentan un fenotipo normal. Por otro lado, aquellos con puntajes mas cercanos a la media del
puntaje AUDIR de la muestra presentan fenotipos normales o de riesgo de forma aleatoria.

MCA Distribucion individuos segun puntaje y patron de
consumo de alcohol. Fenotipos predecidos para ADH4 (SNPB6)
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Se calcularon las frecuencias de cada fenotipo segun patron de consumo
de alcohol (escala sugerida para Chile). Para el marcador ADH1B*2 las
frecuencias del fenotipo protector heterocigoto es similar en todas las categorias, a
excepcion del patrén “consumo sin riesgo” donde la frecuencia es
proporcionalmente menor que en el resto de las categorias (Grafico 9.3.3). En el
caso del marcador ADH4 SNP6, los frecuencias del fenotipo normal y riesgoso se
presentaron en casi todas las categorias de patrones de consumo en igual
proporcion, a excepcion del patron “consumo sin riesgo” donde la frecuencia del
fenotipo riesgoso es proporcionalmente menor que en el resto de las categorias
(Gréfico 9.3.4).

Posteriormente, se realizaron dos comparaciones de medias con respecto
al puntaje AUDIT: (i) para el fenotipo de la variante ADH1B*2 (ii) para el fenotipo

del marcador de riesgo-dependencia rs1800759.

Los resultados obtenidos para ADH1B*2 muestran por una parte una media
de 6,82 puntos AUDIT con una desviacion estandar de 4.58 puntos para el
fenotipo normal y de 7,25 puntos con una desviacion estandar de 3.77 puntos para
el protector heterocigoto. Este resultados se contrapone con lo esperado, ademas
no se encontré una diferencia significativa entre las medias de ambos grupos (W =
1461.5, pw = 0.3822). Cabe destacar que sélo se presentan valores atipicos para
valores altos del puntaje AUDIT en el grupo de individuos de fenotipo y genotipo

normal.

Los resultados obtenidos para ADH4 rs1800759 muestran una media de
puntaje AUDIT de 6.73 con una desviacion estandar de 4,79 puntos para el
fenotipo normal y de 7 con una desviacion estandar de 4 puntos para el fenotipo
de riesgo. No se encontraron diferencias significativas entre las medias de los dos
fenotipos (W = 3827.5, p-value = 0.2605).
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Grafico 9.3.3 Grafico de barras que muestra la frecuencia de individuos con fenotipo normal o protector heterocigoto para el marcador ADH1B
segun patrén de consumo. No existen diferencias significativas entre las proporciones de los fenotipos por categoria de consumo.

Frecuencia Fenotipos variante ADH1B (rs1229984)
segun Patrén de Consumo
Clasificacion Chile

ENORMAL mPROTECTOR

No consume alcohol Consumo sin riesgo Consumo con riesgo Consumo perjudicial o
dependencia

71



Grafico 9.3.4. Grafico de barras que muestra la frecuencia de individuos con fenotipo normal y riesgoso para el marcador ADH4 SNP6 segun
patron de consumo. No existen diferencias significativas entre la proporcidn de fenotipos segun categoria de consumo.

Frecuencia Fenotipos variante ADH4 (rs1800759)
segun Patrén de Consumo
Clasificacién Chile

ENORMAL B RIESGOSO

M5s

No consume alcohol Consumo sin riesgo Consumo de riesgo Consumo perjudicial o
dependencia
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Finalmente para contrastar la hipétesis de esta investigacion se llevo cabo
un modelo de regresion lineal multiple. Para este analisis se consider6 como
variable dependiente el puntaje AUDIT y como independientes las variables sexo,
edad, fenotipo protector de ADH1B2*2 y fenotipo de riesgo de ADH4 SNP6. No
obstante el modelo no logré ser explicativo de la variacion del puntaje AUDIT en la
muestra con un poder de prediccién y explicativo bajo (R? ajustado= -0.0007977),

teniendo 202 grados de libertad y no siendo significativo (pr. = 0.4497),
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10. DISCUSION

Los resultados de este estudio sitian el puntaje promedio AUDIT obtenido
por sobre el del Noveno Estudio de Drogas en Poblacién General de Chile nivel
nacional del afio 2009, pero son similares a los realizados por la Facultad de Salud
Publica de la Universidad de Chile el afio 2010 (Consejo Nacional para el Control
de Estupefacientes (CONACE), 2011; Alvarado et al.,, 2009). No obstante, la

comparacion de patrones de consumo entre estudios es compleja.

Como se ha discutido en la literatura, debe ser considerado el contexto en
el cual este cuestionario es aplicado para generar comparaciones validas dentro
de una poblacion, ya que existen diversos factores que pueden generar
diferencias significativas en los patrones de consumo de un grupo en relacion a
otros como son: el sexo, rango etario, el nivel socioecondémico, nivel educacional,

region que habita, etc. (Babor et al., 2001).

Segun una encuesta de caracterizacion de los estudiantes de la
Universidad de Chile, los estudiantes que asisten a esta institucion corresponden
en su mayoria al segmentos socioeconémico ABC1 y C2 (cercana al 75% en
total), en detrimento de sectores socioeconémicos mas bajos (Federacién de
Estudiantes de la Universidad de Chile (FECH), 2011). De esta manera, los
resultados obtenidos en este estudio permiten describir los patrones de consumo
en individuos de un rango etario acotado de la Universidad de Chile durante el
periodo 2013-2014; datos que podrian generar proyecciones sélo en grupos

similares.

Existen diferencias entre los puntajes de corte para la clasificacion de
patrones de consumo de la OMS y los sugeridos para Chile, particularmente
respecto al “consumo de riesgo”, “perjudicial” y “dependencia” al alcohol, siendo la
escala de la OMS aquella que deja una mayor cantidad de individuos fuera de
éstas categorias y los situa en la de “consumidores sin riesgo”. Estas diferencias
entre ambas clasificaciones cobran mayor importancia en la cantidad de personas
gue presentan abuso de alcohol. Situacién que devela la importancia de estos
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valores a la hora de evaluar conductas riesgosas frente al consumo de alcohol en

diferentes paises y derivarlos a especialistas.

En poblacién chilena se ha ratificado una buena sensibilidad y especificidad
para el puntaje 6 que clasifica a los individuos con “consumo de riesgo”. Ademas,
el puntaje 9 para “consumo perjudicial” posee una sensibilidad de 80% y una
especificidad de 89%. A la vez este puntaje también se establecié para el patrén
de “dependencia”, ya que la sensibilidad aumenta al 87% vy la especificidad llega a
84%. Cabe destacar que contar con un unico punto de corte para la categoria de
“‘consumo perjudicial o dependencia” permite un facil manejo e interpretacion de
los resultados del test, ya que en ambos casos se sugiere confirmacion
diagnodstica de los casos detectados. En aquellos casos con puntaje igual o mayor
a 6 y menor a 9, se ha sugerido la entrega de consejeria sobre potenciales riesgos

de este tipo de consumo (Alvarado et al., 2009).

Segun la clasificaciébn de patrones de consumo sugerida para Chile, los
resultados de este estudio indican que para individuos del rango etario entre 18-25
anos existe un 16% mas de individuos en la categoria de “consumo de riesgo” y
de un 11,5% mas para el caso de individuos en la categoria de “dependencia al
alcohol” que aquellos clasificados en el afio 2010 por el Noveno Estudio de Drogas
en Poblacion General de Chile (Consejo Nacional para el Control de
Estupefacientes (CONACE), 2011). Para el estudio realizado por la Facultad de
Salud Publica de la Universidad de Chile en poblacion masculina chilena adulta no

se encuentran estos datos (Alvarado et al., 2009).

No existen diferencias significativas entre la media del puntaje AUDIT y la
proporcion de individuos por patrones de consumo de alcohol entre hombres y
mujeres. No podriamos decir que esta situacion es nueva, debido a que si bien el
Noveno Estudio de Drogas en Poblacion General de Chile nivel nacional del afio
2010 establece un promedio AUDIT mayor entre hombres y mujeres, no se
entregan datos de que estas diferencias sean estadisticamente significativas.

Asimismo, el Analisis de Correspondencia Multiple (MCA) grafica que el sexo y
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edad no son variables explicativas de la variabilidad de los patrones de consumo

de la muestra.

El andlisis exploratorio (MCA) que incluia las preguntas del cuestionario
AUDIT, ademas de sexo, edad, puntaje AUDIT, clasificacion OMS y Chile como
variables suplementarias establecié que la clasificacion de patrones de consumo
segun la OMS explicaria en mayor medida la variabilidad de la muestra. Esto
puede deberse a que los puntajes de corte de la OMS generan mas categorias de
consumo, ademas de tener proporciones similares de individuos por clasificacion
en este estudio. No obstante esta informacion no tiene un caracter biomédico y por
tanto, puede no ser la mejor herramienta para diagnosticar casos de consumo de

riesgo en el caso de poblacion chilena.

Dentro del cuestionario AUDIT existen algunas preguntas que estarian
recopilando mayor informacion de la variabilidad de la muestra y que ademas por
su cercania fisica en los MCA tendrian mayor asociacion entre ellas. Las
preguntas respecto a la frecuencia, relevancia del consumo, pérdida de memoria y
pérdida del control de consumo de alcohol serian aquellas preguntas que fueron
respondidas de manera mas variable dentro de la muestra. Por otro lado, su
asociacion fisica en el grafico es debido a que existen patrones de respuestas
para estas preguntas que no pueden ser observados solamente mediante el
puntaje AUDIT.

Los patrones de respuesta pudieron ser vistos claramente en el MCA que
muestra la dispersion de los individuos segun puntaje AUDIT y sus respuestas
asociadas. Se obtuvieron claros grupos de consumo, ubicandose en el cuadrante
Il individuos abstemios y de “consumo sin riesgo”, en el cuadrante Il individuos
con “consumo sin riesgo”, hacia el centro de masa aquellos con puntajes cercanos
al promedio (6 puntos) y en los cuadrantes | y IV individuos con puntajes sobre 10
puntos (“consumo riesgoso” o “dependencia”). No obstante, si bien los individuos

de los cuadrantes | y IV obtuvieron puntajes AUDIT similares, su ubicacion
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distante se debe a los patrones de respuesta disimiles en las preguntas de la

encuesta.

Los individuos ubicados en el cuadrante | tendrian un consumo que ha sido
denominado “episodio alcohdlico” es decir, un consumo muy intenso (7 a 9
porciones por ocasion) pero mas distanciado (2 a 3 veces a la semana), con
sentimientos de culpa tras la ingesta, alteracion del desarrollo normal de sus
actividades luego a haber bebido (mensualmente), consumo matutino
(semanalmente) y pérdida de memoria (mensualmente). Por otro lado, los
individuos situados en el cuadrante IV serian individuos con alto y mas frecuente
consumo de alcohol, con una cantidad de 10 o mas tragos por ocasion, en mayor
frecuencia (mas de 4 veces a la semana), pero con un consumo matutino y
frecuencia de episodios de pérdida de memoria menor (mensualmente) tras la

ingesta de esta sustancia.

La relevancia del andlisis de los patrones de respuesta de cada pregunta en
el cuestionario AUDIT radica en que permiten ahondar en la interpretacién de las
conductas subyacentes de los individuos respecto al alcohol. Por ejemplo, indagar
si aquellos individuos que poseen una mayor o menor frecuencia de consumo
pueden estar consumiendo mayor o menor cantidad de alcohol en una ocasion o

enfrentando episodios de pérdida de control de consumo y/o de memoria.

Desde el término del Proyecto del Genoma Humano en el afio 2003 y el
Proyecto Internacional de HapMap en el afio 2005, se pusieron a disposicion
bases de datos computarizadas y online que contenian referencias de la
secuencia del genoma humano, mapa de su variacion y ademas sets de

herramientas que permitian su rapido y preciso analisis.

Los Estudios de Asociacion del Genoma Completo (Genome-Wide
Association Studies, GWAS) han sido sumamente importantes en el
descubrimiento de genes candidatos en la predisposicion a ciertas enfermedades.
Esta aproximacion en el caso particular de la dependencia al alcohol ha permitido

descubrir variados sitios que tendrian asociacion con el desarrollo de esta
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enfermedad (Luo et al., 2006; Tabakoff et al., 2009; Park et al., 2013; Gelernter et
al., 2014; Nieratschker et al., 2013; Zhang et al., 2014). Los genes candidatos mas
conocido son ADH1B y ADH4 en el cromosoma 4 y en el gen ALDH2 en el
cromosoma 12, los cuales tienen la caracteristica de tener una relaciébn conocida

con su fenotipo.

Para el caso de Chile -y tomando en cuenta los altos indices de consumo
de alcohol para la regién- no existia una recopilacion de esta informacion. De esta
manera, el estudio intenté centrarse no solo en el pool genético de esta poblacién
en particular sino también en una posible asociacion con los particulares patrones

de consumo de alcohol de esta zona.

En primer lugar, respecto a las frecuencias alélicas, genotipicas y
fenotipicas para ambos marcadores de proteccion (alelo “A”), éstas presentaron
porcentajes similares y bajos (0%-5%) al resto de los reportados para poblacion
americana. Esta situacion es concordante con lo esperado al considerar la historia
evolutiva de este gen, ya que el alelo normal “G” tanto para la variante ADH1B*2

como ALDH2*2 corresponderian al caracter ancestral en humanos.

En el caso de la variante inactiva de ALDH2*2 (alelo “A”), el bajo porcentaje
en el continente puede ser explicado tanto por la premisa de: (i) una mutacion pre-
migracion a América seguido por un cuello de botella que habria eliminado este
alelo en las poblaciones que llegaron a América o bien (ii) una mutacién post-
migracion a América en poblacion del Este del Asia debido a factores selectivos

particulares de esa zona geografica como ha establecido Oota et al (2004).

Se ha hipotetizado que el surgimiento y alta presencia de la variante
inactiva ALDH2*2 en Asia responde a eventos selectivos particulares, los cuales
tendrian relacion con funciones asociadas a enfermedades propias de la regién
del Este de Asia. El primer evento se deberia a que la variante inactiva del gen
ALDH2 tendria otras funciones esenciales en 6rganos como el rinidn, masculo del
corazon en adultos y pulmones fetales, donde este gen también se expresa. Un

segundo evento selectivo de la variante inactiva, podria deberse a que altas
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concentraciones del acetaldehido en la sangre debido al consumo de alcohol
inhibirian el crecimiento de un parasito llamado Entamoeba histolytica, el cual

causa la muerte via Ulceras intestinales en el Este de Asia (Oota et al., 2004).

En el caso de la variante de metabolizacion mas rapida de ADH1B*2 (alelo
“A”) que se encuentra en alto porcentaje en el Este de Asia, se ha hipotetizado
gue el surgimiento de la agricultura del arroz hace 10.000 afios puede haber
funcionado como un mecanismo de seleccidn, generando cambios en el pool
genético de las poblaciones. Esto habria generado una seleccion positiva — y un
aumento porcentual paulatino en la poblacion- para la variante de metabolizacion
rapida ADH1B*2, alelo “A” en forma de un cline marcado de Este a Oeste. Esta
variante habria permitido a los individuos protegerse ante el consumo excesivo de
etanol y ante los efectos a largo plazo de esta sustancia en el organismo (Peng et
al., 2010).

La teoria de la domesticacion del arroz en el Este de Asia podria explicar el
surgimiento de una variante de metabolizacién rapida del alcohol (ADH1B2*2) ante
la continua exposicion al etanol dada por la fermentacion del arroz. No obstante,
no se ha podido explicar la baja frecuencia de este alelo en América, donde la
fermentacion de otro tipo de granos como el maiz también fue usado como
materia prima para la produccién de alimentos fermentados y brebajes por un
largo tiempo (Pierce, 2014). Esto podria apuntar a que a que si hubo seleccion en

genes metabolicos del alcohol, podrian corresponder a otros genes de ADH.

En nativos amerindios se han realizado investigaciones sobre genes de
ADH que podrian cumplir un rol protector en estas poblaciones. No obstante la
evidencia no ha sido robusta e incluso algunos resultados han sido confusos y
contradictorios. Se ha hipotetizado que ADH1C*1 tendria un rol protector en
poblacion amerindia, no obstante, presenta desequilibrio de ligamiento con
ADH1B*2, lo que no permite hablar de un efecto independiente de esta variable
genética (Edenberg et al.,, 2006). Estudios de poblacion americana-mexicana

determinaron que la variante ADH1C*1 seria protectora contra el abuso del alcohol
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(Chen et al., 1999), no obstante esta misma variante fue asociada a “episodios

alcoholicos” en poblacion americana (Konishi et al., 2003).

El alelo ancestral del gen ADH4 y considerado de riesgo se encuentra en
América en un 56%, en Espafia en un 36% y en Asia en un 19%. Se observé que
muestra de este estudio presenta diferencias significativas con resto de América,
con la presencia de un 66% en poblacién chilena mestiza. No obstante un un
andlisis posterior con la muestra de Chile en relacion a cada una de las muestras
de 1000Genomes por separado, en este caso se observé que las diferencias

fueron sélo significativas con Puerto Rico.

Si bien los tres marcadores se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W), la explicacion para las diferencias significativas del marcador ADHA4
(rs1800759) entre América, Asia y Europa podria deberse a: (i) muestra pequefia
gue puede haber generado una sobrerrepresentacion del alelo de riesgo “T”, (ii)
sesgo de la muestra al no considerar nivel socioeconémico 0 ancestria como
variables que podrian incidir en la frecuencia de este alelo y (iii) efecto fundador en
América durante poblamiento americano, donde las poblaciones que llegaron
habrian tenido una alta frecuencia del alelo de riesgo “T”; frecuencia alta que se
habria mantenido hasta el dia de hoy pese a las migraciones. Se ha establecido
una divergencia temprana entre las poblaciones que poblaron América (Gravel et
al.,, 2013) lo cual habria generado un gradiente de diversidad genética
(disminucion de variabilidad hacia el sur), como la diferenciacion con poblaciones
fundadores de Siberia (Wang et al., 2007).

La hipétesis respecto a un efecto fundador durante el poblamiento
americano podria estar respaldada por los datos recopilados en ALFRED (The
Alelle Frequency Database) , donde el porcentaje del alelo de riesgo en poblacion
de Siberia seria cercano al 41%, mientras que en poblacion amerindia este

porcentaje oscilaria entre 50% a 88%.

Por otro lado, la hipotesis de seleccion natural fue llevada a cabo mediante

una simulacién (con una heredabilidad del 50% en 20 generaciones). El porcentaje
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de aumento no fue de mas del 5%, es decir, de esta manera, si estuviese existido
seleccion natural de este alelo, habria sido un proceso muy lento que no seria
capaz de explicar los altos porcentajes en poblacion chilena. Cabe recordar que
este marcador se encuentra en equilibrio de H-W, lo que hizo suponer que no se

estaria dando un proceso de seleccion.

La distribucion y frecuencias tanto para el fenotipo riesgoso como protector
segun puntaje AUDIT correspondieron al azar. De esta manera, individuos con
patrones de “consumo perjudicial o de dependencia’ eran portadores de un
fenotipo normal para la variante ADH4, mientras que aquellos con fenotipo
riesgoso se distribuirian hacia el centro de masa del grafico donde se encontraban
los puntajes entre 5 y 10 puntos. No obstante, para el caso del fenotipo protector,
ninguno de los individuos de mayor puntaje presenté el fenotipo protector, aunque

esto podria deberse a la baja frecuencia del alelo protector de por si.

Existieron excepciones, donde el patron de consumo de algunos individuos
fue congruente con su fenotipo (UCH-A41, UCH-A19, UCH-A49, UCH-A186, UCH-
Al42, UCH-A14, UCH-A165). Si bien como se explic6 anteriormente no fue
posible establecer una asociacion entre ambas variables, esta situacion es de
relevancia ya que podria representar un factor de riesgo a la dependencia del

alcohol para este grupo.

No se obtuvieron diferencias significativas en el promedio del puntaje
AUDIT para individuos con fenotipos normal o protector heterocigoto para el
marcador ADH1B*2 ni para los individuos con fenotipo normal o riesgoso para el
marcador ADH4 SNP6.

En esta investigacion se aplicd el método exploratorio MCA con la finalidad
de revelar tendencias entre fenotipos y patrones de consumo. Ademas se genero
un modelo explicativo (regresion lineal) para contrastar nuestra hipotesis. Sin
embargo, en ambos casos no fue posible observar una posible relacion entre los

fenotipos de los individuos y sus patrones de consumo.
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Este estudio presenté algunas limitaciones metodolégicas. La muestra
corresponde a un segmento etario acotado de la Universidad de Chile,
principalmente de la Facultad de Ciencias Sociales, por ende los resultados sobre
patrones de consumo de alcohol pueden no ser representativos de la poblacién de
la Regién Metropolitana o Chile. Se propone aumentar la muestra no sélo a
instituciones universitarias, sino ademas recopilar informacién social y biologica
relevante que permita caracterizar de mejor manera la muestra como: nivel
socioeconOmico, nivel de estudios, sintomatologia al beber, parientes con

alcoholismo, ancestria, etc.

Para este estudio no se considerd la variable socioeconémica y de
ancestria. Como se ha planteado para poblacion chilena de la Region
Metropolitana, existiria una estrecha relacion entre las estructuras socioeconémica
y el componente genético, siendo la proporcion de componente amerindio y
europeo disimil entre estratos (Valenzuela, 2011; Gonzélez, 2012). De esta
manera la muestra podria estar sesgada al representar solo una parte del pool

genético de la Regién Metropolitana.

La exploracion de las causas de la alta frecuencia de la variante de riesgo
para el gen ADH4 no fue parte de los objetivos de esta investigacién. No obstante
se propone para subsanar las dificultades metodologicas ampliar en estudios
futuros el tamafo de la muestra, ademas de considerar variables como la
ancestria (a partir de marcadores genéticos) y nivel socioeconémico. Por otro lado
para contrastar la hipotesis de un posible efecto fundador en América del Sur se
propone determinar la frecuencia del alelo de riesgo en poblaciones amerindias de
Chile con el fin de explicar las altas frecuencias de este alelo Chile en relacion a

Asia, Europay el resto de América.

Se caracterizé a la poblaciébn en términos de variantes genéticas, no
obstante debe considerarse en otros estudios los factores epigenéticos. Esta
situacion tiene relevancia principalmente para el marcador ADH4 rs1800759 ya

gue se ha sugerido que el consumo de alcohol puede operar como un factor
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ambiental, el cual puede alterar los niveles de expresion de los genes
(Nieratschker et.al, 2013).En el caso particular de Chile, el elevado consumo de
alcohol en el pais podria estar actuando como factor selectivo, generado una
mayor transcripcion del gen ADH4. Para contrastar esta hipoétesis seria necesario
previa genotipificacién, medir las concentraciones de la enzima ADH4 en el higado

en individuos con menor y mayor consumo de alcohol.

La ausencia de una asociacion entre patrones de consumo y fenotipos de
ADH1B*2 y ADH4 (SNP6) puede deberse a la compleja etiologia de la enfermedad
del alcoholismo, la cual amerita el estudio de un conjunto mayor de genes que
podrian estar involucrados en los patrones de consumo de alcohol, asi como de

las variables ambientales y culturales que gatillan los distintos fenotipos.

Recientes estudios de GWAS han obtenido mayor evidencia de la
asociacion entre ADH y ALDH con la dependencia al alcohol. No obstante, a su
vez se han propuesto nuevos genes candidatos involucrados en el consumo vy
dependencia al alcohol, entre estos se encuentran aquellos involucrados con los
receptores de GABA, de sintesis de GABA y aquellos relacionados con la
transmision dopaminérgica, cadherina 11 (CDH11), cadherina 13 (CDH13), factor
transcripcional de globina (GATA4), entre otros (Tabakoff et.al, 2009; Nieratschker
et.al, 2013).

Finalmente es necesario destacar la importancia de este tipo de estudios
relacionados con el consumo de alcohol en poblacion chilena. La estandarizacion
y estudio integral de variables tanto sociales como bioldgicas son indispensables a
la hora de caracterizar la diversidad de la poblacién y evaluar cdmo esto puede ser
una herramienta para abordar - desde otra perspectiva- una enfermedad tan
compleja y preponderante en Chile como el alcoholismo. Estudios que sin duda
debiesen ser un aporte en la creacion de politicas publicas de prevencion en

poblacion de Santiago de Chile.
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11. CONCLUSIONES

Los estudios llevados a cabo en Chile respecto al consumo y abuso del
alcohol en la poblacién han sido enfocados principalmente desde una perspectiva
psicolégica y socioldgica, teniendo como finalidad la comprension de esta
enfermedad y su prevencion. No obstante, es necesario enfocar esta problematica
no solo desde la variacion del comportamiento entre individuos o poblaciones, sino
gue también considerar como factor coayudante la variacién biol6gica humana. De
esta manera, este estudio tuvo el objetivo fue contrastar si la menor o mayor
tolerancia (e términos genéticos) a esta sustancia podria estar determinando los

patrones de consumo en poblacion universitaria de Santiago de Chile.

Respecto a la escala de clasificacion de los patrones de consumo de
alcohol se observaron diferencias entre aquella propuesta por la OMS y la
recomendada para Chile, teniendo mayor importancia en el caso de las personas

gue presentan abuso de alcohol.

A diferencia de lo descrito en el Noveno Estudio de Drogas en Poblacién
General de Chile del afio 2010, en este estudio no se encontraron diferencias
significativas en las medias del puntaje AUDIT entre hombres y mujeres, asi como

tampoco para la proporcién de ambos grupos por patrén de consumo.

Los analisis exploratorios (MCA) de la encuesta AUDIT permitieron
profundizar en los datos para su interpretacion. Se encontré6 que la variable
suplementaria que explica mejor variacién es la clasificacion de patrones de
consumo de alcohol de la OMS, seguido por el puntaje AUDIT. Por el contrario, las
variables suplementarias que entregan menor informacion respecto al consumo

son el sexo y la edad.

Asi también, existen preguntas de la encuesta que serian mas relevantes a
la hora de clasificar patrones de consumo de alcohol, las que corresponderian a

aguellas asociadas a pérdida de memoria en ocasiones de consumo de alcohol,
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frecuencia del consumo elevado, pérdida de control sobre el consumo y aumento

de la relevancia del consumo.

El puntaje AUDIT permite separar a los individuos en grupos de consumo
de alcohol. No obstante, el analisis del patron de respuesta de todas las preguntas
de la encuesta permite distinguir “subpatrones” de consumo de alcohol. Los
“subpatrones” en individuos de alto puntaje AUDIT corresponden a dos: (i) alto y
espaciado consumo de alcohol, llamado “episodio alcohdlico” y (ii) alto y constante
consumo de alcohol; clasificaciones que no estan considerados en el manual de

aplicacion del cuestionario AUDIT disefiado por la OMS.

Se encontré6 que todos los marcadores se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg. En términos genéticos no se encontraron diferencias
significativas entre Chile y América para alelos y fenotipos de proteccion. Si hubo
diferencias significativas para el genotipo y fenotipo de riesgo, con Puerto Rico.
Por otro lado, el alto porcentaje del alelo de riesgo para América podria deberse a
problemas metodoldgicos de muestreo, ausencia del control de variables como la

ancestria o a procesos evolutivos como un efecto fundador inicial en América.

Respecto al puntaje AUDIT y el marcador ADH1B2*2 se encontr6 una
tendencia donde aquellos individuos con mayor puntaje poseian un fenotipo de
metabolizacion normal y aquellos con menor puntaje tenian fenotipo de riesgo
reducido, es decir, genotipo protector heterocigoto. Por otro lado, para el marcador
ADH4 SNP6, se encontrd una distribucion inconsistente respecto al puntaje AUDIT
y los fenotipos normales o de riesgo. Asi como también la comparacion de medias
de puntaje AUDIT entre fenotipos para el marcador ADH1B2*2 y ADH4 SNP6 no

tuvo diferencia significativas.

Cabe destacar que hubo algunas excepciones, donde individuos con
consumo perjudicial de alcohol eran portadores de fenotipos de riesgo;
combinacion que podria representar un factor de riesgo a la dependencia del

alcohol para éstos.
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Finalmente, para contrastar nuestra hipotesis se disefi6 un modelo de
regresion lineal mdultiple, el cual no fue explicativo de la variacion del puntaje

AUDIT en nuestra muestra.

Esta investigacion permitié evaluar y generar un reporte mas actualizado
sobre los patrones de consumo en estudiantes de 18 a 25 afios de la Universidad
de Chile del afio 2013-2014. Por otro lado, el andlisis genético de las variantes
asociadas a la tolerancia e intolerancia al alcohol fueron un primer sondeo sobre la
distribucion y frecuencia de estos marcadores en poblacion mestiza chilena, para
el alelo de riesgo “T” del gen ADH4 en relacion a Europa, Asia y el resto de
América. De esta manera queda la interrogante respecto a la historia evolutiva de
la poblacién chilena y América, la alta frecuencia de este alelo en poblaciones
parentales amerindias, ademas de la posible asociacion entre la alta frecuencia de
este fenotipo de riesgo-dependencia al alcohol y el riesgoso patron de consumo de

alcohol en conjunto con las altas tasas de alcoholismo en el pais.
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13. ANEXO

Cluster de ADH, Cromosoma 4

Posicién cromosamica: 100749269 Posicién cromosamica: 100385141

T I

L N A T T

Clase CNIF | ey
Gen ADHT ADH1C ADH1B ADHIA ADH6 ADH4 ADHS5
Alias ADH3} ADH!?  ADH1

Subunidad po¢ ¥ p i lIsoenzima de ADHE = i

Figura 2.3.1.1.2. Esquema de la posicion del cluster de ADH con sus genes y subunidades
resultantes respectivas. Extraido de Luo et al.,(2006).

Tabla 2.3.1.1.1 Se muestran los genes del cluster ADH y ALDH, su cédigo de secuencia,
clase, ubicacién, nombre proteinas, velocidad de metabolizacién y tejido en el que actla. Extraida
de “The Medical Biochemestry Page” (King, 1996-2012).

K M
Ubicacion Nombre de m(”.‘ )
Nombre . Clase . Velocidad .
Secuencia (Locus) laproteina N Tejido
del Gen del Gen (subunidad) metabolizacion
etanol
ﬁADDHHIS NM_(;OO66 I Cr. 4923 a 4.0 Higado
ADH1B*1 NM_00066 Higado,
(ADH2*1) 8 Slas G2 By 0.05 pulmon
ADH1B*2
NM—gOOGG Cr. 4 q23 B, 0.9 Higado
(ADH2*2)
ADH1B*3
NM—EOOBG Cr. 4 ¢23 B 40 Higado
(ADH2*3)
ADH1C*1 Higado,
NM—SOOBG Cr. 4923 Y1 1.0 estdbmag
(ADH3*1) o
ADH1C*2 Higado,
NM—SOOBG Cr. 4923 Y2 0.6 estdbmag
(ADH3*2) 0
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ADHa  NM-00067 o 4 20 M 30 gade.
0 cornea
Distribu
(235)50 NM—20067 Il Cr.4q23 X >1000 cion
amplia
ADHE NM_ZOO67 Vv Cr. 4023 ADH6 No se sabe Es;ooma
Higado,
ADH7  NM_00067 Y, Cr. 4 923- , 30 estomag
3 Moo
q24 0

Tabla 2.5.1. Tablas que presentan la distribucion en distintas poblaciones del mundo de las
variantes ADH y ALDH involucradas en la riesgo-dependencia y proteccién al alcohol. Extraidas de
National Library of Medicine and National Center for Biotechnology Information of the National
Institutes of Health (2002).

Distribuciones poblacionales frecuencias alélicas ADH1B*2 rs1229984

Frecuencia  Frecuencia

Abreviacion Descripcion

paraT para C
ASW (A) Ancestria Africana en el Sudeste de USA. NA NA
CEU (©) Residentes de Utah con ancest.n'a europea del 0% 100%

norte y Oeste de la coleccion CEPH.

CHB (H) Chinos Han en Beijing, China 77% 23%
CHD (D) Chinos en Denver Metropolitano, Colorado NA NA
GIG (G) Indios Guijarati en Houston, Texas NA NA
JPT (J) Japoneses en Tokio, Japon 74% 26%
LWK (L) Luhya en Webuye, Kenia NA NA
MEX (M) Ascendencia mejicana en Los Angeles, California NA NA
MKK (K) Maasai en Kinyawa, Kenya NA NA
TSI (T) Toscana en ltalia NA NA
YRI (Y) Yoruban en Ibadan, Nigeria 0% 100%
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Distribuciones poblacionales frecuencias alélicas ALDH2*2 rs671

o o Frecuencia  Frecuencia
Abreviacién Descripcion
para G para A
ASW (A) Ancestria Africana en el Sudeste de USA. NA NA
Residentes de Utah con ancestria europea del
CEU (C) y 100% 0%
norte y Oeste de la coleccién CEPH.
CHB (H) Chinos Han en Beijing, China 84% 16%
CHD (D) Chinos en Denver Metropolitano, Colorado 74% 26%
GIG (G) Indios Guijarati en Houston, Texas NA NA
JPT (J) Japoneses en Tokio, Japon 78% 22%
LWK (L) Luhya en Webuye, Kenia 100% 0%
MEX (M) Ascendencia mejicana en Los Angeles, California 98% 2%
MKK (K) Maasai en Kinyawa, Kenya NA NA
TSI (T) Toscana en ltalia NA NA
YRI (Y) Yoruban en Ibadan, Nigeria 100% 0%

Distribuciones poblacionales frecuencias alélicas ADH4 rs1800759

o o Frecuencia Frecuencia
Abreviacion Descripcion
paraT para G
ASW (A) Ancestria Africana en el Sudeste de USA. 79% 21%
Residentes de Utah con ancestria europea del
CEU (C) » 38% 62%
norte y Oeste de la coleccién CEPH.
CHB (H) Chinos Han en Beijing, China 22% 78%
CHD (D) Chinos en Denver Metropolitano, Colorado 11% 89%
GIG (G) Indios Guijarati en Houston, Texas 10% 90%
JPT (J) Japoneses en Tokio, Japén 17% 83%
LWK (L) Luhya en Webuye, Kenia 82% 18%
MEX (M) Ascendencia mejicana en Los Angeles, California 57% 43%
MKK (K) Maasai en Kinyawa, Kenya 72% 28%
TSI (T) Toscana en ltalia 42% 58%
YRI (Y) Yoruban en Ibadan, Nigeria 87% 13%
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Consentimiento Informado para Aplicacién del Cuestionario de
Identificacién de los Trastornos debidos al Consumo de Alcohol (AUDIT)

En esta carta, se entrega la informacion necesaria para que usted decida si acepta, o no,

colaborar con sus muestras en la realizacion de este nuevo estudio, denominado:

“Patrones de consumo y variantes genéticas involucradas en la tolerancia del alcohol en
poblacién universitaria de Santiago de Chile”.

Esta investigacion se llevara a cabo en el Departamento de Antropologia de la Universidad
de Chile, y busca analizar la relacién de los patrones de consumo con los genes involucrados en la
metabolizaciéon del alcohol en la poblacién de Santiago de Chile. Cabe destacar que estas
variantes se presentan con normalidad en las poblaciones y que por lo tanto, la identificacion e
informacion de éstas no significa un determinante a la hora de evaluar el riesgo o dependencia al
alcohol en los individuos. De esta manera la informacién obtenida NO permite para hacer

conjeturas de este tipo.

Para este estudio se requiere que los participantes estén dispuestos a responder un
cuestionario respecto a habitos de consumo de alcohol. Este cuestionario ha sido desarrollado por
la Organizaciéon Mundial de la Salud y entrega una visidon general y rapida sobre los patrones de

consumo de alcohol.

Este método consiste en seleccionar los items que mejor distinguen a los bebedores de
bajo riesgo de aquellos con consumo de riesgo, perjudicial y dependencia al alcohol. La
sensibilidad y especificidad de cada uno de los items seleccionados para el cuestionario han sido
calculados para multiples criterios (p.ej. consumo diario medio de alcohol, intoxicacidn recurrente,
presencia de al menos un sintoma de dependencia, diagnéstico de abuso o dependencia de

alcohol y auto-percepcion del problema con la bebida).

Los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y formaran parte de articulos
cientificos en los que se mostraran los resultados generales del presente estudio, sin mencionar

nombres ni otra forma de identificacién de las personas donantes.

En caso de cualquier consulta, usted puede contactarse con el responsable de este
proyecto cuando lo requiera, cuyos datos son los que se indican a continuacion: Sergio Flores
Carrasco; direccion: Ignacio Carrera Pinto N°1045, Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad
de Chile; teléfono: (02)978 77 58; e-mail: sfloresc@uchile.cl y Constanza Silva Gallardo; direccion:

Ignacio Carrera Pinto N°1045, Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad de Chile; teléfono:
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(02)978 77 58; e-mail: silvagallardoc@gmail.com. Ademas, podra comunicarse con el Prof. Raul
Villarroel, Presidente del Comité de Etica de la Investigacién en Ciencias Sociales y Humanidades
de la Facultad de Filosofia y Humanidades de la Universidad de Chile, quienes aprobaron este

estudio, al teléfono: (02) 978 70 26 o al correo electrénico: comitedeetica@uchile.cl.

Con su firma usted declara que su participacién es voluntaria, informada, y que no se debe
a influencia o presion por parte del equipo de investigacion. Por otro lado, usted tiene el derecho a

negarse a su participacion en este proyecto.

Declaracién de Aceptacién de su Participacién.

Con esto declaro que:

“He sido invitado(a) participar en el estudio ‘Patrones de consumo y su relacion con
variantes enzimaticas involucradas en la profeccion y dependencia a esta sustancia en poblacion
de Santiago de Chile”. He leido detenidamente en qué consiste el proyecto y mi participacion en
él, se me ha informado sobre los objetivos de esta investigacion y he tenido tiempo para hacer
preguntas, las cuales se me ha contestado claramente. De esta manera, acepfo participar

voluntariamente y s€ que tengo el derecho a retirarme en cualquier momento’.

Deseo recibir la informacion via e-mail sobre mi genotipo en relacién intolerancia o tolerancia al

alcohol y tener acceso a los resultados de esta investigacion.

Email:

No deseo recibir la informaciéon via e-mail sobre mi genotipo en relacion intolerancia o
tolerancia al alcohol o tener acceso a los resultados de esta investigacion (Si Ud. posteriormente

cambia de opinién, puede comunicarse con el encargado de este estudio)

Firma del Participante Nombre y Firma del Responsable del Estudio

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
N QOENCIAS YH
Facultad de Filosofla y Humanidades
UNIVERSIDAD DE CHILE
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Cuestionario de Identificacion de los Trastornos debidos al Consumo de Alcohol (AUDIT).
N° Identificacion:

Edad:

Sexo:

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

. Una o menos veces al mes

. De 2 a4 veces al mes

. De 2 a 3 veces ala semana

A WO N ~ O -

. Cuatro o mas veces a la semana

2. ¢ Qué cantidad de bebidas alcohdlicas suele ingerir en un dia
de consumo normal?

0.102

1.304

2.506

3.De7a9

4. 10 o mas

3. ¢Con qué frecuencia toma 6 o mas bebidas alcohdlicas en una sola ocasion
de consumo?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

4. ;Con qué frecuencia en el curso del ultimo afo ha sido incapaz de parar de beber una vez habia
empezado?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

5. ¢Con qué frecuencia en el curso del ultimo afio no pudo hacer lo que se esperaba de usted porque habia
bebido?

0. Nunca
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1. Menos de una vez al mes
2. Mensualmente
3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

6. ¢, Con qué frecuencia en el curso del ultimo afio ha necesitado beber en ayunas para recuperarse después
de haber bebido mucho el dia anterior?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

7. ¢ Con qué frecuencia en el curso del ultimo afio ha tenido remordimientos o sentimientos de culpa después
de haber bebido?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

8. ¢ Con qué frecuencia en el curso del ultimo afio no ha podido recordar lo que sucedio la noche anterior
porque habia estado bebiendo?

0. Nunca

1. Menos de una vez al mes

2. Mensualmente

3. Semanalmente

4. A diario o casi a diario

9. ¢ Usted o alguna otra persona han resultado heridos porque usted habia bebido?
0. No
2. Si, pero no en el curso del ultimo afo

4. Si, el ultimo afio

10. ¢ Algun familiar, amigo, médico o profesional sanitario ha mostrado preocupacion por su consumo de

bebidas alcohdlicas o le ha sugerido que deje de beber?

0. No
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2. Si, pero no en el curso del ultimo afio

4. Si, el ultimo afo
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Consentimiento Informado para toma de Muestras Biolégicas

En esta carta, se entrega la informacion necesaria para que usted decida si acepta, o no,

colaborar con sus muestras en la realizacion de este nuevo estudio, denominado:

“Patrones de consumo y variantes genéticas involucradas en la tolerancia del

alcohol en poblacién universitaria de Santiago de Chile”.

Esta investigacion se llevara a cabo en el Departamento de Antropologia de la Universidad
de Chile, y busca analizar la relacion de los patrones de consumo de alcohol con los genes

involucrados en la metabolizacion de esta sustancia en poblacion de Santiago de Chile.

Existen variantes genéticas que permiten metabolizar de manera ineficiente o eficiente el
etanol llamadas variantes de proteccion o riesgo—dependencia respectivamente, las cuales se
presentan con normalidad en todas las poblaciones a nivel mundial. Las variables de proteccion —
que metabolizan ineficientemente el alcohol- otorgar a los individuos reacciones fisioldgicas
adversas. Por el contrario aquellas variables llamadas de riesgo-dependencia mayor otorgan una
mayor eficiencia en la digestion de esta sustancia. De esta manera se pretende evaluar la

capacidad metabdlica de los individuos en relacion a los patrones de consumo de esta sustancia.

La identificacién e informacion de éstas no significa un determinante a la hora de evaluar el
riesgo o dependencia al alcohol en los individuos, ya que en esta patologia operan un sinnimero
de genes, ademas de componentes socioculturales variados. De esta manera la informacién
obtenida NO permite predecir esta condicion a futuro, sino solo evaluar la capacidad de

metabolizacién del alcohol en los individuos.

La colaboracién que se le solicita consiste en la donaciéon de una muestra de saliva de 2 a
3 ml. Este procedimiento no tomara mas de 5 minutos, no existiendo riesgos, complicaciones

meédicas o efectos no deseados.

Con su colaboracion, no existe un beneficio directo para usted. No obstante, su

participacion permitira a los investigadores conocer nuevos datos sobre este tema en Chile.

Los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y formaran parte de una Memoria
de pregrado, conducente al titulo profesional de Antropdélogo Fisico y comunicaciones cientificas en
los que se mostraran los resultados generales del presente estudio, sin mencionar nombres ni otra
forma de identificacion de las personas donantes. Las muestras seran etiquetadas con un cédigo y

los datos no seran usados con propésitos diferentes a los explicados en este documento, ni
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tampoco seran usados por personas diferentes a las involucradas en el desarrollo de este estudio.

Ademas, al finalizar la investigacion las muestras seran eliminadas.

Dado que las muestras no contendran nombre alguno para conocer el genotipo se le hara
llegar a su mail personal sus resultados, ademas de tener acceso a los resultados poblacionales

del estudio.

En caso de cualquier consulta, usted puede contactarse con los responsables de este
proyecto cuando lo requiera, cuyos datos son los que se indican a continuacion: Constanza Silva
Gallardo; direccion: Ignacio Carrera Pinto N°1045, Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad
de Chile; teléfono: 9 609 11 33; e-mail: silvagallardoc@gmail.com. Ademas, podra comunicarse
con el prof. Raul Villarroel, Presidente del Comité de Etica de la Investigacién en Ciencias Sociales
y Humanidades de la Facultad de Filosofia y Humanidades de la Universidad de Chile, quienes
aprobaron este estudio, al teléfono: (02) 978 70 26 o al correo electronico:

comitedeetica@uchile.cl.

Con su firma usted declara que su participacién es voluntaria, informada, y que no se debe
a influencia o presion por parte del equipo de investigacién. Usted tiene el derecho a negarse a su
participacion en este proyecto como también —en caso de aceptar en primera instancia a participar-

a retirarse en cualquier momento del estudio, sin explicacion o perjuicio.

En el caso de aceptar participar en este proyecto, se firmaran dos ejemplares de este
documento, quedando de esta manera una copia para usted, con la firma y datos del investigador

responsable y la informacién de la investigacion.

Declaracién de Aceptacién de su Participacion.

Con esto declaro que:

‘He sido invitado(a) participar en el estudio ‘Patrones de consumo y su relacion con
variantes enzimalticas involucradas en la profeccion y dependencia a esta sustancia en poblacion
de Santiago de Chile”. He leido defenidamente en qué consiste el proyecto y mi participacion en
él, se me ha informado sobre los objetivos de esta investigacion y he tenido tiempo para hacer
preguntas, las cuales se me ha contestado claramente. De esta manera, acepfo participar
voluntariamente y sé que ftengo el derecho a retirarme en cualquier momento del estudio, sin

explicacion o perjuicio’.
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Deseo recibir la informacion via e-mail sobre mi genotipo en relacién intolerancia o tolerancia
al alcohol y tener acceso a los resultados poblacionales de esta investigacion.

Email:

No deseo recibir la informaciéon via e-mail sobre mi genotipo en relacion intolerancia o

tolerancia al alcohol o tener acceso a los resultados poblacionales de esta investigacion (Si Ud.

posteriormente cambia de opinién, puede comunicarse con el encargado de este estudio)

Firma del Participante Nombre y Firma del Responsable del proyecto

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
Y
Facultad de Filosoffa y Humanidades
UNIVERSIDAD DE CHILE

108



