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RESUMEN

Introduccion: El consumo de alcohol se presenta fre-
cuentemente asociado a determinados delitos, siendo en
unas ocasiones atenuante o eximente, y en otras una
infraccion penal per se. Se han identificado numerosos
factores genéticos y ambientales que predisponen al con-
sumo de alcohol.

Nuestro objetivo ha sido estudiar la prevalencia del
polimorfismo 1le349Val en la alcohol deshidrogenasa IC
que da lugar a la isoforma gamma 2 (metabolizador
lento), y estudiar su asociacion con el consumo de alcohol
asi como reflexionar sobre la dimension de la implicacion
de estas variantes genéticas en la Medicina Legal.

Material y Métodos: Se ha genotipado el polimorfis-
mo lle 349Val en 869 individuos procedentes de una
poblacion mediterranea espaiola. Se ha estimado su pre-
valencia y su asociacion con el consumo de alcohol tanto
de manera continua como categorica.

Resultados: La prevalencia de la variante fue:
41%lle/lle, 44,5%lle/Val y 14%Val/Val. En las mujeres Val/Val
(homozigotas para la variante gamma 2), el consumo de
alcohol fue superior a las portadoras de la variante
gamma | (lle); p=0,0I3. Ademas, el riesgo de consumo
elevado de alcohol en estas mujeres fue estadisticamente
significativo (OR 2,59: IC al 95%: 1,01-6,65; p=0,048).

Conclusion: En nuestro estudio, la variante lle349val
en el gen de la Alcohol Deshidrogenasa IC esta asociada
con el riesgo de mayor consumo de alcohol en las muje-
res. Estos datos hacen pensar en la posibilidad futura de
valorar el perfil de genes asociados al consumo de alcohol
en personas imputadas en determinados actos en estado
de ebriedad, pudiendo matizar potencialmente la volunta-
riedad e imputabilidad de dicho acto ilicito.

Palabras clave: Etanol, Bebidas Alcohdlicas, Gen, Alcohol
Deshidrogenasa, Delito.
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ABSTRACT

Introduction: Alcohol consumption is present in
several crimes, being an extenuating or exculpating
circumstance. In other cases it represents per se a penal
infraction. Several genetic and environmental factors
predisposing to alcohol consumption have been identified.

Our aim is to study the prevalence of the lle349Val
polymorphism in the Alcohol Dehydrogenase |C, that
generates the gamma 2 isoform (slow metabolizers) and to
assess its association with alcohol consumption, and to
reflect upon the degree of the dimension of these genetic
variants in Legal Medicine.

Material and methods: We have genotyped 869
individuals from a Mediterranean Spanish population for the
lle349Val polymorphism in the ADH | C. We estimated the
prevalence of this polymorphism and we studied its
association with alcohol consumption. Continuous and
categorical analysis was carried out.

Results: Prevalence of this variant was: 41%lle/lle,
44,5%lle/Val and 14%Val/Nal. Women carrying the Val/Val
genotype (homozygous for the gamma 2 variant) had
greater alcohol consumption than carriers of the gamma |
(lle variant); p=0.013. Furthermore, the high alcohol
consumption risk was statistically significant (OR 2.59: 95%
Cl: 1.01-6.65. p=0.048).

Conclusions: In our study, the lle349Val variant in the
ADH | C gene is associated with greater risk of having high
alcohol consumption in women. This data suggest a future
possibility of assessing the genetic profile of alcohol
consumption-linked genes in case of individuals involved in
committing several acts when drunk, enabling us to
potentially clarify the responsibility for this illicit act.

Key words: Ethanol, Alcoholic Beverages, Gene, Alcohol
Dehydrogenase, Crime.
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INTRODUCCION:

El consumo de sustancias téxicas, entre ellas el alcohol, estd frecuentemente presen-
te en algunos delitos, siendo en algunas ocasiones el estado de ebriedad un atenuante e inclu-
so un eximente de culpa (C.P arts 20 y 21), mientras que en otras ocasiones, puede repre-
sentar per se un delito, como es el caso de los delitos contra la seguridad del tréfico (C.P arts
379-381).

En el consumo de alcohol influyen multiples factores ambientales (factores socioculturales
y psicoldgicos, educacion, enfermedades mentales, etc), y también genéticos. Asi pues, se considera el
abuso de alcohol como una enfermedad multifactorial, en la que estan implicados genes vy la
interaccién de éstos con el ambiente. Apenas se conocen los factores genéticos que pueden
modular el consumo de alcohol, si bien estudios llevados a cabo con individuos adoptados y con
gemelos han puesto de manifiesto que alrededor del 40-60% de la variacién en la vulnerabili-
dad al alcoholismo tendria una base genética [1,2].

Actualmente se estd investigando la implicacion de diversos polimorfismos genéticos en
genes candidatos relacionados con el metabolismo del etanol con la posible susceptibilidad genética
al consumo de alcohol.

El alcohol es degradado por oxidacién hepdtica, de forma predominante mediante el siste-
ma alcohol deshidrogenasa (ADH) citosdlica, que genera acetaldehido como resultado de su accidn
enzimatica, el cual serd substrato de la aldehido deshidrogenasa (ALDH) que lo degradara a su vez
a acetato. Menos de un 0% del etanol sigue otras vias degradativas como la del sistema microso-
mal hepatico v la catalasa. El primer paso del metabolismo del etanol en el organismo, podria expli-
car parte de la mayor o menor tolerancia al alcohol y sefalar diferencias en el comportamiento del
individuo frente a estas bebidas, debido a su mayor o menor toxicidad en funcién de su constitucidn
genética respecto a este metabolismo. La ADH Clase | comprende tres enzimas: ADHIA, ADH B
y ADHIC, siendo la alcohol deshidrogenasa |C (ADH | C, previamente llamada ADH3) la menos
estudiada. La alcohol deshidrogenasa |C, presenta dos isoformas, la gamma | y la gamma 2.
Gamma | se caracteriza por presentar isoleucina (lle) en el codén 349 y arginina (Arg) en el codén
279, frente a las formas gamma 2 que presentan valina (Val) y glutamina (GIn), respectivamente. [3].
Las formas gamma | codifican una enzima que presenta una velocidad de metabolizacién del
alcohol dos veces y media mayor que las formas gamma 2, lo que implicarfa una acumulacién de
su catabolito, el acetaldehido, [4,5] que es capaz de generar un cuadro metabdlico conocido
como “flushing” caracterizado por enrojecimiento facial, taquicardia y somnolencia [6] y que darfa
lugar a una respuesta de aversién al alcohol disminuyendo asf el riesgo de consumo del mismo [7].
Por el contrario, aquellos individuos cuya velocidad de metabolizacién fuera menor (formas
gamma 2) tendrfan mayor riesgo de consumir alcohol al no sufrir “flushing” tras una ingesta alcohd-
lica y prolongarse en el tiempo la presencia de etanol en sangre.

Si esta variante genética, junto a otras en otros genes como ADH2 y ALDH?2, llegara a
alcanzar el suficiente nivel de evidencia cientffica, quiza podria llevar consigo un replanteamiento de
la voluntariedad en la ingestién de bebidas alcohdlicas. En los casos en los que la ebriedad sea parte
sustancial de un injusto tipico, mediado la correspondiente prueba pericial, podrfa ser valorada por
el tribunal correspondiente como circunstancia modificadora de la responsabilidad. De igual forma,
también podria llegar a tener cierto valor procesal en los casos de reincidencia y en los casos de fra-
caso o abandono de tratamientos rehabilitadores.
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El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar la prevalencia de la variante genética
gamma 2 (metabolizadores lentos), medida a través del polimorfismo 1le349Val en el gen de la
ADHIC en poblacién general mediterrdnea espafiola, estudiar su asociacidon con el consumo de
alcohol y reflexionar sobre el posible alcance de la implicacién de estas variantes en el ambito de la
medicina legal.

MATERIAL Y METODOS:
Individuos

Se ha llevado a cabo un estudio transversal en 869 individuos adultos residentes en la
provincia de Valencia, con edades comprendidas entre 18 y 65 afios. La muestra fue selecciona-
da aleatoriamente entre pacientes y acompafantes que acudieron a una consulta de un centro de
Atencién Primaria de Salud entre Febrero de 2000 y Mayo de 2001. Tras informar del propdsito de
nuestro estudio, se les solicitd su consentimiento [8]. Se obtuvieron muestras de sangre venosa
periférica para realizar la extracciéon de ADN y se les administré un cuestionario para valorar el
consumo de alcohol. En dicho cuestionario se preguntaba sobre la frecuencia de consumo
semanal y de fin de semana de un listado de bebidas alcohdlicas incluyendo cerveza, vino blan-
co, vino tinto y rosado, cava, carajillo, cofiac, whisky, cubalibre, cazalla, martini, anis y vermut.
[9]. Para el calculo del consumo total de alcohol en gramos se utilizé la tabla de equivalencias de
graduacion alcohdlica [10],

Genotipado de la variante lle349Val

El ADN fue extraido mediante el método del fenol-cloroformo y posterior precipitacién
con etanol [ 17. Para la deteccidn de la variante genética denominada gamma 2, se determiné el
polimorfismo lle349Val ya que se encuentra en completo desequilibrio de ligamiento con la otra
variante (Arg279GIn), en el mismo gen. Para ello se realizd un reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR) en un volumen total de 25 [, con 30 ng de ADN, 2 mM de MgClI2, 10 mM de Tris HC
(pH=9), 0,1UM de cada cebador (5-GCT TTA AGA GTA AAT ATT CTG TCC CC-3"y 5-AAT
CTA CCT CTT TCC GAA GC-3) de acuerdo con el diseno de Groppi et al [12], 12 UM de cada
desoxinucledtido trifosfato y 0,5 unidades de Taq polimerasa (Promega Madison, USA). El produc-
to de PCR fue digerido con el enzima de restriccidon Sspl/ (Promega, Madison, USA) a 37°C
durante 4 horas. Los productos digeridos fueron sometidos a electroforesis en un gel de aga-
rosa al 3% vy visualizados mediante luz ultravioleta tras tincién con bromuro de etidio. Los dife-
rentes genotipos se identificaron en funcién de la presencia o ausencia de sitio de restriccién
para Sspl. Asf, la presencia del alelo lle generd un sitio de restriccién Ssp/ dando lugar a dos
fragmentos de 67 y 63 pares de bases (pb) mientras que el alelo 349Val se caracterizd por la
ausencia de sitio de restriccidon para Ssp/ 'y por tanto por la presencia de un sélo fragmento no
digerido de 130 pb.

Andlisis estadistico

Para la comparacion de medias se utilizaron el test T de Student vy el test de ANOVA segln
se compararan medias de dos o mads grupos para comparar variables continuas y el test de X2 para
comparar variables categdricas. La prueba X2 se utilizd también para comparar las frecuencias obser-
vadas y esperadas asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Se definié como consumidor habitual de alcohol aquellos individuos que consumian bebi-
das alcohdlicas de manera regular al menos una vez a la semana. Para estudiar la asociacién con el
consumo de alcohol se consideraron modelos dominantes, codominantes y recesivos, y de acuer-
do con ello se agruparon los portadores de las variantes de interés. Para estimar el riesgo de con-
sumo de alcohol segiin dicho polimorfismo se utilizaron modelos de regresidn logistica, calculando
la odds ratio (OR) y su intervalo de confianza (IC) al 95%. Se llevaron a cabo modelos de regresion
crudos v ajustados por posibles factores de confusion.

Se calculé el nivel de significacién de p bilateral para cada test y se considerd estadistica-
mente significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS:

Las caracteristicas sociodemogréficas de la muestra estudiada se indican en la tabla |. El
85,5% de los hombres y el 59,6% de las mujeres fueron clasificados como consumidores habitua-
les de alcohol (p<0,01). La prevalencia de genotipos en la poblacidn estudiada fue de 360 (41%)
lle/lle, 387 (44,5%) lle/Val y 122 (14%) Val/Val. La distribucion de genotipos no se mostrd discre-
pante con la distribucién de Hardy-Weinberg (p= 0,21). No existieron diferencias por género en el
genotipo ADHIC. No se encontraron diferencias de frecuencias en la distribucidn genotipica de las
variantes de ADH | C entre bebedores y no bebedores (tabla 2).

Consumidores de alcohol No consumidores de alcohol
(n=613) (n=256)
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
(n=313) (n=300) P (n=53) (n=203) p*
Edad (afios) 38,14+9,7 36,9+11,2 0,452 35,0+9,8 39,7+£11,7 <0,01
Fumadores n (%) 136 (43,5) 126 (42) 0,717 10 (18,9) 45(22,1) 0,233
Estado Civil 0,029 0,125
Soltero n (%) 92 (29,5) 112 (37,2) 19 (36) 46 (22,6)
Casado n (%) 213 (68) 171 (57,1) 33 (62) 142 (69,9)
Viudo n (%) 2(0,7) 2(0,7) 1(2) 5(2,5)
Divorciado n (%) 6 (2) 15 (5) 0 10 (5)
Nivel de estudios <0,01 <0,01
Sin estudios n (%) 0 1(0,3) 0 2(1,1)
Primarios n (%) 126 (40,3) 103 (34,3) 13 (24,5) 82 (40,5)
Secundarios n (%) 108 (34,5) 62 (20,6) 18 (34) 49 (24,2)
Diplomados n (%) 28 (9) 102 (34) 11 (20,7) 57 (27,9)
Licenciados n (%) 51 (16,2) 32 (10,8) 11 (20,8) 13 (6,3)

P*: Valores de p obtenido en las comparaciones por sexos los grupos de consumidores y no consumi-
dores de alcohol.

Tabla |. Caracteristicas sociodemogréficas de la muestra estudiada.
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No consumidores de alcohol Consumidores de alcohol

Val/Val n (%) 46 (18 %) 77 (12,6%)

lle/Val n (%) 109 (42,6%) 2374 (44,7%)

lle/lle n (%) 101 (39,5%) 262 (42,7%)
P* =0,112

P*: valor de p obtenido en el test de x2 en la comparacién de frecuencias entre con-
sumidores y no consumidores de alcohol.

Tabla Il. Distribucién de genotipos de la variante lle349Val en funcién del consumo de alcohol
en el total de la muestra.

Sin embargo, entre los bebedores, al estudiar la cantidad de alcohol consumido (media en
g/dia), s que se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre dicho consumo v los
genotipos de la ADH | C, fundamentalmente en mujeres.

Asi, al considerar sélo mujeres bebedoras habituales de alcohol, se obtuvo que la media
diaria de dicho consumo fue de 7,9£11,7 g/dia en las metabolizadoras lentas (Val/Val) frente a
4,552 g/d en las lle/Val y 4,8 g/d+6,3 g/dia en las lle/lle (p=0,043). Esta asociacién sugiere un
patrén recesivo de asociacidn en el que es necesario poseer los dos alelos mutados para que se
manifiesten los efectos. Al agrupar las homozigotas normales v las portadoras en heterocigois de la
variante Val y comparar los efectos se obtuvo los siguientes valores de consumo de alcohol:
4,6£5,7 g/dia en portadores lle frente a 7,9£11,7 g/dia en los Val/Val (p=0,013) (Fig. 1)

Consumo de alcohol (g/dia)

O = N w1 -~ @ W

llefle

p=0043

lle/Val Valfval
Genotipo lle349Val

Figura 1: Diferencias de consumo de alcohol en mujeres segtn el genotipo lle349Val.
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Al analizar los tipos de bebidas alcohdlicas seglin este patrén recesivo, destacan las grandes
diferencias obtenidas en las frecuencias de consumo de vino tinto entre semana, que fue tres veces
mas consumido en mujeres Val/Val, en comparacién con las portadoras lle (p=0,001). Cabe desta-
car las grandes diferencias en el consumo de cubalibres (de ginebra o vodka), tanto entre semana
(p= 0,030) como en el fin de semana (p= 0,001).

En los hombres no se observaron diferencias estadisticamente significativas en las medias
de consumo de alcohol entre los bebedores, en funcidon del polimorfismo, que fueron de
13,4£12,2 g/dia en Val/Val, 12,9£13,4 g/dia en lle/Val y 15,2+13,7 g/dia en lle/lle (p=0,384),
aunque para alguna de las bebidas analizadas como el whisky entre semana y la cafia de cerveza
en fin de semana, si que se observaron mayores frecuencias de consumo en los Val/Val, ambos
en el limite de la significacion estadistica (p=0,054).

Finalmente se estimd el riesgo de consumo elevado de alcohol (entendido éste como el
doble de la media de consumo de la poblacidn femenina: 2X5 g/dia= 10 g/dia) entre las mujeres
bebedoras asociado a la variante Val/Val. Se observé (tabla 3) que la prevalencia del genotipo Val/Val
fue del 20,5% en mujeres bebedoras de més de 10 g/dia, frente a 9,3% en mujeres bebedoras de
menos de 10 g/dia (p=0,038). El mayor riesgo de consumo elevado de alcohol, més de 10 g/dia,
asociado al genotipo Val/Val en mujeres (OR= 2,51 p= 0,044) permanecié estadisticamente
significativo tras ajustar por consumo de tabaco, edad, estado civil y nivel de estudio (OR= 2,59;
p= 0,048). En cambio en los hombres, la magnitud de la asociacién fue mucho menor, también

ajustada por las mismas variables, y no alcanzé la significacién estadistica (OR=1,15; p= 0,71 1).
Mujeres Mujeres
bebedoras bebedoras p OR simple p OR ajustada* p

<10 g/dia >10 g/dia

Portadores lle (ref) 90,7% 79,5%

2,51 2,59
0,038 (1,027-8,180) 0.044 (1 008-6,650) 0.048

Val/Val 9,3% 20,5%

* valor de p ajustado por edad, nivel de estudios, estado civil y consumo de tabaco.

Tabla Ill. Distribucién de porcentajes de genotipos de la ADH1C en funcién de la cantidad de alcohol consumida (< 6 > de
10 g/dia) y estimacion del riesgo de consumo de alcohol en mujeres bebedoras.

DISCUSION:

En nuestro estudio hemos valorado el posible efecto de un polimorfismo situado en el gen
de la alcohol deshidrogenasa | C y el riesgo de consumo de alcohol. La frecuencia del alelo gamma
2 en nuestra poblacién se encuentra ligeramente por debajo de las descritas en otras poblaciones
europeas [ |3].

Aunque dicho polimorfismo no presentaba diferencias entre bebedores y no bebedores,
al considerar la cantidad de alcohol consumida por los bebedores, si que encontramos asociacién
de este polimorfismo con un mayor consumo de alcohol.

Segln nuestros resultados, las mujeres consumidoras habituales de alcohol que eran
homozigotas para el alelo gamma 2 (Val/Val) practicamente duplicaron el promedio de consumo de
alcohol frente a las portadoras de la variante gamma | (lle). Ademas, las homozigotas gamma 2
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presentaban una mayor frecuencia de consumo de determinadas bebidas alcohdlicas.
Concretamente triplicaron el consumo de vino tinto entre semana presentando también frecuen-
cias significativamente mayores de consumo de cubalibre tanto entre semana como en los fines de
semana. Todos estos hechos se traducen en un riesgo 2 veces y medio superior en estas mujeres
homozigotas para la variante gamma 2, de consumir alcohol por encima de 10 g/dfa. Estos resulta-
dos estan en concordancia con el trabajo de Ebrahim et al [14] realizado en la poblacién femenina
participante en el estudio Brithish Women'’s Heart and Health (BWHHS), estos autores hallaron
que las homozigotas gamma 2 (Val/Val), presentaban un mayor consumo de bebidas
alcohdlicas que las portadoras gamma | (lle) con diferencias estadisticamente significativas
(p= 0,03).

En los hombres no se observaron diferencias estadisticamente significativas de consumo
promedio de alcohol seglin genotipo, aunque los homozigotos (Val/Val) si consumieron algunas
bebidas alcohdlicas con mayor frecuencia, con diferencias cercanas a la significacién estadistica.

Estos resultados se muestran concordantes con la hipdtesis de la velocidad de metaboliza-
cién del alcohol.  Esta hipdtesis, verificada con bastante consistencia para el caso de otra enzima
denominada ADHIB [15,16], sugiere que las formas metabolizadoras rapidas (ADH IB*2 vy *3),
serfan protectoras frente al riesgo de alcoholismo. Ahora bien, en el caso de ADH I C, aunque la
evidencia no es tan constante [17,18,19], la mayoria de estudios sugiere que la isoforma meta-
bolizadora lenta de la ADH | C o gamma 2 estarfa asociada a mayores consumos de alcohol [20-23]
ya que las bajas concentraciones de acetaldehido generadas no provocarfan manifestaciones téxicas
y por tanto no existirfa estimulo de aversion al alcohol. Posiblemente la explicacién de esta menor
consistencia en los resultados comparando ADH B y ADH I C, radique en la magnitud de la dife-
rencia de velocidad metabolizadora entre las diversas isoformas, siendo de 100 veces en ADH I B,
mientras que en ADH | C Unicamente es de 2,5 veces. Esto podria explicar también el menor impac-
to de la variante ADH I C en hombres que en mujeres, ya que en nuestro estudio la asociacién mas
relevante se ha encontrado sélo en mujeres.

Nuestros resultados, junto con otros trabajos anteriores, ofrecen datos que podrian
tenerse en cuenta en la valoracién de la importancia del sustrato genético en la predisposicién al
consumo de este toxico. Asf pues, siendo la intoxicaciéon etflica motivo de infraccidon penal en
determinados casos, exista 0 no perjuicio a terceros, en un futuro podria plantearse la oportuni-
dad del estudio del perfil de genes asociados al consumo de alcohol ante personas imputadas por
realizar determinadas actividades en estado de ebriedad, reflexionando sobre la posibilidad de
tenerlo en cuenta a la hora de enjuiciar el caso, para asi matizar la voluntariedad e imputabilidad
de dicho acto ilicito. En previsién de este hecho, consideramos necesarios mas estudios epide-
mioldgicos sobre la influencia de otras variantes genéticas en el consumo de alcohol, para cono-
cer mejor la posible susceptibilidad genética. Mientras éstos no se lleven a cabo y se alcance el
suficiente nivel de evidencia, estas caracteristicas no deberfan ser admitidas como prueba en pro-
cedimientios judiciales. 4
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