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Resumen

En el presente estudio se determind mediante técnicas analiticas la cuantificacion de algunos biomarcadores que podrian ser
de utilidad para detectar el consumo temprano de etanol entre la poblacion estudiantil. Se analizé un grupo de 117 alumnos de
reciente ingreso a la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. La determinacion enzimdtica de aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT) y y-glutamil transferasa (GGT) como marcadores metabdlicos de etanol, y la concentracion
de transferrina deficiente de carbohidrato (CDT) mediante la cromatografia de liquidos (hasta un 1.8% de CDT) permitieron
identificar que el 6% de la poblacion estudiantil presentaba un riesgo potencial de consumo de alcohol. El empleo del método
bioquimico-analitico en conjunto con un instrumento psicoldgico de drogas y factores de riesgo (DROYFAR) establecido en
la Universidad Autonoma del Estado de Morelos permite la identificacion de aquellos estudiantes que, por el consumo de
sustancias de abuso, ponen en riesgo su eficiencia terminal y nivel académico. Mediante su deteccion oportuna al ingreso a
la universidad se puede dar seguimiento y apoyo a los estudiantes consumidores de sustancias de abuso.

PALABRAS CLAVE: Biomarcadores de alcohol. Consumo de alcohol en México. Alcohol en estudiantes universitarios.

Abstract

The present study determined through analytic techniques the quantification of some biomarkers that have been useful to
detect early ethanol consumption in a college population. A group of 117 students of recent entry to the Universidad Auténoma
del Estado de Morelos was analyzed. The enzyme determination of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, and
gamma glutamyltransferase as metabolic markers of ethanol, as well as the carbohydrate-deficient transferrin (CDT) detected
by high chromatographic liquid (up to 1.8% of CDT), allowed us to identify that 6% of the college population presented a
potential risk of alcohol consumption. The use of the biochemical-analytical method overall with the psychological drug and a risk
factor instrument established by the Universidad Auténoma del Estado de Morelos permit us to identify students whose
substance abuse consumption puts their terminal efficiency at risk as well as their academic level. The timely detection on
admission to college can monitor and support a student consumer’s substance abuse. (Gac Med Mex. 2016;152:151-7)
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|ntroducci6n

En México la desercion escolar y el bajo desempefio
académico en universitarios de todo el pais se deben,
entre varios factores sociales, al consumo de sustan-
cias de abuso'. El consumo de bebidas alcohdlicas es
una préactica comun entre los jévenes, debido al facil
acceso que se tiene a ellas y al bajo costo de las
bebidas de muy baja calidad analitica. El abuso del
consumo de alcohol genera cambios a nivel cerebral,
produciendo tolerancia y dependencia; por ello, los
consumidores de alcohol y tabaco facilmente pueden
continuar en poco tiempo con el consumo de otras
sustancias de abuso como la marihuana y la cocaina®3,
De acuerdo a la Encuesta Nacional de Adicciones del
ano 2011 (ENA 2011) de la Secretaria de Salud de
México, el consumo de alcohol se incrementd consi-
derablemente de 2002 a 2011. En la poblacion de 12
a 65 afos se observd un aumento significativo del
consumo de alcohol: el consumo esporadico (alguna
vez en la vida) pas6 del 64.9 al 71.3%, la prevalencia
de consumo en los Ultimos seis meses, del 46.3 al 51.4%
y la prevalencia del ultimo mes, del 19.2 al 31.6%. Un
estudiante que ingresa a la universidad tiene una edad
promedio de 19 afios, y en esta etapa de la vida ya
ha estado expuesto al consumo de alcohol y tabaco.
De acuerdo a la ENA 2011, este sector de poblacion
incremento el consumo considerablemente. El consu-
mo esporadico (alguna vez) en los jovenes de entre
18y 20 afios paso del 35.6 al 42.9%, tanto en hombres
(del 11.5a 17.4%) como en mujeres (del 2.7 al 11.6%).
En 2013 se publicd un estudio realizado en la Univer-
sidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo que
determiné una incidencia del consumo de alcohol del
76.9% en los jovenes universitarios, y se determind
que no habfa diferencias entre hombres y mujeres
(73,7 y 78.5%, respectivamente)*. Por todo ello, es
necesario e indispensable que las universidades cuen-
ten con un programa para detectar a tiempo el consu-
mo de sustancias de abuso entre los jovenes universi-
tarios, y poder eliminar el riesgo de desercion escolar,
el inicio de otras sustancias de abuso y, en muchas
ocasiones, casos de violencia.

En la Universidad Auténoma del Estado de Morelos
se implementd y valido un instrumento de evaluacion
psicologico denominado DROYFAR, con el cual se
pretendia diagnosticar los posibles riesgos relaciona-
dos con el consumo de sustancias de abuso a los
cuales podian verse sometidos los adolescentes®. Pre-
viamente, nuestro grupo de trabajo correlaciond este

instrumento con el consumo de marihuana y cocaina,
mediante el andlisis analitico de los metabolitos 89-THCA-A
y benzoilergonina, respectivamente. Se determind que el
instrumento era adecuado para detectar a los jovenes
en alto riesgo por consumo de sustancias de abuso®.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la uti-
lidad de algunos biomarcadores de alcohol para que,
junto con el instrumento DROYFAR, se pudiera detectar
de manera temprana el consumo de alcohol en estu-
diantes de la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos.

Los biomarcadores que se propusieron fueron las
enzimas GGT’, ALT8, AST® y CDT'®, ademas del volu-
men corpuscular medio (VCM)1"2,

Método
Aplicacion del instrumento DROYFAR

De acuerdo al diario oficial Tierra y libertad (2007)*3,
el instrumento DROYFAR tiene como objetivo identifi-
car los factores que influyen en los estudiantes y que
ponen en riesgo su desempefno académico, asi como
su salud mental y fisica. Este cuestionario evalla 6
areas relacionadas con la salud mental, las relaciones
familiares, el nivel educativo, la conducta agresiva, el
rendimiento académico y la informacion sobre los
efectos y dafos del uso y abuso de sustancias. La
idea de aplicar este instrumento permite a las autori-
dades universitarias, con base en los resultados obte-
nidos en la poblacion, solventar las decisiones para la
prevencion y/o atencién oportuna a los jovenes con
riesgo de desercion, con percepcion de bajo nivel
académico, deficiente comunicacion con su familia,
cambios frecuentes del estado de animo o agresion
manifiesta contra el medio, entre otros problemas. El
instrumento fue aplicado a 117 estudiantes a su ingre-
so a la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

Muestras biologicas

Para seleccionar a los estudiantes se realiz6 un
muestreo no probabilistico y de tipo incidental, es de-
cir, que participaron estudiantes que estaban presen-
tes en el momento de aplicar el instrumento DROYFAR.
La muestra estuvo conformada por 74 mujeres y 43
hombres, estudiantes de diferentes carreras de la Uni-
versidad Auténoma del Estado de Morelos. El instru-
mento DROYFAR fue evaluado por el Departamento de
Psicologia de la universidad bajo la direccion del Dr.
Fernando Bilbao. Se solicité una muestra sanguinea
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de cada participante mediante una puncién venosa (5
ml) y una muestra de orina (10 ml). Con la finalidad de
determinar el estado de salud general de los estudian-
tes, la sangre total fue analizada mediante una biome-
trfa hematica (cuantificacion de leucocitos, hemoglo-
binay VCM) y las muestras de orina, con tiras reactivas
(determinacién de pH, densidad, nitritos, proteinas,
glucosa, cuerpos cetonicos vy la evaluacion microsco-
pica correspondiente). Otra parte de las muestras
sanguineas fueron centrifugadas a 3,500 g durante 5
min y el suero se almacend a —20 °C para el anélisis
de la concentracion de etanol y las enzimas ALT, AST
y GGT.

Determinacion enzimatica de ALT, AST,
GGT y etanol

La actividad de las enzimas ALT, AST y GGT se
determind con kits enziméaticos de laboratorios Ro-
che-USA y en un equipo automatizado Cobas ¢ 111
(Roche USA). Se utilizaron 100 pl de suero con el
sustrato correspondiente de cada enzima; la medicion
se basa en la oxidacion de NADH por lactato deshi-
drogenasa y/o malato deshidrogenasa, formando un
compuesto capaz de absorber luz ultravioleta (405 nm
para GGT y 340 nm para ALT y AST).

Determinacion de etanol en muestras
sanguineas

La cuantificacion sanguinea de alcohol se realiz6
mediante un ensayo enzimatico colorimétrico a 340 nm,
empleando un kit de diagnéstico Roche-COBAS USA.
El etanol presente en la muestra sanguinea reacciona
con el NAD+ y la enzima alcohol deshidrogenasa, para
producir acetaldehido y NADH reducido, el cual es
proporcional a la cantidad de alcohol en la muestra.

Determinacion de CDT

Para la determinacion de transferrina glucosilada se
implementd un método analitico previamente validado
por Helander, et al. (2003)', utilizando la cromatogra-
fla de liquidos de alta resolucién (HPLC). En una mues-
tra de 200 pl de suero se satur6 con hierro la transfe-
rrina con 40 pl de una solucién 10 mmol/l de &cido
férrico nitrilotiacético (FeNTA); cada molécula de trans-
ferrina se une como méaximo a dos iones hierro de
forma instantanea, por lo que no se requiere incuba-
cién. La solucién de FeNTA se prepard con 275 mg
de sal monohidratada trisédica de &cido nitrilotiacético

y 270 mg de FeCl, en 90 ml de agua. En esta muestra
las lipoproteinas fueron precipitadas por una solucién
de sulfato de dextran-CaCl, (20 g/l y 1 mol/l, respecti-
vamente). Las muestras fueron colocadas en hielo du-
rante 30-60 min y centrifugadas a 3,500 g durante 5
min. Los 100 pl del sobrenadante fueron diluidos en
una proporciéon 2:5 con una solucion amortiguadora
Bis-Tris 10 mM pH 6.2 para dar estabilidad a la trans-
ferrina.

Para cuantificar las glucoformas de transferrina se
inyectaron 100 pl de la muestra en una HPLC de la
marca Waters utilizando una columna de intercambio
iénico Waters Protein Pak Q 15 HR 15 um (10 x 100 mm),
con un detector UV a 470 nm y una elucién por gra-
diente de cuatro soluciones buffers de composicion
variable: solucion A: Bis-Tris 10 mM pH 7; solucion B:
Bis-Tris 10 mM + 0.5 M NaCl pH 6.2; solucion C: Bis-Tris
10 mM pH 6.2 y solucion D: NaCl 2 M.

Resultados

En el presente trabajo participaron 74 mujeres y
43 hombres de recién ingreso a la Universidad Auté-
noma del Estado de Morelos, a los cuales se les apli-
¢6 el instrumento DROYFAR. Se determiné un interva-
lo de edad de 18-20 anos; el 62% mencionaron haber
consumido alguna sustancia de abuso inicial (alcohol
[44%], alcohol y tabaco [11%] y solo tabaco [7%]). Se
detectd que la poblacion analizada, en su mayoria,
aun contaba con estabilidad familiar, ya que el 86%
de los participantes vivian con familiares.

A todos los encuestados se les tomd una muestra
sanguinea y una de orina, a las cuales se les realizd
un andlisis de biometria hematica y un andlisis general
de orina, respectivamente. Todas las muestras analiza-
das, tanto de hombres como de mujeres, se encontraron
dentro de los valores normales de referencia para la
poblacion en la ciudad de Cuernavaca (Morelos); sélo
el 4% presentd una ligera leucopenia y el 5%, leuco-
citosis. El 4% de las mujeres y el 14% de los hombres
presentaron hipocromia.

Por otra parte, se cuantificaron las enzimas GGT,
AST y ALT como posibles marcadores de alcohol, vy
todas las muestras, excepto siete, se encontraron den-
tro de los limites normales de referencia. En la tabla 1
se presenta el niUmero de muestras que se encontra-
ron fuera de los limites normales de las concentracio-
nes enzimaticas de AST, ALT y GGT. La concentracion
de AST resulto alta en las siete muestras, en tanto que
la de ALT y la de GGT sdlo lo fueron en dos de éstas.
Con la finalidad de descartar que el aumento de la
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Tabla 1. Numero de estudiantes con los biomarcadores enzimaticos aumentados

Enzima Valores de referencia Nimero de muestras con valores aumentados
un Hombres Mujeres
AST 31 en mujeres y 36 en hombres 4 (42, 44, 50, 52) 3 (40, 42, 50)
ALT 38 en mujeres y 55 en hombres 2 (64, 66) 2 (48, 56)
GGT 38 en mujeres y 55 en hombres 2 (79, 98) 2 (42, 120)

Tabla 2. Perfil del gradiente utilizado para la separacién de glucoformas de transferrina por HPLC

Tiempo (min) Solucion A (%)* Solucion B (%)t Solucion C (%)t Solucién D (%)5
0.00 100 0 0 0
1.00 100 0 0 0
1.01 0 0 100 0
30.00 0 30 70 0
30.01 0 0 0 100
35.00 0 0 0 100
35.50 100 0 0 0
37.00 100 0 0 0

“Solucion A: 10 mmol/I Bis-Tris pH 7.

fSolucion B: 10 mmol/l Bis-Tris + 0.5 mol/l NaCl pH 6.2.
Solucion C: 10 mmol/l Bis-Tris pH 6.2.

§Solucion D: NaCl 2M.

concentracion de enzimas fuera debido a una hepatitis
B o C, se utilizaron tiras reactivas de pruebas rapidas,
y se determiné que ninguno de los sujetos era positivo
a estas pruebas.

El VCM es considerado un biomarcador cuando el
consumo de alcohol es alto. En el presente trabajo
ningun participante mostré un aumento significativo de
este parametro (94.6 fl), por lo que en el presente
estudio no se propuso como biomarcador.

La determinacion de etanol en suero se realizd me-
diante un método enzimatico colorimétrico a 340 nm
validado con una precision del 0.5% de coeficiente de
variacion; con este método se puede determinar un
intervalo de concentraciones de 10 a 500 mg/dl. Todos
los resultados de las muestras analizadas fueron infe-
riores al limite de deteccion (10 mg/dl).

Para cuantificar las glucoformas de transferrina se
evaluaron cuatro soluciones diferentes por HPLC. En
la tabla 2 se muestra el perfil cromatografico del gra-
diente obtenido a una velocidad de flujo de 1 ml/min.

Para determinar la CDT se implementd el método
analitico por HPLC de intercambio i6nico'. Las dife-
rentes glucoformas eluyeron durante 20-30 min (Fig. 1).
Para determinar la reproducibilidad, se consider6 el
area bajo la curva (ABC) de la disialotransferrina (ABC:
1565.4 + 94.6; CV: 6.0%) y se obtuvo una precision
del 6%. La linealidad se determin6 con cuatro solucio-
nes diferentes de suero al 50 (100 pl), al 100 (200 pl),
al 150 (300 pl) y al 200 (400 pl), y se obtuvo un coefi-
ciente de 0.99.

Todas las muestras analizadas presentaron valores
por debajo del 2% de CDT; las siete muestras mas
altas presentaron en promedio un valor del 1.8%. Con
la finalidad de establecer que el método de cuantifi-
cacion de los diferentes biomarcadores era adecuado,
se procesaron ocho muestras positivas de un grupo
de sujetos de un centro de rehabilitacion del Estado
de Morelos clasificados como altos consumidores cro-
nicos de alcohol. El nivel enzimatico maximo de las
enzimas de esta poblacion control oscilé entre los
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Figura 1. Cromatograma de andlisis de evaluacion de CDT: de izquierda a derecha, aparecen las glucoformas de transferrina disialotrans-
ferrina (21°), trisialotransferrina (23’), tetrasialotransferrina (25°) y pentasialotransferrrina (27°).

siguientes valores: ALT: 89-186 U/l; AST: 47-64 U/l, y
GGT: 69-315 U/I. En la figura 2 se representan los valores
«positivos» de CDT (eje Y) con respecto a los valores
obtenidos de las muestras de estudiantes (eje X). Las
muestras de consumidores cronicos de etanol se repre-
sentan en color gris y fueron mayores al 2.2% con
respecto a los determinados en la muestra estudiantil.

De acuerdo a la determinacién enzimatica de ALT,
AST y GGT, se detectaron siete estudiantes con
posible riesgo de alcoholismo; estos datos estan

correlacionados con los valores mas cercanos al li-
mite mas alto de CDT (1.8%). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con res-
pecto a los valores mas bajos detectados en cuatro
de las muestras positivas de CDT (2-3%) mediante
una prueba t de Student utilizando p < 0.05. Por
ello, se puede establecer que el método analitico
enzimatico de ALT, AST y GGT vy el cromatogréafico
de CDT son adecuados para detectar el consumo de
alcohol.
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Figura 2. Dispersion de los valores séricos de CDT; en azul se mue

stran los valores de los estudiantes voluntarios y en rojo, los de las

muestras obtenidas en un centro de rehabilitacion de Cuernavaca (Morelos).
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Es importante sefialar que no se detectaron niveles
de CDT ni de enzimas (ALT, AST, GGT) tan altos como
en las muestras de control positivas, debido a que
estas Ultimas correspondian a bebedores cronicos de
alcohol y los jévenes universitarios eran consumidores
iniciales.

Discusion

El instrumento DROYFAR se implementé en la Uni-
versidad Auténoma del Estado de Morelos en 2005
con la finalidad de detectar a tiempo los casos de estu-
diantes que podrian formar parte del grupo de desercién
escolar o de bajo rendimiento por el uso de sustancias
de abuso. Mediante este instrumento de evaluacion en
el presente estudio se detectd que el 62% de los
117 estudiantes evaluados habia estado expuesto al
consumo de sustancias de abuso; se desconoce cua-
les forman parte de un grupo de alto riesgo que podria
continuar con otras sustancias como la marihuana y la
cocaina.

Con la finalidad de identificar realmente a los es-
tudiantes de alto riesgo que no evadieran la detec-
cion mediante el instrumento DROYFAR aplicado,
se decidi6 analizar una serie de biomarcadores de
etanol.

Un biomarcador se define como una caracteristica
que es objetivamente medida y evaluada como un
indicador de un proceso biolégico normal, un proceso
patogénico o una respuesta farmacologica a una in-
tervencion terapéutica. Los biomarcadores se clasifi-
can en marcadores de estado, cuando estan ausentes
antes y después de la enfermedad, y su presencia
puede ser Util en el diagndstico y tratamiento, y mar-
cadores de rasgo, cuando son indicadores presentes
a lo largo de la vida entera del individuo y pueden
coexistir con la enfermedad’™.

De acuerdo a la literatura, las enzimas AST, ALT y
GGT, asf como el VCM vy el valor de CDT, son consi-
derados como biomarcadores para detectar el alto
consumo de etanol®'. En el presente estudio el VCM
se excluybé como biomarcador porque no se encontra-
ron diferencias significativas con respecto a los valo-
res normales. La determinacion de las concentracio-
nes de etanol tampoco fue de utilidad ya que no se
pudieron determinar concentraciones mayores al valor
de referencia® 0. Asi, sélo se consideraron como bio-
marcadores las enzimas AST, ALT y GGT, ademas del
valor de CDT®'0, El aumento de los valores enzimati-
cos de AST, ALT y GGT sugirié que siete individuos
podian estar en el grupo de alto riesgo, y este dato se

correlacioné con los valores de CDT. Aunque se ha
documentado que se requiere un valor de CDT del
2%%19 para clasificar al individuo en un grupo de alto
riesgo, en el presente estudio se determind como
valor promedio un 1.8% de CDT. Es importante con-
siderar que este dato depende de la poblacién ana-
lizada; por ejemplo, en Corea se ha registrado como
referencia hasta el 2.4% de CDT'®. En México no se
tiene un dato de referencia de CDT; en este primer
estudio se propone un valor del 1.8% para una pobla-
cion joven clasificada como de alto riesgo de consumo
de etanol.

Se explican a continuacién algunas consideraciones
gue se deben tomar en cuenta para realizar estudios
futuros. Aunque el método bioguimico resultdé ade-
cuado para detectar a los consumidores de alto ries-
go, es importante contar con un diagndstico clinico,
ademas del instrumento DROYFAR, ya que los nive-
les de las enzimas cuantificadas pueden verse mo-
dificados en enfermedades como la hepatitis B 'y C,
los abscesos hepéaticos, las enfermedades biliares o
la cirrosis y con el consumo de medicamentos (al
menos un mes antes). Ademas, hay que considerar
que los marcadores dependen de la edad, el género
y la poblacion de estudio. Evidentemente, es necesa-
rio ampliar la muestra de estudio para establecer un
valor de referencia de las enzimas AST, ALT, GGT y
CDT.

Conclusiones

El método analitico empleado resulta adecuado al
detectar valores mayores al 2% en individuos positivos
provenientes de un centro de rehabilitacion; en el caso
de las muestras de estudiantes, los valores detectados
fueron menores al 2%. Sin embargo, el valor de CDT,
junto con la determinacion de las enzimas AST, ALT y
GGT, es adecuado para detectar oportunamente el
consumo de alcohol en estudiantes que ingresan a la
universidad. El método analitico, en conjunto con el
instrumento DROYFAR, permite establecer una pro-
puesta para detectar a tiempo a los estudiantes con
un potencial riesgo de desercion por el consumo de
sustancias de abuso como el etanol.
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