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1. RESUMEN

Como parte de los estudios citogenéticos para determinar
la capacidad mutagénica de una fraccibén alcohédélica del brandy
(FAB), se realizd una evaluacién in vivo de la frecuencia de in=-
tercambios de cromidtidas hermanas (ICH) y de la proliferacidn
celular en médula ésea de ratén. Las dosis de FAB utilizadas fue
ron de 165, 330, 495, 660 y 825 mg/kg de peso. Como testigo posi
tivo se utilizdé mitomicina-C (MMC) en dosis de 2.8 mg/kg de peso
y, como testigo negativo, solucidn salina fisiolégica (SSF) en
dosis de 20 ml/kg de pcso.

Para la evaluacidén de la frecuencia de ICH se analizaron
100 células para cada dosis (4 ratones por dosis, 25 células por
ratén), determinando el numero de ICH/célula. Con los resultados
obtenidos se realizd un anédlisis de varianza (ANDEVA), con el
que se demostrd que las diferenciaé observadas entre las distin-
tas dosis son significativas estadisticamente. También se aplicéd
la prueba "t" de Student, resultando significativos los aumentos
de ICH provocados por las desis de 660 y 825 mg/kg con respecto
al testigo negativo (p=0.01). E1 andlisis de regresidén nos da
la ecuacién de la curva obtenida, que es una parabola con una
ordenada al origen de 5.6818, un coeficiente de linealidad de
5.8203 x 10_4 y un coeficiente de curvatura de 2.9844 x 10—6.
Por #Gltimo, se determinaron el coeficiente de correlacidén, que
tiene un valor de 0.9877, y el coeficiente de determinacidn, que

es de 0.9756,,10 cual nos indica que el 97.56% del efecto obser-—



vado se debe al tratamiento aplicado.

Con respecto a la proliferacidn celular, se examinaron 400

células para cada dosis (4 ratones por dosis, 100 células por

ratén), determinando, en cada caso, el porcentaje de células en

primera, segunda y tercera o posteriores divisiones para, a par-—

tir de estos datos, calcular el dindice de replicacién (IR) y el

tiempo promedio de generacidn (TPG), los cuales no fueron afec-

tados por la FAB.
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3. INTRORUCCION

3.1. Antecedentes.
El consume de bebidas’ alcohdélicas por el hombre es casi

tan antiguo como é&l. Se tienen evidencias de gque desde unos

6000 aiios a.C. se producian en diversas zonas del mundo bebidas

como vino y cerveza, utilizando para ello la accidén fermentati-

va de las levaduras sobre algunos azlGcares (10)., Existen tam-

bién testimonios escritos sobre el conocimiento que los he~
breos, egipcios, griegos y romanos tenian del vino y sus efec—

tos en el organismo. Estos pueblos dieron crédito a los dioses

por haber introducido el vino, reconociendo tal accidén como bug

na y enriquecedora de sus culturas (35).

El cultivo de la vid (Vitis viniferz) pacra producir vino

fue conwcido por los asirios y egipcecios desde el afio 3500 a.cC.

y por los griegos en 1400 a.C., quienes llevaron la uva a Marse

l1la alrededor del afio 600 a.C., y su cultivo se fue extendien-

do por Europa hasta llegar a su maximo cn el siglo XV (2).

En la Edad Media, un &rabe conocido como Jahir ibn Hayyan

introdujo la técnica de la destilacidbdn, siendo asi el primero
en producir una bebida con mayor concentracidn de etanol, que

es el ingrediente activo de las bebidas alcohdlicas (10) y que

fue considerado por los alquimistas como el elixir de la vida

y remedio de todas las enfermedades, lo cual se refleja en el
término "whisky", del gaélico "usquebaugh®, que significa "a-

gua de la vida" (6).



Otra de las bebidas alcohélicas que se obtienen con esta
técnica es el brandy, que es de las mAs populares en México.
Se afirma que en los filtimos afics ha desplazado al tequila y
al ron (27). Se obtiene por la destilacidén de vinos 100% de uva
fresca cuyos mostos se someten a fermentacidn alcohdlica (31).
Durante y después de la destilacidén se eliminan algunos aldehi-
dos y el aceite de fusel, constituido por alcoholes superiores.
Posteriormente se procede a afadir caramelo y se diluye con a-—
gua para, finalmente, afiejar la bebida en barricas de roble -
»blanco o encino durante por lo menos 4 afios. A lo largo del afng
jamiento se eliminan algunas sustancias y se forman otras nue-
vas qﬁe le dan un olor y sabor agradables, mejorando su carac-—
ter y calidad (2, 31).

ElL brandy debe tener un color ambarino, asi como un olor
y sabor caracteristicos de la bebida. En el Cuadro I se mues-
tran las especificaciones fisicas y quilmicas con las gue debe
cumplir el brandy en México.

Ademids de lo enlistado en el Cuadro I, el brandy contiene
caramelo como colorante y un maximo del 1.5% de azlicar u otros
edulcorantes para abocarlo. Con respecto a éontaminantes quimi-

cos, el brandy no debe exceder de los siguientes limites (31):

PLOMO (como Pb) 0.5 mg/dl
ARSENICO (como As) 1.5 mg/dl’
COBRE (como Cu) 1.0 mg/d1

2ZINC (como Zn) 15.0 mg/dl



Entre los alcoholes que se encuentran en el brandy ademés

del etanol, podemos mencionar al metanol, n-propanocl, sec-~buta-

nol, isobutanol, n-butanol, 2~metil-I-butanol, alcochol isoamili

co, n—-hexanol y 2-feniletanol. También se encuentran algunos

aldehidos (acetaldehido, propanal, butiraldehido, acetal, hep-

tanal y furfural), ésteres (acetato de etiloc, ésteres de los

alcoholes propilico y butilico y de los dcidos caprilico, cépri

co, ladurico, butirico y valérico), A&cidos orgénicos (acético,

lédctico, caprilico, céprico y ldurico), terpenos, didxido de

azufre, amoniaco y productos nitrogenados de degradacidn (2).

3.2. Alcoholismo.

Desde que existen las bebidas alcohbélicas, existe también

el alcoholismo, aunque no se le habia dado la importancia debi-

da a su estndio hasta el presente siglo. Este término aparecid

por primera vez en una obra del médico sueco Magnus Huss, en

1849, quien lo definidé como "todos los problemas, triviales o

clinicamente reconocibles, debido al consumo excesivo de behi-

das alcohdlicas" (35). A partir de esta definicién han surgido

muchas otras, que podemos clasificar en tres grupos:

a) las que se refieren al alcohol mismo,
b) las que enfatizan factores sociales, y

c) las que se basan en la patologia subyacente (35).

Debido a las miiltiples acepciones del término "alcoholis-

mo" resulta dificil formular conclusiones con validez univer-

sal. Por ello, se ha tratado de proponer una definicidén basada



en los elementos considerados como esenciales (17). Una de las
mis aceptadas es la del doctor Mark Keller (1958), quien dice
que "el alcoholismo es una enfermedad crénica, un desorden de
la conducta caracterizado por la ingestibén repetida de bebidas
alcohdlicas hasta el punto de que excede a lo gque estd social-
mente aceptado y que interfiere con la salud del bebedor, asi
como con sus relaciones interpersonales o con su capacidad de
trabajo' (35). E.M. Jellinek da una definicién vaga, pero clasi
fica a los alcohbélicos en cinco grupos, segin la gravedad de
su estado. Como éstas, existen muchas otras definiciones, de
las cuales podemos extraer que algunos de los rasgos esenciales
del céncepto de alcoholismo son:

- la actitud del ser humano relacionada con el uso de eta-—

nol como bebida,

— la cantidad de alcohol que se bebe es excesiva,

- el uso excesivo de las bebidas aicohdlicas es crénlico, ¥

- se da una pérdida de la libertad del individuo.

Con base en los puntos anteriores, se define el alcoholis-
mo como una pérdida definitiva, en acto o en potencia, de la
libertad del ser humano para controlar su conducta con respecto
al alcohol una vez que éste penetra en su organismo en cantidad
suficiente, pérdida que parece estar condicionada por factores
somaticos (17).

. A lo largo de estudios epidemiolbégicos se ha observado que
el alcoholismo muestra una fuerte tendencia familiar, aunque

no se ha definido con certeza la naturaleza de un factor heredi



tario. Se ha visto que por lo menos el 337 de los alcohdlicos
en Estados Unidos tienen un padre alcohblico, lo cual es un al-
to potcentaje con respecto a la poblacidn en general (7, 34).

Como se menciona en las definiciones de alcoholismo, éste
se considera como una enfermedad y desorden conducgual, rela-
cionado con un gran nOmero de problemas, tanto orgdnicos como
sociales. Estos problemas pueden ser consecuencia de un episo-
dio agudo de consumo excesivo de alcohol. Podemos citar hechos
relacionados con agresividad, accidentes, exposicidn a las con~
diciones meteorolégicas, trastornos fisicos y psiquicos. Segin

-estadisticas, el consumo de alcohol es responsable de 2/3 de
los incidentes de violencia doméstica, 1/3 de los casos de abu-
so de nifios, 50% de los accidentes fatales de trdnsito, 507 de
las muertes por fuego, 67%Z de ahogados, 67% de homicddios y a-
saltos, 407 de violaciones y 35% de suicidios en los Estados
Unidos (19).

También podemos citar problemas que son consecuencia del
beber excesivo por un tiempo prolongado. Entre éstos se encuen-—
tran una gran cantidad de trastornos orginicos tales como pro-
blemas gastrointestinales, cardiovasculares, neuroldgicos y o-
tros que se enlistan en el Cuadro II.

Ademds de tales alteraciones, se puede observar una pérdi-
da del control personal, se deteriora la capacidad de trabajo
y se presentan el sindrome de dependencia del alcohol y la psi-
cosis alcohdlica. Todo ésto resulta en problemas familiares co-

mo disolucidén de la familia, discordia conyugal, maltrato a los



hijos, pérdida de la autoestima, . pérdida. del empleo, y tiene
repercusiones en los hijos, tanto fisicas como'éociﬁies (pro-
blemas de desarrolle infantil, desercidn eséqla:, aeiinéuencia
y embriague=z juvenil) (19). . : B

El trastorno fisico mds notable en los hijos de mujeres
alcohélicas es el Sindrome Fetal Alcohbélico (SFA), que. estid con
siderado como el dafio teratégenc maAs frecuente en el hombre,
y se presenta en un tercio de los nifios cuvas madres beben 150
o més gramos diarios de etanol durante el embarazo, Este sindro
me se caracteriza por un crecimiento retardado pre y post-na-
.tal, bajo coeficiente intelectual, microcefalia, fisuras pal-
pebrales pequeiias, bulbos oculares pequefios, hipoplasia maxi-
lar, pliegues epic&nticos, nariz pequefla y respingada, drea pig
mentada de los labios pequena, anormalidadcs de las artacula-
ciones, pulso temblorosoc, coordinacién pobre entre ojos y ma-
nos, malformaciones cardiacas y genitales (19). El sistema ner-
vioso central es muy susceptible a la exposicidén intrauterina
al etanol, y en autopsias se ha detectado una migracidén celu-
lar anormal en el cerebro, aumento del tamafio de los ventricu-

los y disminucibén del espesor de la corteza cerebral (36),.

3.3. Cancer y alcoholismo.

Otro de los problemas organicos relacionados con el consu-
mo excesivo de alcohol es el clncer. Se observa un aumento de
hasta 10 veces mis en el riesgo de sufrir cdncer entre los alcg

hélicos, principalmente en cavidad oral, laringe, faringe y es$



fago (21, 22). También se correlaciona frecuentemente comn la
aparicibén de cirrosis hepédtica, a partir de la cual, en una pe—
quefia proporcién de los casos, se desarrolla el carcinoma he-
patocelular (23), Entre las mujeres que beben alcohol se obser-
va una tasa de cdncer mamario entre 1.5 y 2 veces mayor que en-—
tre las no bebedoras (28).

En estudios realizados en Francia se encontré umra correla-

cidén elevada entre la tasa de mortalidad por alcoholismo y la
‘debida a céncer esofdgico, ohservando que el riesgo de sufrirlo
_aumenta a medida que es mayor la concentracién de etanol en las
bebidas consumidas, aunque también se atribuye a la presencia
de mutdgenos en ellas (15).

Se sabe que el etanol, asi como otros alcoholes y aldehi-
dos, inhiben 1la sintesis de RNA en las células vy en sistemas
transcripcionales aislados, lo cual puede tener un papel dimpor-
tante en la carcinogénesis. Los posibles mecanismos por los cua
les el etanol puede producir clncer son:

a) E1 etanol puede cambiar la reactividad de los tejidos

por efectos tbdxicos, desnutricidén o cirrosis hepitica.

b) Pueden existir sustancias carcinogénicas en las bebidas

alcohblicas.

c) El alcohol puede aumentar la difusién de las sustancias

carcinogénicas hacia las células.

d) E1 alcohol puede aumentar la capacidad de activacidn

de procarcindgenos en el intestino.

e) El alcohol inhibe la salivacién, lo cual aumenta la con

10



centracibén de procarcinégenos en la boca (19),
El &Gltimo punto influye en el sinergismo que‘se observa
entre el alcohol y el tabaco en cuantoc al aumento en el riesgo
de sufrir céAncer, que es mayor entre los alcohélicos que”fumén

(3, 19, 21, 22).

3.4, Mutagénesis y alcoholismo.

Con respecto al origen del cidncer, se correlaciona con la
actividad mutagénica que se observa en las bebidas alcohblicas.
Se han hecho numerosos estudios en linfocitos periféricos de
individuos alcohdlicos, encontréandose un aumento notable en la
frecuencia de aberraciones cromosdémicas numéricas y estructura-—
les, entre las que podemocs citar lesiones acromAticas, rupturas
cromatidicas e isocromatidicas, translocaciones cromatidicas
y cromosbémicas, dicéntricos, anilles e inversiones pericéntri-
cas. También se observan cambios de nimero y rearreglos cromosd
micos (3, 8, 16, 18, 21, 22). En estudios con animales someti-
dos a tratamientos crénicos con alcohol se observan otras alte-
raciones como el aumento de la frecuencia de micronficleos en
eritrocitos de médula dsea, lo cual se asocia con una hipopla-
sia de la médula y macrocitosis de eritrocitos, alteraciones
encontradas frecuentemente en alcohb6licos. Este dafio citogené-
tico en la médula obsea debe tener un significado més general
que.las consecuencias puramente hematolégicas, pues puede estar
involucrado un mecanismo similar en 1los efectos mutagénicos,

carcinogénicos y teratogénicos del alcochol (4).

11



Con respecto a los estudios in vitro, se tienen resultados
contradictorios en relacidén con el efecto directo del etanol
sobre las células, pues algunos autores mencionan efectos posi-
tivos, aunque también hay estudios en los que no se observaron
efectos (8, 19). Sin embargo, estudiando al primer metabolito
del etanol, el acetaldehido, se tienen aumentos significativos
en la frecuencia de alteraciones cromosdémicas cuando éste se
aplica en cultivos de células vegetales, animales y humanas
(11, 20), por lo que los efectos mutagénicos del etanol se le
atribuyen al acetaldehido (8, 19, 20).

A Ademds de los estudios de aberraciones cromosbémicas, se
ha analizado la frecuencia de dintercambios de cromdtidas her-
manas (ICH) come un indicador de la actividad mutagénica del
etanol, observandose un aumento de ésta relacionado con el de
»aberraciones (8, 11, 19, 20, 22). E1 fenémeno de ICH fue visua-
lizado por primera vez por Taylor en 1958 (33), quien marcd el
ADN con timidina tritiada (3[H]—timidina) y analizé las metafa-
ses por autorradiografia, lo que constituye un proceso lento
e inexacto. Actualmente se utiliza la bromodesoxiuridina (BrdU)
en sustitucién de la timidina tritiada, y posteriormente se ti-
fien los cromosomas con colorantes fluorescentes como Hoechst
33258, naranja de acridina o 4'6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
1o cual resulta en una fluorescencia diferencial en las cromé-
tidas. En 1974, Perry y Wolff (25) encontraron un métodc alter-
nativo, tratando las células con Hoechst 33258 y Giemsz, obte-

niendo as’ una tincién diferencial que puede observarse en el

12



microscopio de luz (5, 12).
El mecanismo de 1la tincién_diferencial de ‘los :cromosomas

se basa en tres premisas:

a) La replicacidén del ADN es semiconservativa.

b) La cromAtida esta constituida solamente porvdﬁafdoﬁlé
hélice. C S e

c) Los cromosomas se segregan al azar en la div1éi6n celu—

lar.

En la Figura 1 se ilustra el proceso de sustitucién del

_ADN con 1la BrdU y cbémo se obtiene la tincibén diferencial.

Las croméatidas que tienen una sola cadena de ADN sustitui-
da con BrdU presentan una mayor fluorescencia o tincidn con
Giemsa maAsd dintensa en comparacidén con las que tienen sus dos
cadenas de ADN sustituidas, y la proporcidén de estas Ultimas
va aumentando a medida que aumenta el nimero de replicaciones
celulares en presencia de BrdU. Las células en que se estudian
los ICH son las del segundo ciclo de replicacidén, pues en ellas
se visualizan facilmente los intercambios de los brazos croma-—
tidicos (12).

Una segunda Area de aplicacién del marcaje con BrdU es la
diferenciacién de metafases de distinta generacidén en cultivos
y sistemas celulares no sincronizados, con lo cual es posible
estimar la duracién del ciclo celular y su modificacidn por
agentes exbgenos (5).

El marcado con BrdU puede aplicarse in vitro, directamente

en los cultivos {(principalmente fibroblastos y linfocitos) e

13



in vivo en mamiferos, por inyecciones méltiples subcutédneas o
intraperitoneales, implantacién de tabletas de liberacibn retar

dada o infusidén intravenosa continua. Las células mis adecuadas

para los estudios in vivo son las de médula 6sea, obtenidas del
fémur, por su alto indice mitdtico. Se pueden cosechar también
liinfocitos de bazo, células de higado en regeneracidén y células
espermatogdnicas, pero el indice mitbético es menor y muy varia-
ble (12).

Por su alta sensibilidad y facil manejo,,el andlisis de
ICH se ha hecho muy popular en los dltimos afios como prueba de
mutagenicidad, aunque se sugiere utilizarlo como un método adi-
cional a los demds estudios citogenéticos que se usan para de-

terminar la actividad mutagénica de una sustancia (5).

3.5. Justificacidn.

Debido a que la mayor parte de los estudios sobre el eta-
nol y las bebidas alcohdlicas se han llevado a cabo utilizando,
en el primer caso, etanol puro, y, en el seguudo, las bebidas
completas, y tomando en cuenta el gran nimero de componentes -
que éstas contienen, entre los cuales se encuentran varios com-—
puestos considerados como mutidgenos, la Escuela Nacional de
Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnice Nacional esta 1lle
vando a cabo un estudio mutagénico con algunas de las bebidas
alcahélicas destiladas de mayor consumo en México, como son
brandy, tequila y ron, en el cual se estan analizando la bebi-

da completa, la fracciédn alcohélica (voldtil), los residuos no
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volAtiles y algunos componentes individuales, en sistemas in

vitro e in vivo, y del cual forma parte la presente tesis, en

la que se utilizd la fraccién alcohdlica del brandy in vivo,

aplicdndola en un tratamiento agudo. Este estudio es parte del

proyecto titulado "ALCOHOLISMO: Un estudio clinico, inmunolédgi-
co, teratogénico y mutagénico", apoyado por el Consejo del Sis-—

tema Nacional de Educacibén Tecnolébégica (COSNET), la Direcciébn

de Graduados del IPN y el Hospital General de la Secretaria de
Salud.
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CUADRO I: ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DEL BRANDY (31).

ESPECIFICACIONES = . = : ] . SRR MINIMO

MAXIMO

Acideé'Voiitii”f om
Acidez fija (cdmo écxd

Aldehidos (como acetaldehl

Esteres (como acetato de etllo)

Metanol

Alcoholes superiores (aceitevde fusel o
alcoholes de peso molecular superior al

etanol) (como. alcohol amilico) e 'huelléslé{i

Furfural © “huellas




LT

CUADRO II: EFECTOS SISTEMICOS DEL ALCOHOLISMO (36)

TEGUMENTO: pelagra, infestacidn.
BOCA: estomatitis nutricional, quilosis, alta incidencia de céncer.
0JOS: ambliopia "tabaco-alcohol", oftalmoplejia (Sindrome de Wernicke-Korsakoff).

GASTROINTESTINALES: eséfapgo: esofagitis, espasmo esofdgico difuso, ruptura con mediastinitis;
alta incidencia de céncer. ek i

estémago y duodeno: gastritis erosiva aguda, gastritis hipertréfica»créniéa.

Glcera péptica, hematemesis, alta incidencia de cénce

intestino: malabsorcidn, ''diarrea alcohdlica'. e
higado: esteatosis, hepatitis alcohdlica, cirrosis. -
pancreas: pancreatitis aguda, pancreatitis crénica recurreﬁté} P hqreati;is;

calcificada, insuficiencia pancreética exocrina, pseﬁdoﬁﬁ;sﬁéé.if‘

RESPIRATORIOS: alta susceptibilidad a infecciones, atelectasis, pneumotérax, depresiﬁn:réshi?;tg

alta prevalencia de tabaquismo. :

CARDIOVASCULARES: cardiomiopatia, beriberi.

TRACTO GENITO-~URINARIO: hipogonadismo masculino, impotencia, esterilidad.

ENDOCRINOS Y METABOLICOS: disminucidén de testosterona, hiperglucemia, hipoglucemia, hiperlacte—
mia, hiperuricemia, acidosis metabdlica, acidosis respiratoria, cetoa—
cidosis alcohbélica, hipofosfatemia, hipermetabolismo, hipokalemia, hi~-
pomagnesemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, desnutricién

. protéica, hipotransferrinemia, deficiencia de vitamina B.

NEUROLOGICOS: sindromes de abstinencia de intoxicacién aguda, ambliopia, sindrome de Wernicke-

Korsakoff, degeneracién cerebelar, polineuropatia, enfermedad de Marchiafava—Bigng

mi, atrofia cerebral, demencia, miopatia, pelagra.
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4, OBJETIVOS

7

1., Determinar si la fraccién alcohélica del brandy produce au-~
mento en la frecuencia de intercambios de cromédtidas herma-

nas in _vivo con un tratamiento agudo.

2. Determinar el efecto de la fraccibn alcohbélica del brandy

sobre la proliferacién celular., -
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Material bioldgico.

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH~(Sw) ¢on pesos

entre 20 y 26 g.

5.2. Obtencidén de la FAB.

Se realizé la destilacidn simple de 750 ml de brandy, man-—

teniendo la temperatura entre 75 y 78°C y desechando 1a cabeza

oy la cola del destilado. Posteriormente el liquido obtenido se

filtrd a través de sulfato de sodio anhidro (NaZSOA), con el

fin de eliminar la mayor parte del agua. De esta manera se ob-

tuvieron 200 ml de fraccibén alcohélica.

5.3. Determinacidn de los componentes de la FAB.
La FAB se sometid a una cromatografia de gases, utizando
un cromatégrafo VARTIAN modelo 1400, con columna de vidrio PORA-

PAK Q y detector de ionizacidbén de flama de hidrdbgeno.

5.4. Determinacidén de 1la DL50 de 1la FAB.
La FAB se administré por via IP. Se realizd un estudio pre
liminar para situar el intervalo de dosis, en el cual se utili-—
zaron 15 ratones. La FAB se diluyd® en SSF al 50%. Las dosis usa
das fueron de 1650, 3300, 4950, 6600, 8250, 9900, 11550 y 13200

mg de FAB/kg de peso. A partir de este estudio se establecid

el intervalo de dosis entre 1650 y 11550 mg de FAB/kg de peso.
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En el estudio definitivo se utilizaron 7 lotes de 6 rato-
nes cada uno, con las dosis de 1650, 3300, 4950; 6600, 8250,
9900 y 11550 mg de FAB/kg de peso. Los ratones se observaron
durante los siete dias posteriores a la administrapién de la
FAB, A los resultados se les aplicdé el método de Lehman (14)

para determinar la DLS50.

5.5. Estudio citogenético.

Para este estudio, las dosis se determinaron a partir de
C1la DL50, tomando como referencia la dosis correspondiente a
1/10 de 1la DL50 y estableciendo dos dosis menores y dos mayores
a ella, siendo éstas de 165, 330, 495, 660 & 825 mg de FAB/kg
de peso, diluidas en SSF de tal manera que en todos los casos
s¢ utilizd un velumen de 0.5 ml de la dilucidén correspondiente
para un ratdn de 25 g. Para el testigo positivo se utilizé MMC
en dosis de 2.8 mg/kg, vy para el negativo, SSF (20 ml/kg), todo
ésto por via IP.

Para cada dosis se utilizé un lote de 7 ratones, con 1los
cuales se trabajbé de la siguiente manera:

a) A cada ratdn se le implantd subcutdéneamente una tableta
de 40 mg de -BrdU mezclada con 60 mg de colesterol, con un did-
metro de 6.35 mm y un espesor de 1,87 mm. La implantacién se
hizo en el flanco izquierdo del ratén.

b) Una hora después se administrd la FAB en las dosis in-
dicadas o, en su caso respectivo, la MMC y la SSF.

¢) A las 22 hrs de la administracidén de BrdU, se les inyec
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té colchicina por via IP en dosis de 0.5 ug/g de peso, a partir
de una solucién que contenia 0.4 mg de colchicina/ml.

d) 3 hrs después de administrar la colchicina, los anima-
les se sacrificaron por dislocacidén cervical y se procedié a
hacer una diseceidn para obtener ambos fémures, de los cuales
se extrajo la médula 6sea con ayuda de una jeringa con aguja
que contenia 5 ml de KCl1 0.075 M a 37°C. La médula asi obtenida
se incubd a la misma temperatura durante 20 min en tubos para
centrifuga.

Después de la incubacidn, se aplicd el siguiente tratamien-—
to de fijaciédn

a) Se centrifugd durante 10 min a 1500 rpm, se desechd el
sobrenadante y el botén se resuspendid en 7 ml de solucidén fi-
jadora de Carnoy (metanol-3cido acético en proporcidn de 3:1)
fria, dejidndose reposar asi por 20 min.

b) Se centrifugd por 10 min a 1500 rpm, se elimind el so-
brenadante y se volvid a resuspender el botén en la soluciébn
fijadora fria, reposaundo ahora durante 10 min,

c) Se repitid el punto anterior, se volvid a centrifugar
en las mismas condiciones y se eliminé el sobrenadante, resus-—
pendiendo el botdén en 1 ml de fijador.

La preparacidén y tincidn de las laminillas se llevd a cabo
de ;a siguiente manera:

a) Los portaobjetos a utilizar se limpiaron y desengrasa-

ron con etanol al 50Z%Z. Se dejaron sumergidos en el mismo hasta

su utilizacidn.
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b) Para moantar las laminillas, se sacd el portaobjetos del
etanol y se flamebd. Mientras el alcohol estaba ardiendo, se de-
jaron caer sobre el portaobjetos 3 gotas del botén suspendido
en solucidén fijadora, desde una altura aproximada de 20 cm.

c) Las laminillas se dejaron en reposo por dos dias a tem—
peratura ambiente antes de ser tefiidas.

d) E1 primer paso de la tincién fue sumergir las lamini-
llas en el colorante Hoechst 33258 (solucidén de 5 mg en 50 ml
de agua destilada) durante 30 min. Posteriormente se enjuagaron
_con agua destilada y se secaron en la estufa a 60°cC por 30 min.

e) Se cubrieron las laminillas con una solucidn amortigua-—
dora de citrato—fosfato con pH de 7.0, colocando sobre ellas
cubreobjetos para evitar la evaporacidn del amortiguador, y se
expusieron a luz negra durante 30 min. Se enjuagaron con agua
destilada y se secaron en la estuf; a 60°C por 30 min.

1) Se sumergieron en colorante Giemsa al 4% en solucién
amortiguadora de Sorensen (fosfatos, pH = 6.8) durante 10 min,

enjuagande con agua destilada y dejando secar al aire.

5.6, Observaciones.

Para efectuarlas, se utilizaron las laminillas de los cua-
tro mejores ratones de cada lote en cuanto a tincién diferen-
cia;. Se hicieron dos tipos de observaciones. La primera fue
el recuento de ICH, para lo cual se revisaron 25 células de se-
gunda divisidén (Figuras 2 y 3) para cada animal, contando en

‘cada una de ellas el niimero de ICH. La segunda fue para deter-
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minar el indice de replicacién y el tiempo promedio de genera-
cién (proliferacibén celular), y se realizd contando las prime-
ras 100 células encontradas al azar en la laminilla (para cada
ratdén) y determinando qué porcentaje de ellas era de primera
(Figura 4), segunda (Figuras 2 y 3) y tercera (Figura 5) o pos-—

teriores divisiones.

5.7. Tratamiento estadistico.

A los resultados de la frecuencia de ICH se les aplicd,
en primera instancia, un andlisis de varianza (ANDEVA) para de-
terminar si existian diferencias significativas entre las dis-
tintas dosis estudiadas. Posteriormente se aplicd la prueba "t"
de Student para saber a partir de gué dosis se consideraba sig-
nificativo el aumento de la frecuencia de ICH. Por dltimo, se
practicd un andlisis de regresiédn y correlacidén para determinar
la ecuacibén de la curva que relaciona las dosis de FAB con la

frecuencia de ICH y el coeficiente de correlacidn entre ellas.
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacidén de los componentes de la FAB.

La cromatografia de gases reveld la presencia de 5 compo-

nentes en la FAB, asi como los porcentajes en que éstos se en-

contraban. Los componentes son:

Etanol 99.5567%
Metanol 0.2717%
Acetato de

etilo 0.1107%
Acetaldenido 0.0543%

Otras sus—

tancias® 0.0092
* probablemente propionaldehido, butiraldehido o una mezcla de
ellos, pues son compuestos que pueden encontrarse en el brandy
y su punto de ebullicidn es menor ai del ctannl (propionaldehi-

do: 49°C; butiraldehido: 74.8°C).

6.2. Determinacibén de la DL50 de la FAB.

Con la dosis mAds baja utilizada en este ensayo { 1650
mg/kg) no se observd el efecto letal de la FAB, pero la morta-
lidad fue del 100% a partir de la dosis de 8250 mg/kg. En el
Cuadro I1I se muestra el nimero de animales muertos para cada
lote, el porcentaje de mortalidad y los valores obtenidos con
el método de Lehman, que se graficaron en la Figura 6. A partir

de ellos se determind la DLS0, que es de 5211 mg/kg.

29



6.3. Estudio citogenético.

6.3.1., Intercambio de Cromdtidas Hermanas.

La FAB produjo un aumento en la frecuencia de ICH a medida
gque la dosis aumentdé, como puede observarse en el Cuadro IV.
En el andlisis de varianza se obtuvo un valor de F = 7.483 con-
tra valores de tablas de 2.77 para un nivel de significancia
del 95%, y de 4.25 para el nivel de significancia del 99%. Con
respecto a la prueba "t" de Student, las "t" calculadas para

.cada una de las dosis son las siguientes:

dosis 1 (165 mg/kg) t = 0,9262
dosis 2 (330 mg/kg) t = 1.6271
dosis 3 (495 mg/kg) t = 2.1399
dosis 4 (660 mg/kg) t = 3,7869
dosis 5 (825 mg/kg) t = 3.8219
testigo positivo t = 36.2200

Estos valores se compararon con los valores de tablas, que son
de 1.9432 cuando p = 0.05 y de 3.1430 cuando p = 0.01.

Con el analisis de regresién se determind la ecuaciénrde
la curva que relaciona la frecuencia de ICH con las dosis de
FAB, que es una paréibola, cuya ordenada al origen tiene un va-

lor de 5.6818, su coeficiente de linealidad de 5.8203 X 10_4

y su coeficiente de curvatura es de 2.9844 x 10—'6

. En la Figura
7 se muestra la pardbola determinada por esta ecuacidn.
. . . . L.
Por Gltimo, se calcularon los coeficientes de correlaciédn

y de determinacidén, teniendo el primero un valor de 0.9877 y
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el segundo de 97.56%.

6.3.2. Proliferacié4n Celular.

No se observd ningin cfecto de 1la FAB sobre la prolifera-

cidén celular, como se puede observar en el Cuadro V, ya que las

variaciones de los IR y TPG son minimas con respecto al testigo

negativo.
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CUADRO III: PORCENTAJE DE MORTALIDAD PARA CADA UNA.DE LAS DOSIS DE FAB UTILIZA~
DAS EN LA DETERMINACION DE LA DL50. (Método; de Lehman). .

x = 1n dosis; . b s Gt lﬂy(P/q)

"

e

DOSIS Ne. DE . N®DE."’' ¥ PORCENTAJE DE. .

(mg/kg) © - . ANTMALES MUERTOS VMORTALIDAb 2y B

1650 6 0 0.00 Cotmmml e
3300 6 1 16 .66 ; 5-3.16167 £1.60941
4950 6 3 50.00 v o s,stla 0.00000
6600 6 4 66.66 . ' >";18w79482 0.69316
8250 - 6 6 e -
9900 6 6 _— ——

6 6 — -

11550
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CUADRO IV: EFECTO DE LA FAB SOBRE: LA "FRECUENCIA . DE ICH EN CELULAS DE MEDULA OSEA

DE RATON (Cepa NIH (SW))’ rE

 DOSIS  IGNIFICATIVO

,i(mglﬁss_-
000.0 - -
165.0 - -
330.0 4 - -
495.0 4 - +
660.0 4 : X ; + +
825.0 4 fiqb,': . “35_‘20;_,“> 8.28 * 1.17 e

MMC 4 ' '

‘100 1302723 22.10 ¥ 0.16 + : +
(2.8 mg/kg) 5 ) .
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CUADRO V: EFECTO DE LA FAB SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN LA MEDULA OSEA DE -

RATON (Cepa NIH (SW)).

DoSIS

~ PROLIFERACION CELULAR (%)
(mg/kg) > e

00070
165.0.
33°56,

4850
660.0

825.0

F N I SRSt N

MMC
(2.8 mg/kg)

_1(M1) + 2(M2) & 3(M3) ’(é§)73~'

I.R. = Indice de Replicacidn
. 100

T.P.G. = Tiempo Promedio de -Generacidén = N® hrs. BrdU - x iOO"
I1(M1) + 2(M2) + 3(M3)::

Ml = Z de células en 12 divisién; M2 = Z de células en 22 diviéiéﬁ;

M3 = Z de células en 32 divisidn.



FIGURA

6: GRAFICA DE "x" wvs "1" PARA DETERMINAR LA DL50 POR EL

METODO DE LEHMAN.

35

1 = 3.364425 x — 28.79498
¢ = - a/b = 1n DL50
a = -28.79498

b = 3.364425
- (-28.79498/3.364425)

el
i

= 8.558663

DL50 = e= 5211.67 mg/kg

”"
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FIGURA 7: GRAFICA DEL EFECTO DE LA FAB SOBRE LA FRECUENCIA DE ICH EN CELULAS DE
MEDULA OSEA DE RATON (Cepa NIH (SW)).

] o :

[} R
8
ICH .
7
6
5 :
P 7 yd "
+ + L) - r A 4 M
165 330 495 660 825

MMC
5 . S (2.8 mg/kg)
DOSIS DE'FAB (mg/kg)

y = 5.6818 + 5.8203 x 10" %% 4 2.9844 x 10™6x2

y = ICH; “~x = DOSIS DE FAB



7. DISCUSION

En los Gltimos afios se han realizado numerosos estudios
sobre la actividad mutagénica del etanol, la mayoria de los cua
les se enfoca hacia el andlisis de aberraciones cromosdmicas
en alcohdlicos crénicos (3, 8, 16, 18, 21, 22). En ellos se ab-
serva que el etanol, al ser ingerido durante periodos prolonga-
dos, produce un aumento notable de aberraciones cromosémicas,
También se han hecho investigaciones sobre los efectos del eta-
nol in_vitro, utilizando cultivos de linfocitos humanos y - de
células de otros mamiferos (1, 8, 11, 19, 20), aunque en estos
Gltimos los resultados no siempre son positivos, lo que sugiere
que la actividad mutagénica del etanol se debe principalmente
a la accibn del acetaldehido, que es su primer metabolito den-
tro del organismeo, y gquc ha demustrado ser mutagénico in_vitro
en dosis muy pequefias en comparacibén con el etanol (3, 11, 19,
26). En la presente investigacibén se estudié el efecto que pro-—
duce una fraccidn alcohélica del brandy, que eén su mayor parte
estd constituida por etanol, sobre la frecuencia de ICH, que-
es una de las pruebas que se utilizan en la determinacidn de
la actividad mutagénica de una sustancia (5), cuando se aplica
un tratamiento agudo in_vive. En esta investigacidén, el anadli-
sis de varianza aplicado a los resultados obtenidos de la fre-
cuencia de ICH demostrd que las diferencias observadas entre
las dosis utilizadas son significativas estadisticamente con

un nivel de significancia del 99%, lo cual nos indica que 1la
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FAB si provoca alteraciones en la frecuencia de ICH. Tales al-
teraciones son dependientes de la doSis. como- 1o demuestra la
pardbola obtenida a partir del andlisis de regresidn,.cuyo coe—
ficiente de correlacién es de 0.987, y, aunque los cqeficientes
de linealidad y curvatura son pequefios (5.8203 x 10_4 y 2.9844
x 10_6, respectivamente), el aumento de la frecuencia de ICH
va siendo mAs notable a medida que la dosis aumenta. Tales au-—
mentos dependen en su mayor parte del tratamiento aplicado, co-
mo lo demuestra el coeficiente de determinacidén {(97.56%Z), y son
_estadisticamente significativos a partir de la dosis de 660 mg/
kg para una p = 0,01, y desde la dosis de 495 mg/kg cuando el
valor de p es de 0.05 (prueba "t" de Student).

La FAB utilizada en el presente estudio contiene, ademéas
del etanol, sustancias como metanol, acetato de etilo y acetal-
dehido en pequefios porcentajes. Sobre el primeroc de ellos exis-—
ten investigaciones en las que se sugiere que es mutagénico via
su primer metabolito (formaldehido), pues ésﬁe Gltimo produce
un aumento en la frecuencia de ICH dependiente de la dosis cuan
do se aplica en cultivoes celulares (19). Por otra parte, el he-
cho de que las bebidas alcoh8licas sean mezclas de una gran can
tidad de sustancias ademds del etanol y el agua (2, 9, 31) ha
provocado que se inicien estudios sobre la posible mutagenici-
dad de dichas sustancias, que se conocen como 'congéneres'. En
ellos se ha demostrado gue los residuyos no volatiles de bebidas
como whisky, ron y brandy también producen aumentos dependien-

tes de la dosis en la frecuencia de ICH cuando se aplican in
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vitro (9). Dentro de estos residuos no volitiles se encuentran
también algunos metales tales como el plomo, cuyss efectos tbé-
xicos son ampliamente conocidos, y el arsénico que, dentro de
su toxicidad, se ha observado que produce rupturas en los cromo
somas de linfocitos humanos en cultivo, es teratbgeno para hams
ters, y existen evidencias de que algunos compuestos arsenica-
les estadn relacionados con la aparicidén de ciertos tipos de
cdnceres {6).

En este estudio, la FAB produjo un aumento del 50%Z en la
frecuencia de ICH, con respecto al testigo negativo, con la do-
sis de 825 mg/kg, que fue la mayor utilizada en el experimento
realizado, pero 1la tendencia parabdélica que siguen los puntos
nos sugiere que, bajo las condiciones estudiadas (tratamiento
agudo in vive), la mutagenicidad de la FAB es moderada a dosis
bajas, pero va siendo mas severa conforme aumenta la cantidad
administrada de FAB, y que tal mut&genicidad puede ser el resul
tado de un sinergismo entre las distintas sustancias que con-—
tiene, algunas de las cuales son mutagénicas por si soias (3,
11, 19).

Con respecto a la proliferacidn celular, ésta no se vid
afectada por la FAB, 1o que indica que ésta, en el intervalo
de dosis utilizado, es genotbéxica, pero no llega a ser citotoxi
ca.

Estos resultados sugieren que la ingestién de una cantidad
importante de etanol, aunque sea en una sola ocasidn, puede pPro

vocax dafios a nivel cromosdémico en el ser humano, y que tales
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dafios van a ser mas graves mientras mayor sea la cantidad de
etanol dingerida, aunque con ellos no es posible determinar si
las alteraciones producidas son de tipo reversible o no. Asimis
mo, no es factible inferir si pueden llegar a afectar a la des-—
cendencia, por lo que, a modo de sugerencia, se plantea reali-
zar estudios futuros en los que la investigacién se encamine
a observar los efectos a largo plazo de un tratamiento agudo
con etanol y utilizando dosis .mayores para determinar si la ten

dencia parabdlica se mantiene.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que la fraceién alcohé-
lica del brandy utilizada en la presente investigacidn produce
un aumento significativo en la frecuencia de intercambios de

cromAtidas hermanas in viveo cuando se aplica en un tratamiento

agudo, a partir de una dosis de 660 mg/kg, administrada por via
intraperitoneal en ratones machos de la cepa NIH (SW), y que
tal aumento sigue una tendencia parabdélica. Sin embargo, la pro
liferacidn celular no se ve afectada por 1la FAB en las dosis
estudiadas, por lo que se sugiere que, dentro de este intervalo

de dosis, la FAB es genotdxica, pero no llega a ser citotdxica.
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