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l. RESUMEN 

Como parte de los estudios citogenéticos para determinar 

la capacidad mutagénica de una fracción alcohólica del brandy 

(FAB), se realizó una evaluación in vivo de la frecuencia de in-

tercambios de cromátidas hermanas (ICH) y de la proliferación 

celular en médula ósea de ratón. Las dosis de FAB utilizadas fu~ 

ron de 165, 330, 495, 660 y 825 mg/kg de peso. Como testigo pos~ 

tivo se utiliz6 mitomicina-C (MMC) en dosis de 2.8 mg/kg de peso 

y, como testigo negativo, solución salina fisiológica (SSF) en 

dosis de 20 ml/kg de peso. 

Para la evaluación de la frecuencia de ICH se analizaron 

100 células para cada dosis (4 ratones por dosis, 25 células por 

ratón), determinando el número de ICH/célula. Con los resultados 

obtenidos se realizó un análisis de varianza (ANDEVA), con el 

que se demostró que las cltferencias observadas entre las distin-

tas dosis son significativas estadísticamente. También se aplicó 

la prueba 11 t 11 de Student, resultando significativos los aumentos 

de ICH provocadas por las dosis de 660 y 825 mg/kg con rAspecto 

al testigo negativo ( p=Ü .01) .. El análisis de regresión nos da 

la ecuación de la curva obtenida, que es una parábola con una 

ordenada 

5.8203 X 

al origen 

y un 

de 5.6818, un coeficiente de linealidad de 

coeficiente de curvatura de 2.9844 x 10-
6

. 

Por Último, se determinaron el coeficiente de correlación, que 

tiene un valor de 0.9877, y el coeficiente de determinación, que 

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



vado se debe al tratamiento aplicado. 

Con respecto a la proliferación celular, se examinaron 400 

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

ratón), 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 indice de replicación (IR) y el 

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

tados por la FAB. 
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2. ABREVIATURAS 

Acido desoxirribonucléico. 

Acido ribonucléico. 

Bromodesoxiuridina. 

Centímetros. 

Cloruro de potasio. 

Decilitros. 

Dosis letal media. 

Fracción alcohólica del brandy. 

Grados centígrados. 

Gramos. 

Horas. 

Indice de replicación. 

I11tercamb~os de crom~tidas hermanas 

Intraperitoneal. 

Kilogramos. 

Microgramos. 

Miligramos 

Mililitros. 

Milímetros. 

Minutos. 

Mitomicina-C. 

Molar. 

Revoluciones por minuto. 

Solución salina fisiológica. 

Tiempo promedio de generación. 
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3. INTRODUCCI0N 

3.1. Antecedentes. 

El consumo de bebidas·· alcohólicas por el hombre es casi 

tan antiguo como él. Se tienen evidencias <le que desde unos 

6000 ofios a.c. se producían en diversas zonas del mundo bebidas 

como vino y cerveza, utilizando para ello la acción fermentati­

va de las levaduras sobre algunos azúcares ( 10). Existen tam­

bién testimonios escritos sobre el conocimiento que los he­

breos, egipcios, griegos y romanos tenlan del vino y sus efec­

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

por haber introducido el vino, reconociendo tal acción como bu_!t 

na y enriquecedora de sus culturas (35). 

El cultivo de la vid (Vitis vinif~r:::!) paLa producir vino 

f11e ccnocldo por los asirios y egipcios desde el afio 3500 a.C. 

y por los griegos en 1400 a.c., quienes llevaron la uva a Mars~ 

lla alrededor del año 600 a.C., y su cultivo se fue extendien­

do por Europa hasta llegar a su máximo en el siglo XV (2). 

En la Edad Media, un 6rabe conocido como Jahir ibn Hayyan 

introdujo la técnica de la destilación, siendo así el primero 

en producir una bebida con mayor concentración de etanol, que 

es el ingrediente activo de las bebidas alcohólicas (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 ºusquebaugh 1
', que significa "a­

gua de la vida" (6). 

4 



Otra de las bebidas alcohólicas que se obtienen con esta 

técnica es el brandy, que es de las más populares en México. 

Se afirma que en los últimos afi.os ha desplazado al tequila y 

al ron (27). Se obtiene por la destilación de vinos 100% de uva 

fresca cuyos mostos se someten a fermentaci6n alcoh6lica (31). 

Durante y después de la destilación se eliminan algunos aldehí­

dos y el aceite de fusel, constituido por alcohole~ superiores. 

Posteriormente se procede a añadir caramelo y se diluye con a­

gua para, finalmente, añejar la bebida en barricas de roble -

blanco o encino durante por lo menos 4 años. A lo largo del añ~ 

jamiento se eliminan algunas sustancias y se forman otras nue­

vas que le dan un olor y sabor agradables, mejorando su carác­

ter y calidad (2, 31), 

El brandy debe tener un color ambarino, así como un olor 

y sabor característicos de la bebida. En el Cuadro I se mues­

tran las especificaciones f isicas y 4ulJ11lcas con las que debe 

cumplir el brandy en México. 

Además de lo enlistado en el Cuadro I, el brandy contiene 

caramelo como colorante y un máximo del 1.5% de azúcar u otros 

edulcorantes para abocarlo. Con respecto a contaminantes quími­

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

PLOMO (como Pb) 

ARSENICO (como As) 

COBRE (como Cu) 

ZINC (como Zn) 

5 

0.5 mg/dl 

1.5 mg/dl 

1.0 mg/dl 

15.0 mg/dl 



Entre los alcoholes que se encuentran en el brandy además 

del etanol, podemos mencionar al metanol, n-propanol, sec-buta­

nol, isobutanol, n-butanol, 2-metil-1-butanol, alcohol isoamíl~ 

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

aldehídos (acetaldehido, propanal, butiraldehído, acetal, hep­

tanal y furfur.:il), ~steres (acetato de etilo, ésteres de los 

alcoholes propílico y butílico y de los ácidos caprÍlico, cápr~ 

co, láurico, butírico y valérico), ácidos orgánicos (acético, 

láctico, caprÍlico, cáprico y láurico), terpenos, dióxido de 

azufre, amoníaco y productos nitrogenados de degradación (2)~ 

3.2. Alcoholismo. 

Desde que existen las bebidas alcohólicas, existe también 

el alcoholismo, aunque no se le había dado la importancia debi­

da a su est:11dio hü..sta el presente siglo .. Este término apareció 

por primera .,,.ez en una obra del médico sueco Magnus Huss, en 

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

clínicamente reconocibles, debido al consumo excesivo de behi­

dns alcohólicas" (35). A partir de esta definición 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 

e) las que se basan en la patología subyacente (35). 

Debido a las múltiples acepciones del término nalcoholis-

mo" resulta difícil formular conclusiones con validez univer­

sal. Por ello, se ha tratado de proponer una definición basada 
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en los elementos considerados como esenciales (17). Una de las 

más aceptadas es la del doctor Mark Keller (1958), quien dice 

que "el alcoholismo es una enfermedad crónica, un desorden de 

la conducta caracterizado por la ingestión repetida de bebidas 

alcoh6licas hasta el punto de que excede a lo que est~ social­

mente aceptado y que interfiere con la salud del bebedor, así 

con10 con sus rel~cio11es 111terpersanales o con su capacidad de 

trabajo" (35). E.M. Jellinek da una definición vaga, pero clas.!_ 

fica a los alcohólicos en cinco grupos, según la gravedad de 

su estado. Como éstas, existen muchas otras definiciones, de 

las cuales podemos extraer que algunos de los rasgos esenciales 

del c~ncepto 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, 

se da una pérdida de la libertad <lel 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 ~ste penetra en su organismo en cantidad 

suficiente, pérdida que parece estar condicionada por factores 

somáticos (17). 

A lo largo de estudios epidemiol6gicos se ha observado que 

el alcoholismo muestra una fuerte tendencia familiar, aunque 

no se ha definido con certeza la naturaleza de un factor hered~ 
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tario. Se ha visto que por lo menos el 33% de los alcohólicos 

en Estados Unidos tienen un padre alcohólico, lo cual es un al­

to potcentaje con respecto a la población en general (7, 34). 

Como se menciona en las definiciones de alcoholismo, éste 

se considera como una enfermedad y desorden conductual, rela­

cionado con un gran número de problemas, tanto orgánicos como 

sociales. Estos problemas pueden ser consecuencia de un episo­

dio agudo de consumo excesivo de alcohol. Podemos citar hechos 

relacionados con agresividad, accidentes, exposición a las con­

diciones meteorológicas, trastornos físicos y psíquicos. Según 

estadísticas, el consumo de alcohol es responsable de 2/3 de 

los incidentes de violencia doméstica, 1/3 de los casos de abu­

so de niños, 50% de los accidentes fatales de tránsito, 50% de 

las muertes por fuego, 67% de ahogados, 67% de homicidios y a­

saltos, 40% 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 orgánicos tales como pro­

blemas gastrointestinales, cardiovasculares 1 neurológicos y o­

tros que se enlistan en el Cuadro II. 

Además de tales alteraciones, se puede observar una pérdi­

da del control personal, se deteriora la capacidad de trabajo 

y se presentan el síndrome de dependencia del alcohol y la psi­

cosis alcohólica. Todo ésto resulta en problemas familiares co­

mo disolución de la familia, discordia conyugal, maltrato a los 
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hijos, pérdida de la autoestima, pérdida del emple!o, y tiene 

repercusiones en los hijos, tanto físicas como sociales (pro­

blemas de desarrollo infantil, deserción escolar, delincuencia 

y embriaguez juvenil) (19). 

El trastorno físico más notable en los hijos de mujeres 

alcohólicas es el Síndrome Fetal Alcohólico (SFA), que está COR 

siderado como el daño teratógeno más frecuente en el hombre, 

y se presenta en un tercio de los niños cuyas madres beben 150 

o más gramos diarios de etanol durante el embarazo. Este síndrQ 

me se caracteriza por un crecimiento retardado pre y post-na-

tal, bajo coeficiente intelectual, microcefalia, fisuras pal-

pebrales pequeñas, bulbos oculares pequeños, hipoplasia maxi-

lar, pliegues epicánticos, nariz pequeña y respingada, área pig 

mentada de los labios pequeña, anormi:tl id3dc::: de lct.s art:i.cula-

e iones, pulso tembloroso, coordinación pobre entre ojos y ma-

nos, malformaciones cardíacas y genitales (19). El sistema ner-

vioso central es muy susceptible a la exposición intrauterina 

al etanol, y en autopsia.e; se ha detectado una migración celu-

lar anormal en el cerebro, aumento del tamaño de los ventrícu-

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

3.3. Cáncer y alcoholismo. 

Otro de los problemas orgánicos relacionados con el consu-

mo excesivo de alcohol es el cáncer. Se observa un aumento de 

hasta 10 veces m~s en el riesgo de sufrir cáncer entre los alcQ 

hólicos, principalmente en cavidad oral, laringe, faringe y es~ 
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fago (21, 22). También se correlaciona frecuentemente con la 

aparición de cir~osis hepática, a partir de la cual, en una pe­

queña proporción de los casos, se desarrolla el carcinoma he­

patocelular (23). Entre las mujeres que beben alcohol se obser­

va una tasa de cáncer mamario entre 1.5 y 2 veces mayor que en­

tre las no bebedoras (28), 

En estudios realizados en Francia se encontró una correla­

ción elevada entre la tasa de mortalidad por alcoholismo y la 

debida a cáncer esofágico, observando que el riesgo de sufrirlo 

aumenta a medida que es mayor la concentración de etanol en las 

bebidas consumidas, aunque también se atribuye a la presencia 

de mutágenos en ellas (15). 

Se sabe que el etanol, así como otros alcoholes y aldehí­

dos, inhiben la síntesis de RNA en las células y en sistemas 

transcripcionales aislados, lo cual puede tener un papel impor­

tante en la carcinogénesis. Los posibles mecanismos por los cu~ 

les el etanol puede producir cáncer son: 

a) El etanol puede cambiar la reactividad de los tejidos 

por efectos tóxicos, desnutrición o cirrosis hepática. 

b) Pueden existir sustancias carcinogénicas en las bebidas 

alcohólicas. 

c) El alcohol puede aumentar la difusión de las sustancias 

carcinogénicas hacia las células. 

d) El alcohol puede aumentar la capacidad de activación 

de procarcinógenos en el intestino. 

e) El alcohol inhibe la salivación, lo cual aumenta la coll 
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centración de procarcin6genos en la boca (19). 

El Último punto influye en el sinergismo que se obs.erva 

entre el alcohol y el tabaco en cuanto al aumento en el riesgo 

de sufrir c6ncer, que es mayor entre los alcoh6licos que- fuman 

(3, 19, 21, 22). 

3.4. Mutagénesis y alcoholismo. 

Con respecto al origen del cáncer, se correlaciona con la 

actividad mutagénica que se observa en las bebidas alcohólicas. 

Se han hecho numerosos estudios en linfocitos periféricos de 

individuos alcohólicos, encontrándose un aumento notable en la 

frecuencia de aberraciones cromosómicas numéricas y estructura­

les, entre las que podemos citar lesiones acromáticas, rupturas 

cromatídicas e isocromatídicas, translocaciones cromatídicas 

y cromosómicas, dicéntricos, anillos e inversiones pericén tri­

cas. También se observan cambios de n6mero y rearreglos cromosQ 

micos (3, 8, 16, 18, 21, 22). En estudios con animales someti­

dos a tratamientos crónicos con alcohol se observan otras alte­

raciones como el aumento de la frecuencia de micronúcleos en 

eritrocitos de médula Ósea, lo cual se asocia con una hipopla­

sia de la médula y macrocitosis de eritrocitos, alteraciones 

encontradas frecuentemente en alcohólicos. Este daño citogené­

tico en la médula ósea debe tener un significado más general 

que las consecuencias puramente hematológicas, pues puede estar 

involucrado un mecanismo similar en los efectos mutagénicos, 

carcinog~nicos y tcratogénicos del alcohol (4). 
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Con respecto a los estudios in vitro, se tienen resultados 

contradictorios en relación con el efecto directo del etanol 

sobre las células, pues algunos autores mencionan efectos posi­

tivos, aunque también hay est"udios 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 cromosómicas 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). 

Además de los estudios de aberraciones cromosómicas, se 

ha analizado la frecuencia de intercambios de cromátidas her-

manas (ICH) como un indicador de la actividad mutagénica del 

etanol, observandose un aumento de ésta relacionado con el de 

aberraciones (8, 11, 19, 20, 22). El fenómeno de ICH fue visua­

lizado por primera vez por Taylor en 1958 (33), quien marcó el 

ADN con timidina tritiada ( 3 [H]-timidina) y analizó las metafa-

ses por autorradiografía, lo que constituye un proceso lento 

e inexacto. Actualmente se utiliza la bromodesoxiuridina (BrdU) 

en sustitución de la timidina tritiada, y posteriormente se ti-

ñen los cromosomas con colorantes fluorescentes como Hoechst 

33258, naranja de acridina o 4' 6-diamino-2-fenilindol (DAPI), 

lo cual resulta en una fluorescencia diferencial en las crcmá-

tidas. En 1974, Perry y Wolff (25) encontraron un m6todc alter-

nativo, tratando las cilulas con Hoechst 33258 y Giemsa, obte-

niendo as~ una tinción difere~cial que pueóe observarse en el 
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microscopio de luz (5, 12). 

El mecanismo de la tinción diferencial de los cromosomas 

se basa en tres premisas: 

a) La replicación del ADN es semiconservativa. 

b) La crom&tida esti constituida solamente por_una- dobl~ 

hélice. 

e) Los cromosomas se segregan al azar en la división celu­

lar. 

En la Figura se ilustra el proceso de sustitución del 

ADN con la BrdU y cómo se obtiene la tinción diferencial. 

Las cromátidas que tienen una sola cadena de ADN sustitui­

da con BrdU presentan una mayor fluorescencia o tinción con 

Giemsa másd intensa en comparación con las que tienen sus dos 

cadenas de ADN sustituidas, y la proporción de estas Últimas 

va aumentando a medida que aumenta el número de replicaciones 

celulares en presencia de BrdU. Las células en que se estudian 

los ICH son las del segundo ciclo de replicaci6n. pues en ellRB 

se visualizan fácilmente los intercambios de los brazos croma­

tídicos ( 12). 

Una segunda área de aplicación del marcaje con BrdU es la 

diferenciaci6n de metafases de distinta generación en cultivos 

y sistemas celulares no sincronizados, con lo cual es posible 

estimar 1.a duración del ciclo celular y su modificación por 

agentes exógenos (5). 

El marcado con BrdU puede aplicarse in vitre, directamente 

en los cultivos (principalmente fibroblastos y linfoc:i.tos) e 
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in vivo en mamíferos, por inyecciones múltiples subcutáneas o 

intraperitoneales, implantación de tabletas de liberación retaL 

dada o infusión intravenosa continua. Las células más adecuadas 

para los estudios in vivo son las de médula ósea, obtenidas del 

f~mur, por su alto índice mitótico. Se pueden cosechar tambi'n 

linfocitos de bazo, células de hígado en regeneración y células 

espermatogónicas, pero el índice mitÓtico es menor y muy varia-

ble (12). 

Por su alta sensibilidad y fácil manejo, ,el análisis de 

!CH se ha hecho muy popular en los 6ltimos aftas como prueba de 

mutagenicidad, aunque se sugiere utilizarlo como un método adi­

cional a los demás estudios citogenéticos que se usan para de­

terminar la actividad mutagénica de una sustancia (5). 

3.5. Justificación. 

Debido a que la mayor parte de los estudios sobre el eta­

nol y las bebidas alcohólicas se han llevado a cabo utilizando, 

en el primer caso 1 etanol puro, y,, en el seguu<lo, las bebidas 

completas, y tomando en cuenta el gran número de componentes 

que ~stas contienen, entre los cuales se encuentran var~os com­

puestos considerados como mutágenos, la Escuela Nacional de 

Ciencias Biol6gicas del Instituto Polit~cnico Nacional está 11~ 

vando a cabo un estudio mutagénico con algunas de las bebidas 

alcohólicas destiladas de mayor consumo en México, corno son 

brandy, tequila y ron,, en el cual se están analizando la bebj­

da completa, la fracción alcohólica (volátil), los residuos r~-:> 
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volátiles y algunos componentes individuales 1 en sistemas i.n. 

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

la que se utilizó la fracción alcohólica del brandy in vivo, 

aplicándola en un tratamiento agudo. Este estudio es parte del 

proyecto titulado ''ALCOIIOLISMO: Un estudio clínico, inmunol6gi­

co, teratogénico y mutagénicoº, apoyado por el Consejo del Sis­

tema Nacional de Educación Tecnológica (COSNET), la Dirección 

de Graduados del IPN y el Hospital General de la Secretaría de 

Salud. 
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CUADRO I: ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DEL BRANDY (31). 

ESPECIFICACIONES 

Grado 
zaaºK 
Extracto 

Acidez 

Acidez 

Acidez 

Aldehídos {como 

Esteres (como acetato 

MINIMO 

Metanol huellas 

Alcoholes superiores (aceite de fusel o 
alcoholes de peso molecular ·superior al 
etanol) (como alcohol amílico) 

Furfural 

huellas . 

huellas 

MAXIMO 

·ao.o 

150.9 

180.0 

335.0 

5.0 



CUADRO II: EFECTOS SISTEMICOS DEL ALCOHOLISMO (36) 

TEGUMENTO: pelagra, infestación. 

BOCA: estomatitis nutricional, quilosis, alta incidencia de cáncer. 

OJOS: ambliopía "tabaco-alcohol", oftalmoplejia (Síndrome de Wernicke-Korsakoff). 

GASTROINTESTINALES: esófago: esofagitis, espasmo esofágico difuso, ruptura con mediastinitis; 

alta incidencia de cáncer. 

estómago y duodeno: gastritis erosiva aguda, gastritis hipertrófica.crón~éa, 
Úlcera péptica, hematemesis, alta incidencia de ,cáncer.·:_ 

intestino: malal>sorción, ºdiarrea alcohólica". 

hígado: esteatosis, hepatitis alcohólica, cirrosis. 

páncreas: pancrea ti tis aguda, pancreati tis crónica recurrent~, t P~n,c.~ea:ti~is 
~ calcificada, insuficiencia pancreática exocrina, pselldoqÚ~s~es. 

RESPIRATORIOS: alta susceptibilidad a infecciones, atelectasis, pneumotórax, depresión respi.~~t.Q. 

alta prevalencia de tabaquismo. 

CARDIOVASCULARES: cardiomiopatía, beriberi. 

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

ENDOCRINOS Y METABOLICOS: disminución de testosterona, hiperglucemia, hipoglucemia, hiperlacte­

mia, hiperuricemia, acidosis metabólica, acidosis respiratoria, cetoa­

cidosis alcohólica, hipofosfatemia, hipermetabolismo, hipokalemia, hi­

pomagnesemia, hipercolest~rolemia, hipertrigliceridemia, desnutrición 

protéica, hipotransferrinemia, deficiencia de vitamina B. 
NEUROLOGICOS: síndromes de abstinencia de intoxicación aguda, ambliopía, síndrome de Wernícke­

Korsakof~, degeneración cerebelar, polineuropatía, enfermedad de March~afava-Bign!!,. 

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

l. Determinar si la fracción alcohólica del brandy produce au­

mento en la frecuencia de intercambios de cromátidas herma­

nas in vivo con un tratamiento agudo. 

2. Determinar el efecto de la fracción alcohó;Lica del brandy 

sobre la proliferación celular. · 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1. Material biológico. 

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH (SW) con pesos 

entre 20 y 26 g. 

5.2. Obtención de la FAB. 

Se realizó la destilación simple de 750 ml de brandy, man­

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

y la cola del destilado. Posteriormente el líquido obtenido se 

filtró a tr:ivés de sulfato de sodio anhidro (Na 2 so 4 ), con el 

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

tuvieron 200 ml de fracción alcohólica. 

5.3. Determinaci6n de los co1nponentes de la FAB. 

La FAB se sometió a una cromatografía de gases, utizando 

un cromatógrafo VARIAN modelo 1400, con columna de vidrio PORA­

PAK Q y detector de ionización de flama de hidrógeno. 

5.4. Determinación de la DL50 de la FAB. 

La FAB se administró por vía IP. Se realizó un estudio pr~ 

liminar para situar el intervalo de dosis, en el cual se utili­

zaron 15 ratones. La FAB se diluyó en SSF al 50%. Las dosis us~ 

das fueron de 1650, 3300, 4950, 6600, 8250, 9900, 11550 y 13200 

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

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, 

'J900 y 11550 ms de F AB/k g de peso. Los ratones se observaron 

durante los siete días posteriores a la administración de la 

FAB. A los re;;ultados se les aplic6 el método de Lehman (14) 

para determinar la DL50. 

S.S. Estudio citogenético. 

Para este estudio, las dosis se determinaron a partir de 

la DLSO, tomando como referencia la dosis correspondiente a 

1/10 de la DL50 y estableciendo dos dosis menores y dos mayores 

a ella, siendo éstas de 165, 330, 495, 660 y 825 mg de FAB/kg 

de peso, diluidas en SSF de tal manera que en todos los casos 

utiliz6 un .,~nl 11men de 0.5 ml de la diluci6n correspondiente 

para un rat6n de 25 g. Para el testigo positivo se utiliz6 MMC 

en dosis de 2.8 mg/kg, y para el negativo, SSF (20 ml/kg), todo 

ésto por vía IP. 

Para cada <losis se utilizó un lote <le 7 ratones, con los 

cuales se trabajó de la siguiente manera: 

a) A cada ratón se le implantó subcut~neamente una tableta 

de 40 mg de ·BrdU mezclada con 60 mg de colesterol, con un diá­

metro de 6.35 mm y un espesor de 1.87 mm. La implantación se 

hizo en el flanco izquierdo del rat6n. 

b) Una hora después se administró la FAB en las dosis in­

dicadas o, en su caso respectivo, la MMC y la SSF. 

c) A las 22 hrs de la administración de BrdU, se les inye~ 
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t6 colchicina por vía IP en dosis de 0.5 ug/g de peso, a partir 

de una solución que contenía 0.4 mg de colchicina/m1. 

d) 3 hrs despu~s de administrar la colchicina, los anima­

les se sacrificaron por dislocación cervical y se procedió a 

hacer una disecci6n para obtener an1bos f~mures, de los cuales 

se extrajo la médula ósea con ayuda de una jeringa con aguja 

que contenía 5 ml de KCl 0.075 M a 37°C. La médula así obtenida 

se incubó a la misma temperatura durante 20 min en tubos para 

centrífuga. 

Despu&s de la incubaci6n, se aplicó el siguiente tratamien­

to de fijación: 

a) Se centrifug6 durante 10 min a 1500 rpm, se desech6 el 

sobrenadante y el botón se resuspendió en 7 rnl de solución fi­

jadora de Carnoy (mPt~n0l-6.cidc ac~Llco en proporción de 3: 1) 

fría, dejándose reposar así por 20 min. 

b) Se centrifug6 por 10 min a 1500 rpm, se eliminó el so­

brenadante y se volvió a resuspender el botón en la solució_n 

fijadora fri~, reposa11<lo ah~ra durante 10 min. 

c) Se repitió el punto anterior, se volvió a centrifugar 

en las mismas condiciones y se elimin6 el sobrenadante, resus­

pendiendo el botón en 1 ml de fijador. 

La preparación y tinción de las laminillas se llevó a cabo 

de la siguiente manera: 

a) Los portaobjetos a u~ilizar se limpiaron y desengrasa­

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

su utilización. 
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b) Para montar las laminillas, se sacó el portaobjetos del 

etanol y se flameó. Mientras el alcohol estaba ardiendo, se de­

jaron caer sobre el portaobjetos 3 gotas del botón suspendido 

en solución fijadora, desde una altura aproximada de.20 cm. 

e) Las laminillas se dejaron en reposo por dos días a tem­

peratura ambiente antes de ser teñidas. 

d) El primer paso de la tinción fue sumergir las lamini­

llas en el colorante Hoechst 33258 (solución 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°C por 30 min. 

e) Se cubrieron las laminillas con una solución amortigua­

dora de citrato-fosfato con pH de 7.0, colocando sobre ellas 

cubreobjetos para evitar la evaporación del amortiguador, y se 

~xp11sieron a luz negra durante 30 min. Se enjuagaron con agua 

destilada y se secaron en la estufa a 60°C por 30 min. 

r) Se sumergieron en colorante Giemsa al 4% en solución 

amortiguadora de Sorensen (fosfatos, pH = 6.8) durante 10 min, 

enjuagando 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 tinción diferen­

cial. Se hicieron dos tipos de observaciones. La primera fue 

el recuento de ICH, para lo cual se revisaron 25 c~lulas de se­

gunda división (Figuras 2 y 3) para cada animal, contando en 

cada una d~ ellas el n6mero de ICH. La segunda fue para deter-
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mina~ el índice de replicaci6n y el tiempo promedio de genera­

ci6n (proliferaci6n celular), y se realizó contando las prime­

ras 100 células encontradas al azar en la laminilla (para cada 

ratón) 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 estadístico. 

A los resultados de la frecuencia de ICH se les aplic6, 

en primera instancia, un análisis de varianza (ANDEVA) para de­

terminar si existían diferencias significativas entre las dis­

tintas dosis estudiadas. Posteriormente se aplic6 la prueba ''t'' 

de Student para saber a partir de qué dosis se consideraba sig­

nificativo el aumento de la frecuencia de ICH. Por Último, se 

practic6 un an~lisis de regresi6n i correlación para determinar 

la ecuación de la curva que relaciona las dosis de FAB con la 

frecuencia de ICH y el coeficiente de correlac~6n entre ellas. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Determinación de los componentes de la FAB. 

La cromatografía de gases reveló la presencia de 5 compo­

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

contraban. Los componentes son: 

Etanol 

Metano l. 

Acetato de 
etilo 

Acetaldehído 

Otras su,s­
tancias* 

99.556% 

0.271% 

0.110% 

0.054% 

0.009% 

* probablemente propionaldehído, butiraldehído o una mezcla de 

ellos, pues son compuestos que pueden encontrarse en el brandy 

y su punto de ebullición es menor al del ctann1 (propionaldehí-

do: 49°C; butiraldehído: 74.BºC). 

6.2. Determinación de la DL50 de la FAB. 

Con la dosis más baja utilizada en este ensayo 1650 

mg/kg) no se observó el efecto letal de la FAB, pera la marta-

lidad fue del 100% a partir de la dosis de 8250 mg/kg. En el 

Cuadro III se muestra el número de animales muertos para cada 

lote, el porcentaje de mortalidad y los valo"C'es obtenidos con 

el método de Lehman, que se graficaron en la Figura 6. A partir 

de ellos se determinó la DL50, que es de 5211 mg/kg. 
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6.3. Estudio citogenético. 

6.3.1. Intercambio de Cromátidas Hermanas. 

La FAB produjo un aumento en la frecuencia de ICH a medida 

que la dosis aumentó, como puede observarse en el Cuadro IV. 

En el análisis 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 ºt'' calculadas para 

.cada una de las dosis son las siguientes: 

dosis ( 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 =O.OS y de 3.1430 cuando p = 0.01. 

Con el análisis de regresi6n se determinó la ecuaci6n de 

la curva que relaciona la frecuencia de ICH con las dosis de 

FAB, que es una parábola, cuya ordenada al origen ti.ene 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 • E; la Figura 

7 se muestra la parábola determinada por esta ecuación. 

Por Último, se calcularon los coeficientes de correlación 

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

6.3.2. Proliferación Celular. 

No se observ6 ning~n efecto de la FAB sobre la prolifera­

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

variaciones de los IR y TPG son mínimas 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 DLSO (Mitodo de Lehman). 

x = ln dosis; i' ·"'' 1n (p/q). 

p N!2 ratones muertos/N". rai::Ónes_.: -det-

DOSIS Nº DE Nº DE PORCENTAJE DE 
"x .. ".1" 

(mg/kg) ANIMALES MUERTOS MORTALIDAD (%) 

1650 6 o º·ºº 
3300 6 1 16.66 8.10167 -1.60941 

4950 6 3 50.00 B .. 50714 º·ººººº 
6600 6 4 66.66 .8 .• 79482 0.69316 

8250 6 6 100.00 

9900 6 6 100;00 

11550 6 6 100.00 
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CUADRO IV: EFECTO DE LA FAB SOBRE LA FRECUENCIA DE ICH EN CELULAS DE MEDULA OSEA 

DE RATON (Cepa NIH (S~)). 

DOSIS 

-(mg/kg) 

ººº'º 4 

165.0 4 

330.0 4 

495.0 4 

660.0 4 100 3 -. 
825.0 4 100 3 -

MMC 4 100 13 -
(2.8 mg/kg) 

± o.42 

6.51 ± 0.36 

17 7.30 ± 0.42 

20 8.28 ± 1.17 

23 22.10 ± o. 16 

:'_>'SIGNIFICATIVO 
,,:('-'t" de Student) 

p=0.01 p=0.05 

+ 

+ + 

+ + 

+ + 



CUADRO V: EFECTO DE LA FAB SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN LA MEDULA OSEA DE -

DOSIS 

(mg/kg) 

000;0 

165.0 

330.-0 

495:0 

660.0 

825.0 

MMC 

RATON (Cepa NIH (SW)). 

- Nº DE Nº DE 

4 

4 

4 

4 

4 

4 
(2.8 mg/kg) 

PROLIFERACION CELULAR _(%) 

I.R. = Indice de Replicación = l(Ml) + 2(M2) + 3(M3) (29) 
100 

l. 497.5 

T.P.G. = Tiempo Promedio de -Generaci6n N° hrs. BrdU x 100 
l(Ml) + 2(M2) + 3(M3) 

T.P.G. 

14.38 

14.50 

14.69 

(30) 

Ml % de células en 1ª división; M2 = % de células en 2• división; 

M3 % de células en 3º división. 



FIGURA 6: GRAFICA DE "x" vs ''l" PARA DETERMINAR LA DL50 POR EL 

METODO DE LEHMAN. 
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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)). 
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7. DISCUSION 

En los Últimos años se han realizado numerosos estudios 

sobre la actividad mutagénica del etanol, la mayoría.de los cu~ 

les se enfoca hacia el análisis de aberraciones cromosómicas 

en alcoh6licos cr6nico~ (3, 8, 16, 18, 21, 22). En ellos se ob­

serva que el etanol, al ser ingerido durante períodos prolonga-

dos, produce un aumento notable de aberraciones cromosómicas. 

También se han hecho investigaciones sobre los efectos del eta­

nol in vitre, utilizando cultivos de linfocitos humanos y de 

células de otros mamíferos (1, 8, 11, 19, 20), aunque en estos 

Últimos los resultados no siempre son positivos, lo que sugiere 

que la actividad mutagénica del etanol se debe principalmente 

a la acción del acetaldehído, que es su primer metabolito den-

tro del organiRmO¡ y que ha J~111uscrado ser mutag~nico in vitre 

en dosis muy pequeñas en comparación con el etanol (3, 11, 19, 

26). En la presente investigación se estudió el efecto que pro­

duce una fracción alcohólica del brandy, que en su mayor parte 

está constituida por etanol, sobre la frecuencia de ICH, que­

es una de las pruebas que se utilizan en la determinación de 

la actividad mutagénica de una sustancia (5), cuando se aplica 

un tratamiento agudo in vivo. En esta investigación, el análi-

sis de varianza aplicado a los resultados obtenidos de la fre­

cuencia de ICH demostró que las diferencias observadas entre 

las dosis utilizadas son significativas estadísticamente con 

un nivel de significancia del 99%, lo cual nos indica que la 
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FAB sí provoca alteraciones en la frecuencia de ICH. Tales al-

teraciones son d epend ien tes de la do sis, como lo demuestra 1 a 

parábola obtenida a partir del análisis de regresi6n, cuyo coe-

ficiente de correlación es de 0.987, y, aunque los c~eficientes 

de linealidad y curvatura son pequeños (5.8203 x 10-4 y 2.9844 

X respectivamente), el aumento de la frecuencia de ICH 

va siendo más notable a medida que la dosis aumenta. Tales au-

mentas dependen en su mayor parte del tratamiento aplicado, co-

mo lo demuestra el coeficiente de determinación (97.56%), y son 

estadísticamente 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, además 

del etanol, sustancias como metano!, acetato de etilo y acetal-

dehído en pequeños porcentajes. Sobre el primero de ellos exis-

ten investigaciones en las que se sugiere que es mutag~nico vía 

su primer metabolito (formaldehído), pues éste Último produce 

un aumento en la frecuencia de ICH dependiente de la dosis cua~ 

do se aplica en cultivos celulares (19). Por otra parte, el he-

cho de que las bebidas alcohólicas sean mezclas de una gran ca~ 

ti dad de sustancias además 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 11 cong~neres 1 '. En 

ellos se ha demostrad.o que los residuos no vol&tiles 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 volátiles se encuentran 

también algunos metales tales como el plomo, cuyos efectos tó­

xicos son ampliamente conocidos, y el arsénico que, dentro de 

su toxicidad, se ha observado que produce rupturas en los cromQ 

somas de linfocitos humanos en cultivo, es teratógeno para hams 

ters, y existen evidencias de que algunos compuestos arsenica­

les están rtlacionados con la aparición de ciertos tipos de 

cánceres (6). 

En este estudio, la FAB produjo un aumento del 50% 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 la tendencia parabólica que siguen los puntos 

nos sugiere que, bajo las condiciones estudiadas (tratamiento 

agudo in vivo), 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 mutagenicidad puede ser el resu~ 

tado de un sinergismo entre las distintas sustancias que con­

tiene, algunas de las cuales son mutagénicas por sí solas (3, 

11, 19). 

Con respecto a la proliferación celular, ésta no se vió 

afectada . por la FAB, lo que indica que ésta, en el intervalo 

de dosis utilizado, es genotóxica, pero no llega a ser citotox~ 

ca. 

Estos resultados sugieren que la ingestión de una cantidad 

importante de etanol, aunque sea en una sola ocasión, puede pr2 

vacar daños a nivel cromosómico en el ser humano, y que tales 
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daños van a ser más graves mientras mayor sea la cantidad de 

etanol ingerida, aunque con ellos no es posible determinar si 

las alteraciones producidas son de tipo reversible o no. Asimi~ 

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 investigación 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 parabólica se mantiene~ 
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8. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos muestran que la fracción alcohó­

lica del brandy utilizada en la presente investigación produce 

un aumento significativo en .la frecuencia de intercambios de 

cromátidas hermanas in vivo cuando se aplica en un tratamiento 

agudo, a partir de una dosis de 660 mg/kg, administrada por vía 

intraperitoneal en ratones machos de la cepa NIH (SW), y que 

tal aumento sigue una tendencia parabólica. Sin embargo, la pr~ 

liferación celular no se ve afectada por la FAB en las dosis 

estudiadas, por lo que se sugiere que, dentro de este intervalo 

de dosis, la FAB es genotóxica, pero no llega a ser citótÓxica. 
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