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INTRODUCCIOCN

I ~ EL ALCOHOLISMO EN MEXICO .

En nuestre psis no se conocen a ciencia cierta las pri-
meras manifestaciones del alcoholismo, en virtud de gue el ori--
gen del pulque como bebida sagrada y fundaoental de ciertas cla-
ses de gente en los pueblos indigenas esta lleno del encanco de
los mitos y de lo incierto de las leyendas.

Sin embargo existen hallazgos arqueoldgicos, como ras—-
padores de obsidiana similares a los gue hey en dIa se utilizan
para obtener el aguanmiel del maguey, de cerca de 15 oil ajos de
antigiedad, que nos hace pensar que en aquells epoca ya se cono-—
cia 2] pulque (1).

Todas las sociedades han dispvesto de alguna sustancia
con propicdades psicotrfpicas de las cuales el alcehol es ¥y ha
sido de las wd3s utilizadas:; el consumo de alcohol lejos de ser
un fendmeno natural es un hecho socio-cultural, cen caracteris—-
ticas propias segin la sociedad en que se observe (2),

El alcohclismo en nuestro pafs es el problema wds gra-—
ve de farmacodependencia, se considera que a principios de los
90's, existirdn al rededer de 17 millones de mexicanos con pro=
blemas de alcoholismo muy graves (1). Este izplica consecuencias
y costos spcioecondmicos asi tambien como de salud nuy elevados

¥y severamente graves, Como se yerd posteriermente.



La disponibilidad y publicidad de las bebidas alcoholi-
cas en nuestro pafis, ha tenido serias repercusiones en el incre-
mento en el consumo y los indices de alcoholisco.

La propaganda en este aspecto juega un papel reforzador
en la conducta del individuo y medifica patrones de consumo; al
mismo tiempo que contribuye a crear una idea errénea de la rea-
lidad y de los atributos del alcohol, Asf, ciertas marcas de las
bebidas son asociadas con el &xito, prestigio y felicidad; pre--
tendiendo hacer creer a los consunidores que es posible alecanzar
mayor bienestar a travéz de las bebdidas especificas (4),

Analizando la produccidn de bebidas alcoholicas en nues-
tro pafs , observamos que sigue este orden: cerveza S8%, vinos y
licores 322, aguardientes v.13% y puljue 3.4%Z. Y las empresas que
mayor influencia tienmen en la sociedad nmexicana se escalafonan

como sigues
1.~ Cervecera
2.~ Tequilera
3.~ Ronera

4.- Vinos y Brandis (4).
A pricipios de los afos $0's, la produccion se compor-
to de la sigulente nanera:

. 93,600 1ts.
. 45,900 1ts. 3,420 1ts.
Ron ...uun . 16,200 1ts. 3,510 1lts.
Vino de mesa . 13,5300 lts. (&),

Brandy ... 6,570 lrs,

Tequila ,.




En cuanto a los costos de produccidn tenemos 3

Aguardientes a base

de 3EAVES eveerirnrossracncne

ves 511.9 millones®
Vinos ¥ 1iCOTres ....evviceavaneeass, 2,0691.8 nillones?
Puylgue ¥ otras

bebidas fermentadas sievevieenna... 2

o

2.3 =illones®

18.6 millones®

o

CErVEZAS v eiiennnrnanrstionssanenee B,

-

4.6 millones®  (4).

que se trata de indus-

exportan sus productos

mientras gue un 12.3%7 gasta eatre 3,000 y 10,000 peses {(4), Yo

obstante si loas

sen sorprendent
trea el alccholisma lo son nis. Tenemos por ejemplo, que la

desintegracidn familiar en cuante a divorcios es debida en un

80% a problemes

criginados jer
se¢ encuentran

aprehensiones



Otro de los principales prablemas del alccholisnme a
nivel socio-econdmico ¢s el abandono del tradaje, incluvendo
la perdida del =zisnmo. asi como también el despilfarro del sa-~
lario, que como consecuencia ligica acarrea pobreza v mendiguédz,

For

que el coas

organismo humanc; principaluente al sistema rervioso central,

eantre ctras afecciones causa desnutricidén, trastornos en el sis-

teca hezatopoy
causa de ciry

de muerte en personas

Tasbién se relaciona ¢

tebida alceoholica zue

155 = cincer de estdmago,

Cerveza= clncer de colen v

Aguardientes = cincer de cateza v cuello (32,7,13,24,20). Pro-—
material ge-

trabajo (7.8,

Il - EL TEQUILA .
El tequila es la bebida alcoholica que se utilizd en el

presente trabajo ¥ por €s0

brevemente algunos de sus

aspectos oids interesantes .



a) HISTORIA DEL TEQUILA .

El tequila es en la actualidad un aguardiente genuino
y tipicamente mexicano, con un amplic mercado dentro y fuera del
pais, la denominacidn de TEQUILA, proviene tanto del nombre del
volcan coco de la poblacidn localizados a 438 ¥m al Norte de la
Ciuvdad de Guadalajara en el Estado de Jalisco, cercanos al para-—
lelo 30-

Al parecer esta bebida ya se cenocia en la épeca de las
culturas prehispdnicas y aln en las precclombinas; se dice que
fue la tribu de los "Tiquila™ & los "Tiquilcs"™ quicnes despuds de
que habfan aprendido a cccer el cogova del nmaguey ¥ su procesc
complementario, elaboraron en Azmatitlan Jalisce dicha bebida (1).

Se cuenta que solo tomaban tequila los saterdotes y zncidacs ¥

segin el mddico espad Jer&nino Herndndez {1651), era utilizado
para curar la falta de movimiento Z2 articulacicnes frotando con
el la parte afectada (37.

£l dia I de Noviembre de 17358, podria considerarse fecha

de nacimiento era Mexicana, cuando el co--

rregidor Jesdis

vy Galindo 313 en posesidéa a Don

José Antonio Cuervo de unas tierras gue habdiin pertenecido a la
Cofradia de las Penditas Animas. en donde comernzd agricolamente
la sienbra del maguey. Pero fué hasta el ado de 1795 que uno de
sus desendientes, José Ma. Cuzdalupe Cuervo, recibio la primera

auterizacidn de la Corona Ispaficla para producir el aguardiente.



Posteriormente hacia la primera mitad del siglo pasado
José Ma., Castafieda, establecid en La Antigua Cruz estado de Ja--
lisco una ffibrica destiladora de tequila, a la cual 1llamdé " La
Providencia", esta fué adquirida el 1® de Septiembre de 1873
por Don Cenobio Sauza, Aquien ese miszmo afio inicié lu expertacidn
del producto hacia los E.U.. Quince afios mas tarde cacbid de nom-—
bre a esa destilerfa y la denosino " La Perseverancia", razén
social gue adn hoy en dia3 conserva.

Actuelmente el tequils se exporra a mi3s de 70 paises y
los industriales jalisienses lograrcen el 22 de Noviesbre de 1972
que el nombre de "TEQUILA" quedara reconocida y protegido cn

México cowmo una Denominacidn de Origen , figura juridica reco-

nocida nundialmente, por medio de la cual se irmpide que pasen a
ser de uso genérico los nombres que han alcanzado prestigio

notoriedad a nivel muendial (3.



b) PRCDUCCION DEL TEQUILA .

Para la produccidn del tequila la principal materia
prima es el JAgave tequiliana (Wever), en sus variedades azil
y xinguin, en el estado de Jalisco, pricipal productor, podrian
sembrarse al rededor de 75,000 hectdreas con aproximadamente 200
nillones de cstas plantas, Tambidn se cultiva en tierras de tea—
poral de los estados de Nayarir, Michoacan y Guanajuato; siendo
mds bien la verdadera zonu de produccidn de clima frio y no
templado, ta altura c¢n fque la planta crece es de 2,200 a 2,700
metros sobre el nivel del mar y como terrcno predilecto esta el
de la tierra llamado tepetate (3).

En el lenguage de produccién se denomina Tequila al 1i-
cor que s¢ obtiene de la fermentacidn y destilacidn del nmaguey
cocido ¥y picado, es una bebida nacional por excelencia (4),

Las principales calidades del tequila son tres : El
Blanco, El reposado y EIl afiejo. El Blanco es el que se destila a
53° Gay-Lussac y se envasa de inmediato; E}l Reposade es el blanco
que se santiene por dos o tres meses en barricas de roble § encino
y El Afejo prolonga su reposo en este nismo tipo de barricas por
un afio 8 mds hasta gue adquierc su caracteristico color ambar (3).

En la figura #1, se esquematiza a grosso mnodo un dia--
gsrama de los pasos que se siguen en la industria para la elabora-

¢idén del tequila,
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c) COMPONENTES DEL TEQUILA .

Entre los cozponentes nois dundantes del tegquila tene-—
mos: agua en un 50 a 64% y alcohol ectflico entre un 36 a 493,
‘Este iltimo proviene de la ferzentacién del mesto; otros censti=—
tu vy antes encentrados en tendr proporcida son aguelles denomina-
dos aceites de fusel, Jue también son sustancias producidaes en
el proceso de fermentacidn, de estes podezes zencienar como les
o3s abundantes a otros alccholes, éteres, aldehides v acetal (3).

En un estudic realizado en el Instituto de Quinmica de

la UNAM, se analizaron varias zue

las siguentes concentraciones en partes por millon {(p.p.z=.) de

COMPONENTE YOLATIL CONCENTRACION (p.p.m.)
Acetaldehido 6.0 ~ 8L.C
Formiato de etilo 26.0 - 783.0
Acetato de etilo 24.0 - 134.0
Acetal 2.4 ~ 5412.0
Alcohol metilico 110.0 - 1,256,0
ALCOHOL ETILICO 388,135.5 - 491,860.7
Alcohol n-propilico 174,0 - 636.0
Alcohol isobutilico 114.0 - 586.0
Alcohol iscarmilice 613.0 - 2,082.0

coro se puede observar en la tabla anterior, el etanol es el
componente en mayor proporcidn después del agua que es m3s a-

bundante [5).



111 - EL ETANOL Y SU PAPEL DENTRO DEL ORGANISHO.

Cozo se menciond anteriorzente, el principal componen—
te de las bebdidas alcoholicas es el Etanol (CH3~CH:-0H). en el
tequila se encuentra entre un 36 y 493, por lo taanto es importan-
te resaltar algunes aspectos de su metabolisno en el ser humano.

Primeranmente el Ftanol que se consuze, es rdpidamente
absorbido por el tracto gastrointestinal, normaliente se azetabo-
liza v excreta en pocas heras. Gran cantidad del f£ranol es absor-
bido en el estdmago pero es en el intestino delgado donde se tie-
ne un 80 % de absorcidn.

Uina vez que pasa a la sangre, se¢ distribuve con bastan-
te uniformidad en tedos los liguidos y tejidos del organismo; es
metabolizado al rededor de un E03Z de lo ingerido primcipaleente
en el higado por el sistezma microsoz=al, grupo de enzisas que se
encargan de la funcidn de desintoxicacidn. El Etanol restante
tambidn se zetabeliza en los pulmones y ridones dando como re—-—
sultado gue de un 90 a 95% del Etanol gue entra en el organisno
se oxida cempletamente. El Etanol que logra escapar a la orxida-
cidn, se elimina atravez de la respiracidn via pulconar 6 de la
orina via rifiones (6).

En los hepatoecitos, la oxidacién es realizada por una
enzima que se dencoina Alcohol-deshidrogenasa (ADH); ésta con—
tiene cinc, utiliza NAD cozo acepter de hidrdgeno y depende de

sus grupos -SH 1libres e¢n la proteinma para su actividad.

10



La reaccian catalizada por la ADH podria esquematiza-
rse de la siguiente forma:

_ _ + A DH
CH3 CH2 OH + NAD

NADH + H' + cH,-C=0
1

Esta es una reaccidn enzimitica de tipo REDOX donde
+
el NAD es reducido durante el proceso para formar NADHZ y el
Etanol se oxida dando lugar a la formacidn de acetaldehido cuya

formula es C,08, = CHy=C =0 (6,30) .
¥

H

2

El acetaldehido, principal metabolito del etanol, es
convertido en acetil-coenzima-A (AcCod), aln no se conoce si
esta conversidn es directa o a través del interczediario dcido -
acético; esta AcCoA asi formada, sigue las mismas rutas metabd--—
licas que la demiis AcCoA producida por otras fuentes en el meta~-
bolismo celular, esto es: la oxidacidn en el ciclo del 3cido ci-
trico y su utilizacién en las diversas reacciones anabglicas
comprendidas en la sintesis de colesterol, 3cidos grasos y algi-
nos otros componrentes de los tejidos (6,7,30).

Otro mecanismo implicado en el metabolismo del etanol
se dice que es el de la encima catalasa, que acoplada a un sis—
tema donde la eliminacidn de perdxido de hidrdgeno juega un pa=-
pel importante, oxida directamente el etanol formando acetalde—

hido (6,30).

11



Por {ilrimo cabe mencionar gque mechos son los cambios
que acomparian al etanol dentro del organismo, por ejemplo;
avmenta la produccidn de #cidos grasos y lactato, hay hiperuri-
cemia ¥y posiblemente una disminucién de la realizacidn del ciclo
del 3cido citrico en el higado y a2l parecer 1a alta produccidn
de NADH2 durante la oxidacidn, aumenta la cantidad de almacenaje

de fdcidos grases (6,7,30).

12



1V - PAPEL MUTAGENICO DE LAS BEBIDAS ALCOHOLICAS .

Existen hoy en dia gran cantidad de reportes sabre
los efectos de la bebidas alcoholicas y de sus cemponentes sobre
el material génetico. Se han probado en distintos sistemas bic-
1égicos, unos son los cultives celulares que son basices para
observar loe efectos sobre los cromosomas; otrcs seon sistemas
bacterianos donde se observan los dafies a nivel de genes eva-—
luando la capacidad de las bacteriazs de revertir en algunas do
sus caracteristicas metabdlicas y por Gltimo tachién se utili--
zan células vegetales dende e observan efectos sobre sus cro-—

moscemas de la misma manera gque ¢un las células anizmales (9,12,

Cabe destacar gue Ja mascria de estas investigscicones
esta encaninada a establecer cierta velacidn entre los efectos
mutagénicos de las hebidas alcoholicas y el cdncer, esto es ¢
entre alccholismo v c3ncer. Postulindose que si alguna bdebida
alcoholica o alguno de sus conponentes o metabolitos poseen
efecteos nutagénicos entences pedrian causar cdncer ¢ bien, es-
ticular la predisposicién que tienen ciertos individuos a ad--
quirirlo. Pues como se menciond anteriormente (pag.4), se ha
relacionado a ciertos tipos de cadncer con el consuwo crénico de
determinadas bebides alcoholicas.

Por 6ltimo, existen datos gue relacionan el consumo

crdnico de bebidas alcoholicas durante el

=barsze y alteracio-
nes genéticas en el humano, coro mzliormacicnes y retraso mental,
sindrome fetal alcoholico y embriopatia alcoholica (8,9,18).

13



¥V - LGS CROMOSOMAS .

Al comenzar a hablar de material genética, es nece-
sario que hableros tanmbién de los creomoscnmas, localizados en el
niicleo de las células eucaricticas y constitvidos principalzen-
te por dcido desoxirribonucleico (DNA) y unas proteinas asocia~
das a este llanmadas histonas, Estos cremosomas son el material
genético encargado de transmitir por generaciones la informacién
de las funcicnes gue debera realirar la célula durante toda su
existencia.

Les cromosomas son cuerpos filiformes que durante iz

"

divisidn celular, se contraen haciendose =is gruesos y coOrto

o,

en ellos se puede distinguir uvn centrdmero y des brazos cromoss-—

nicos o cremitides hermanas, Dependiendo de la posicidn del cen-—
trézero, los cremosomas se clasifican como sigues

1.- METACENTRICOS: cuando los des brazos de
las cronitides tienen casi la misma lon-
gitud, esto es; el centrdcero esta casi

2 la nitad del crecosoma.

2.- ACROCENTRICOS: cuando los dos brazos tie-
enen una longitud diferente, es decir el
centrdpero esta nds cercd de un extremo
del crezosorna.

3.- TELOCENTRICOS: cuando hay un solo bdrazo
claracente distinguible de cada cropicide
y aqui el centrdcero estd en el extremo
o zuy cerca del extrezo del cromosoma.

Ver figura nimero 2 .

14



4.~ SUBMETACENTRICOS: cuvando un extremo de
los brazes de las dos cronitides es li-
geramente ais corto que los otros; asi
el centrémero se encuentra desplasado
ligeramente del centro del cromosoma.

{FUGURA = ).

FIGURA 7 2 .

TELOCENTRCO

RESFECTIVAMENTE EJENPLO DE CROGMOSOMAS

METACEXTRICD, SUBMETACENTRICO Y ACRO-

CENTRICO. LGS CROMOSOMAS TELOCZENTRICOS
NO EXTSTEN EN LO3 HUMANOQS,

CROMOSOMAS HUMANOS 1, 5 vy 13. QUE SON



VI - INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS .

Existen en citogenética varias técnicas gue permi-—
ten observar el dafio que provocan diversos agentes scbre los
5

cromosomas, esto es, dado sobre el DN& S efectes nutagénicos.

Entre estas técnicas podemos mencicnar la bisgqueda y deteccidn

de aberraciones cromcsdnmica microniclees, la

determinecidn de la frecuencia intercambics de creomitides
hermanas (ICHs). Todas ellas se realizan ccon cultivos celulares

ya sea de vegetales 8 de animales incluvendo

téenicas como la detecciln de revertantes se

tives bacterianos (7,16,31).
Pyesto gue en el presente trabajo se utiliza la

técnica de Intercanbio de Crewndtides

remos sus priacipales
Para hablar de ICHs, debemos mencionar que estos son
ebservados gracias a un méteode de tincidn diferencial de las

dos cromdtides de los cromose

a aplicar desde el mometo en que sSe inicia el cultivo celular;

incerperando @n el medio una base dnalioza a la Tina ¥ que Sse
conoce como S5-bromo desoxjuridina {Bril); pasados dos ciclos de
replicacién celular la BréU se ha incorperade al ADN cromosdmico

¥ las células guedan listas para el proceso de tincifn diferen=-

cial con 1os colorantes iHoescht 33238 y Giemsa (25,26).



Una vez tefiidas, las células en metafase presentan
sus cromoscrmas con diferente intensidad de coloracidn en cada
una de sus cromitides (Fig:3b).

Esta diferencia de intensidad de coloracidn en las
dos cremdtides de cada cromcsoma es debida a que en la doble
cadena deo ADN &2 una crom3tide se encuentra incorporada la
base dnalega 3rdU {cromitide clara), mientras gue en la otra

cromivide la lase Snaloga sol

©

se ha incorporadc en una sola

hebra de ADYN

esta metodolegia nos
permite observar intere rentes simétricos ontre

las dos crocdtides

les se les denewmina ICHs.

{intercamzbic figura: 4,

vado gque al agregar a

cultives de linfecitos ( en los

e aplica esta metodo-

logia) disti vy carcinogénicos, el nd-

sero de ICHs se

ensiderablemente; comparado con

o

cultivos testigo donde la incidencia de ICHs es relativamente
constante entre los individucs y es independiente de la edad
y sexo, dando una frecuencia de ICHs de entre 5 y 9 por cé&lula

en wetafase (16,21).

del dafo pro-
ducido por el agente sobre el ADY, demostrd que la medicidn de

este pardnetro es el In

para detectar dafo
sobre el material génetico ¥ comparado con la prueba estdndar

de bisqueda de abuerraciones cromosdémicas, resultd ser alrrede-

dor de 100 veces nis sensible (16,21),

17



los ICHs se han asociado a nutacidn, puesto que al
haber un intercambio de material de una cromitide a otra,
puede decirse que ha existido una ruptura o lesidn del mate-
rial genético (ADN). Y también esta combinacidn de ADN de cade-
nas padres con cadenas hijas por un proceso de reparacidn,
puede acarrear como se ha demostrado en bacterias una nutacidn
debida a delecidén o insercidn de bases a la hebra de ADN (16,
21, 31,32).,

Todo lo anterior nos indica que el estudio de los
ICHs quinicamente inducidos, ademds de ser zuy sensible y re-
lativamente ripido v sencillo, es un métode eficaz para detec—

tar agentes que dalan a los cromesonas, esto es al ADN (16,21).

18



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Este trabajo forma parte de un proyecto de inves-—
tigacidn bastante amplio; que evallia los efectos que tienen
las bebidas alcoholicas dentro del organismo humano.

Hemos visto en paginas anteriores un pequefio pa-
norana de lo que es el consumo de bebidas alcoholicas, sus
efectos a nivel socio-econdmico ¥y sus repercusiones en la
s3lud, Se realizd cierto andlisis histdrico de la produccidn
y consumo del Tequila debido a que es la bebida gue se fracciond
para su estudio mutagénico en el presente trabajo.

Si nace ahora la interrogante de (Porqué el Tequila
y porqué estudio citogenético de Intercambio de Cronitides Her-—
manas? Se puede responder Qque primerasente la bebida tiene un
origen genuino y tipicamente nacional y nunca se ha reportado
en la literatura estudio alguno que nencicne efectos genotoxi-—
cos de esta; en segundo lugar, el Tequila coco buen aguardieante
que es, contiene gran cantidad de etanol (5) vy existen autores
que mencionan que este coopuesto tiene efectos mutagénicos e
incrementa el nimero de intercambios de cronitides hermanas
(10,11,12,18,23,27,30); y por Gltiro, el Tequila es una bebi-
da de gran consumo dentro ¥y fuera del pais y considerando gque
laingesta de este tipo de productos se relaciona con el céncer
(15,18,24,30), nace el interes de investigar por principio si

el Tequila posee efectos nutagénicos.
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Cono datos importantes que apoyan la realfzacidn de
cste estudio tencnos que la frecuencia de aberraciones cromosd-
micas en linfocitos de personas alccholicas es alta cuando se
compara con la de personas que no lo son ¥ esto concuerda en
forma paralela con datos epidemioldgicos que indican que los
alcoholicos tienen alte riesgo de adquirir cdncer en varios
sitios del cuerpo, en especial cabeza, cuello y tracto digesti-
vo en general (7,15,18,24).

También distintos autores han fraccionado bebidas
alcoholicas y las han ensayado en diferentes sistemas de culti-
vos celulares. Estas fraccjones catalegadas como fraccida vola-
til y congeneres gue es la fraccidn no volatil; contienen gran
variedad de compuestos.

Los resultados obtenidos por estos investigadores
sugieren que estas fracciones contienen sustancias con capacidad
de accidn nutagénica (13.15,17).

Por @ltinmo la citogenética nos sugiere técnicas re—
lativaomente sencillas, rapidas, confiables y auy sensibles para
evaluar los efectos nutagénicos. Una es el estudio de Intercam-—
bios de Cromitides Hermanas, técnica que se selecciond en el
presente trabajo por ser 100 veces nids sensible que la prueba
estandar para detcctar aberraciones cromosdmicas (16,21).

Ldern3s se ha dezostrado que el estudio de los ICHs
quinicamsente inducidos es el nmétode mids sencillo para detectar

agentes que dadan el ADXN (16,21).
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De todo lo anterier se deduce gque es interesante e
importante probar si la fraccidn orginica volitil obtenida del
Tequila, bebida tradicionalmente mexicana, tiene capacidad de
accidn mutagdnica, evaluando cu accidn &n cuante a la frecuen-

cia de ICHs sobre cultivos de linfocitos humanos.
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PLANTEAMIENXTO DEL PROBLEMNMNA

El principal problema consiste en definir si 1la

fraceidn orgdnica voldril obtenida del Tequila Sauza Blance

tiene algln efecto mutagénico directo sobre linfocites huranos

en cultivo. Tomando coco parametro de mutagenicidad la fre--

cuencia de Inrercanbios de Cromitides Hermanas a diferentes

dosis de la fraccidn incorporada al wmedio de cultivo celular.



0BJETIVOS

-Obtener la fraccidn orgdnica voldtil del
Tequila Sauza Blanco, por medio de un —-
proceso de destilacidén simple, para eli-
minar agua ¥ los probables sdlides o con-—

séneres.

~-Observar el comportamiento de los culti-
vas de linfccitos hurmanes tratados con
la fraccidén orginica vol3til a distintas
dosig, en ceomparacidn con los cultivos
testigo; en cuanto 3 las siguentes carac-—
teristicas:

a) Cinética celular

5) Indice mitftico

c) Indice de replicacidn.

~Definir sx la fraccidn orgdnica voldtil

del Tegquila aplicada sobre los cultivos
a diferentes dosis, increpenta la fre--—
cuencia de Intercamtios de Crom3tides

Hercanas.
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-Designar en base a lo anterior si la
fraccibn orgdnica veoldtil obtenida del
Tequila Saunza 3larnco, posee o no accidn

sutagénica directa.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Si existen evidencias de que el Etanol, principal
componente de las bebidas alcoholicas no incrementa la fre-—
cuencia de Intercanmbios de Cronmdtides Hermanas{14,22,28) y
por lo tanto no tiene un efecto nmutagédnico directo; entonces
es de esperarse que nuestra nuestra O fraccidén erginica vo—-
14til obtenida del Tequila Sauza Blancs, cospuesta principal-
cente de Etanol, no eleve de manera significativa la fre---
cuencia de ICHs y de hecho no proveque efectos wmutagenicos
detectables a3 este nivel,

Aunque bien podria afecteor de alguna manera la

cinética celular, el indice mitotico o el indice de replicacidn.
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MATERTIAL Y METODOS

MATERTAL
Bafio maria
Soporte universal {(dos)
Filtros Millipere (HA D.45 =micras)
sdaprader de filrro Millipore para jeringa
Jeringas desechables nuevas (cinco)
Ligadura de huln
Torundas de algoddn
Puntas para pipeta aguromatica 3 ~ 30 ul
Bulbos de hule para pipetas Pasteur
Lamparae de Luz negra (Phillips)
Cuaderno, boligrafo, ldpiz
Calculadors

MATERISAL DE VIDRIO
Eguipo de destilacidn (fyrex)
Termdmetro ~10 a 110 °C {Erannan}
Frascog ambar tapon baguelits J30 el (10Pza.)
Pipetas de 1,5 ¥ 15 2l (cinco de c/u}
Tubos para centrifuga 10 =1 (Frrex)
Pipetas Pasteur 10 pzas. (£/P)
Vascs Coplin para tincilan (cinco)
Charola de fon de profundidad para tincidn
Cajia de portaobietos {Cornming)
Caja de cudbrecbietos {(Corning)

EQUIRD

Farrilla de calentaniento (Corning)

Pipetra autcratica de volumen variadle (Oxford)
de 5 a 50 microlitres

Estufa de cultive (Riosa)
Canpana de flujo lauminar
Centrifuga para 16 tubos con
Microscopio Opticoe objetivos
Contader de
Campuradeora ¥ proegran
Prueba de Student
Aatoclav

Estuia
Pinzas

X,100X%

e secado
retalicas
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Sangre humana fresca 3 =l.

Medio de cultivo celular RPMI 1640 (In Vitre)
itohemaglutinina (Jifco)
S-Bromo-desoxiuridina (sigza) 4mg/ml en agua
destilada

Tequila faycza aco un litro
Mitemicina C ( na) 18 rmicregrazos/zl en
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2.- Culzivo de Linfocitos Humanos y
exposicidn de l¢s mismos a la
Fraccidn Organica Volitil obtenida

del Tequila Sau:za Blanco.

a) SIEMERA: E! tratajo de la
el area estéril del labdoratoerio, dentro

laminar, teniendo cuidado de sue todo e

samente § se esteril.i

las soluciones se

nutos antes Je

trajeron con una jer:ng

mililitros de sangre venosa periferica
donador se encorntraba clinicamente sanc, reportinde no ser al-—

coholico ni fumador, no haberse eipuesto 3 tratamients médico

alguno en los Gltimes tres meses, de sexo fermenin
edad y no farmacodependiente,
Una ver que todo gquedo listo, se etiqueran les fras-

ete, va rcarcados se

cos de cultivo v se enuzeran del uno sl

les adiciond a cada uno los siguientes componentes en el ordea
= ¥

en gque aparecen anotados:



- 5.¢
- 0.5 ml

~ 0.4

Les frascos se szerraren
se metieren a diacubar en
riodo de 14 horas.
frascos e sacaran deo
lamirar seo
tros ae
tanbien se
tequila; siguiende el esguena jqua

FRASCO DENQHINACION

-

Testigo (=)
Testigo {+)
Dosis I

Dosis IX

11T

~ T Ww kW N

)
adicionaron 350

—
<
“
»
[
pon
r
e
©
3
[}
&
n
9]
o
©
I
g
5]
4
u

zl de nedic de cultivo celular
de sangre heparinizada fresca

nl de firohenmaglutinina

bien con su tapa de rosca y

DOSIS {v/v) MICROLITROS
gRACCIDN

0.00% o

0.00% (*)

0.05% 4

0.10% 9

a.20% 17

0.60% 53

1.40% 125

Al frasco marcade como testige positivo se le

1a solucién de Mitomicina C.



Los frasco se cerrarcon bien, se agitaron suavencnte
para mezclar bien su contenido y se colocaron rusvamente den—-—
tro de la estufa de cultivo a 37 °C por un periodo de 38 horas

wis.

b) COSECHA CELULAR: Al fimalizar un periodo de incu-
bacid&n total de 62 horas, se agregd a cada frasco de cultivo
0,35 ml de la solucidn de

clchicina, se dejaron a 37°¢ por un

periode de 50 minutos,comenzando asi, la cosecha celular. Al
transcurrir este lapsc de tierpo seo vaciaron 10s centenidos de

los frascos en tubos de centrifuga previanente marcades para ca=—

da uno cezs:  T{=Y), T(+), I, DII, DIlI, DIV y DV, se metie-

ron a centrifugar por 10 se elimind el s0-

brenadante con pipeta Pasteur, utilirazdio vny distinta para ca-

da tubo El botén celular recmanente se resusy

y se adicienarcen 7 =l 4de la solucidn de KC1 0.075 M. Se dincuda-~
ron a 37 °C por 20 minutos (tratamiento hipotdnico) ¢ inmediata
mente despues se centrifugaren por 10 sinutes 3 1,500 rpm eli-
minandose el sohrenadante con pipetas Pasteur,

El siguente paso fue el proceso de fijacidn, este
consistid en adicioncer a2 cada tubo con boton celular resuspen-—
dido 7 mililitros de solucidn fijadcera de Metanol/Ac. acétice
3:1, sec dejo reposar a tezpertatura acbiente por 15 minutcs ¥
pasado este lapso se centrifugaron a 1,500 rpm por 10 minu-

tos.
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Nuevamente se sobrenadante con su res-~

pectiva pipeta Pasteur cada tubo, se resuspende el botda

celular en el resanente de solucida fijadora 5 se repite el
precese de fijacidn por un minims de tras veces & bienm hasta

gue el sobrenadante es

e}

jorteob-

Jjeros puevos, (atraver de un

bafio de estes

centrifuga gque contenian el boron de celulas cosechadas; se
tozd un poco de Ia suspensifin celular v desde unz altura de

entre 13 vy 20 centicetrss se 2dejzron caer de dos a tres gotas

illa, preparando

Las lzzinillas se dejarsn secar a temperatura ac—

iente v se algacenaron o5 estuches hasta el monmento de rea-
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d) TINCION DIFERENCIAL PARA ICHs, : La tincifn se
realizd de acuerdo a la cetodologia de la bibliografiia (25,26).

Pricero se colocaron las laminillas en un vase coplin

tenia colorante de Hoescht 3325%, por un

¥ protegiendcse de la

las lanminillas de los

w
th
w
€
2
w

vez que se tienen to~

garon con agua destil

an en ura estufa a

das las lanini

70°C durante 13 minutos.

charcla de tincién,

gotas de los

cecoplete con el ezorti

se expusieron a la luz

pinzas, se enjuagarecn con agua destilada v dejaron secar a

temperatura ambiente, Y perliliimo se tifileren en vaso coplin

con colorante de Giemsa al 4 e 13 minutos, se

£
o
"
€
2]
i
]
e}
«
Q
o

lavarcn de una en una con

temperaturs anbiente, se deshilretaron

coplin 5 se les = ron los cubreobjetos con d3lsamo de Canada.

Asf las laminillas se alnmacenan indefinidamente y estan listas

ara sy revisidn.,
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e) REVISION DE LAMINILLAS: Con ayuda del nicros-—
copio y de un contador de células, se procedio a la
de laminillas. Para cada dosis v testiges se evaluaren

siguentes cuyatro pardmetros:

1.- Indice Mitdtice: Se deterzmind el

atcero de células

no plendtices), ¢
woeay

¥ células "muertas” {nicleos pic--

ndticos) per cada mii caelulas.

to
i

a) Metafases de 1%
son las gue pre
mosomas con aab
des obscuras.

oo

b) Metafases de 2% Divisidn:
son las que presentsn cro-
mosomas con una cromdtide
clara v una cremitide obs-—
cura.

Metafas
son las 3
mOoSCeras ¢
claras y
cromatide

~

<

FIGURA 3.
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FIGURA # 3.,

Fugura 32 : Merafase de prizera divisidn
pitdética, notese la misma intensidad de
coloracidn en antas cromitides hermanas

de los cromosormacs;de cultiveo de linfocitos
humaros expuestos a Brdl,
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FIGURA #3.

hercanas
linfocito
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FIGURA # 3.

Figura 2c
nitdtica,
crozitide

: ase de tercera divisidn
se T ua
te

que la nayar
Te
te

2
servan Cromosomas Con una
a intensazente, nientras
ia presenta coloracidn clara
zitides hermanas; de cultivo
s humanes expuestos a 2rd

en azhas ¢
de linfoct

[
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3.~ Indice de Replicacidn: se caleculd
utilizando los datos obtenidos en
la Cinética Celular, mediante la

siguiente forpula:

IR = (1 XM 18) + (2 X M 23} + (3 XM 33)
100

Donde:
IR = indice de replicacidn

Ml® = ninmero de metafases en
primera divisidn nitética,

M2% = piimero de metafases en se-
gunda divisidn mitdtica.

M323 = nfimero de netafases en
tercera divisidn mirdrica.

4,- Intercambios de Cromitides Hermanas :
Estos se contaroa en un ninimo de 30
metafases en segunda divisién pitética
el ejenplo de ccmo se contaron Se puew

de observar en la figura # 4.

Todos estos datos son registrados en la libreta para

su posterior andlisis estadistico.
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FIGURA #4.
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INTERCAMBIOS DE CROMATIDES HERMANAS
Los cromoscmas 1, 3, 33y 7; no presentan
ICHs. Y los cronoscen 2

as 2, 4, 6 v 8; pre-
sentan 4,3,9 y 1 ICHs respectivamente es-—
tos sefialados con flechas.



f) TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS: Para los datos
obtenidos en el punto #4 (ICHs), se calcularen las medias, va-
rianzas y desviacicnes estindar, para cada dosis ¥y testigosj
utilizando en la conputadora el programa de Esradistica B3sica.
Despues se realizd la comparacidén de las medias de ICHs de las
diferentes Jdosis v testige pesitivo contra la media del tes-—
tigo negative, utilizando para esto el programa de la prueba

" T de Student " en la misna computadora.
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en las sigu

DOSIs

RESULTADGOGS

Los resultados del presente trabajo seran nostrados

entes cuatro tabla.

TABLA & 1 .

CELS.HUERTAS CELS. VIVAS METAFASES

141 796 63
178 772 50
214 751 36
366 619 15
366 618 16
389 358 13
252 639 09

Esta tabla representa ¢l indice mitdtico de
los cultivos de linfocitos hucmanos expuestos
a diferentes dosis de fraccidn orgénica vo-

14til del tequila Sauza Blanco.

TOTAL

1,000

1,000

1,600

1,000

1,000

1,000

1.000



DOSIS

TABLA # 2 .

1% Div. Mic. 2@Div.Mit, 3%Div.Mit. TOTAL
40 52 08 100
54 41 05 100
49 46 03 100
63 31 04 100
67 30 03 100
72 28 00 100
81 16 03 100

En la presente tabla se observa la cinética
celular de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con diferentes dosis de la fraccién
orgdnica volatil del tequila Sauvza Blanco.
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TABLA # 2a .

POSIS INDICE DE REPLICACION
T(~) 1.68

0.05% 1.51

0.10% 1.56

0.20% 1.39

0.60% 1.36

1,40% 1.28

T(+) 1.22

La tabla 2a nos muestra el indice de replicacion
obtenido a partir de los datos de la tabla £#2, uti-

lizando la formula de 1a pagina 37. El indice de re-
plicacidn nos da unz idea del nimero de ciclos ce--
lulares que realizaron los linfocitos humanos en cada

cultivo {dosis y testigos).



TABLA # 3 .

DOSIS MEDIA DE ICHs VARIANZA DESVIACION n
x ) ( s) ESTANDAR

T(~) 8.66 9.40 3.05 30
0.05% 8.76 13.63 3.69 30
0.10% 9.70 8.42 2.90 30
0.20% e.,40 8.11 2.84 30
0.60% 9.96 13,89 3.72 30
1,402 i0.64 16,70 4,08 14
T(+) 28.63 35.48 5.95 30

X0TA: Datos obtenidos con el programa de Estadistica
bidsica en la conmputadora; introduciendo los valores de ICHs
observados en cada dosis y testigos.

En la tabla #3 podemos observar los
valores de los par3metros estadisticos que
reportan los cultivos de linfocitos humanos
expuestos a fraccidn orginica volatril del re-
quila Sauza 3lanco, en cuaato a los intercam~

bios de crozdtides hermanas. (VER APENDICE).
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TABLA & 4 .

PRUEBA T T CALCULADA GRADOS DE Trel_ ™
LIBERTAD v
v.s. DI 0.114 57.94 8.76 + 1.34
.s. DII 1.351 59.82 9.70 + 1.06
v.s. DIIT  0.970 59.65 9.40 + 1.03
v.s. DIV 1.478 57.77 9.96 + 1.36
.s. DV 1.616 21.13 10.64 % 2.18
5. T(4) 16,347 44.32 28.63 + 2.17

Valor de T para T(-) = 8.66 + 1,11
obtenido de (%*).

DI = 0.05% DITI = 0.10% bII = 0,20%
DIV = 0.60% DV = 1,40%

En esta tabla se expresan los resultados
obtenidos con el programa Prueba T de Student en

la computadora; utilizando las medias de los ICHs
de la tabla # 3.
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CELDE 48 HIRUSTECA

ANALISIS Y DISCUSION
DE LOS RESULTADOS

En la tabla #1, gue corresponde a la evaluacidn del
indice mitdtico, podemos chservar como la poblacidn de células

ica vola-

til del tequila es adicionada a los cultives de linfocitos en
mayor proporcidn. También en esta =isma tadla nos daredos cuen=—
ta de que las células gue se encentraron con cmetafase por cada
dosis, son penos conforme 13 cantidad de fraccidn orgdnica vo-
latil es adicionada en marer propcrcidn, En la literatura (14),
se menciona un estudic gue utiliza etansl sobre cultivos de
linfocitos huranos en concecatraciones gue van de 0,03 a 2.0 %

(V/V¥), evaluando un buen nizero de ICHs.

En el presente trabhajo se cbserva que a una con--

2 0,10%, el nizerc

centracidn de nuvestra fraccidn por enc

de cé&lulas en metafase disminuye considerablemente, siendo estas
muy escasas como para evaluar facilzmente los ICHs, Este efecto
probablemente es ocacionado por la presencia de otros componen—
tes y no exclusivarcente etanol en la fraccidn orgdnica volédtil
obtenida; lcs cuales tal vez resultarcn tdxices para las células

en los cultivos.
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En la tabla £2 correspendiente a la cinetica ce-
lular, se observa que las células de primera divisidn mitg—
tica avmentan ¥ las de tercera divisidn mitdtica disminuyen
conforme la dosis utilizada de la fraccidn es mayor. Esta nos
demuestra de manera indirecta que el tiempo que necesitan las
células para realiza una

bien para alcanzar la fase

M del ciclo celular, se ha p gado, siendo mis dificil §

tardade cuvando la fraccién obreni: del tegquila se ha adiciona-
do en una Dayor

puesto en ia

Paranzitro gue
pletos que se realizan dentro del cultivo de linfocitos. Se pue-
de chservar agui gue conforme 1a dosis aumenta, las células

reguieren de mavor tiespo para realizar un cicls celular comple-

to ¥ asi tenemos jue mientras el cultivo testigc megative du-

rante el tiempo de incubacidn de ©2 horas realiza 1,68 ciclos
celulares el cultivo expuesto a la dosis mayor de la fraccién

{1.40%) sdlo realizd 1.28 ciclos en el nmisnmo periodo de tiempo.

En la tabla #3, podenos observar que existe un lige-
ro incremento en el promedio de ICHs cuvando la deosis de 13 frac-—
cién orgidniva volatil del tequila se increcenta, este aumento
a simple vista no es de gran consideracidn si se compara con el
resultado obtenido en el cultivo marcado como testigo positivo,
al cual se adiciond Mitonmicina €, agente, que como claramente se
observa increcenta de manera significativa el nipero de ICHs en

el cultivo



Alvarez et,al.(1980), menciona gque el etanol in-
crementa de manera significativa el niizern de ICHs en cultivos
de linfocitos y T.Jansson(1982) utilizando dosis de etanol so-
bre los cultivos que van de 0.0 a D.3% indica un promedio de
diez ICHs por célula en netafase; cosa que al parecer concuer-

da con les resultades obtenides

Por dltigo, en la ¢ . correspondiente a la

prueba T de Student para la cosparacidn de lz2s medias de los
caltivos problema centra 13 zmedie del cultivo testigo negativo;
podenos observar claramente Gue nc existe una diferencia sig-
nificativa entre los cultivos en que se adicicno la fraccin
orginica volatil obrtenida del teguila ¥ el cultivo testige
negativo, Mientras que al confreontar el resulrade del culzive
positivo donde se adiciond la Nitomicina O, contra el resul-
tado del cultivo testigo nezativo, si observazos una diferen-
cias significativa bastante considersble.

Estos resultados vaan de acuerdo con diferentes
autores (22,14,28), que ma2ncionan que el etanol no induce un
incremento de ICHs en los cultives de linfecitos huzmanos y.
otros cultives celulares., Festulando que es el metabolito de

este alcohol gquien puede tener un efecto directo sobre el

I

incremento de Ia frecuencia de ICHs. Sin descartar a otros
constituyentes de las bebides alccholicas como candidatos a

poseer actcifn nutagénica directa.
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CONCLUSIONES

- Se puede llegar a obtener una fraccidn
orginica vol3til rica en etanol a partir
del tequila Sauza Blance, si este se
destila a presidn atmosférica entre 78 y

80 °C por un periodo de secis horas.

- Esta fraccidp orgdnica volitil obtenida,
es moderadamente tdxica para las células
de cultivos de linfocites en las dosis
utilizadas; pues peramite oltener mis del
30% de mil celulas "vivas™ en la cosecha

de los cultivos celulares, Obteniendose un

un indice de mortalidad relativamente bajo.

- La fraccibn orgdnicz voldtil obtenida, a
las dosis utilizadas, proveca un efecto
retardante ea el cilco celular y por ello
una disminucidn del nimero de cé&lulas en
metafase, Observandose este efecto mayor

al incrementar la dosis.
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La fraccidn orginica volatil obtenida
del tequila Sauza Blanco, N0 INCREMENTA
DE MANERA SIGRIFICATIVA EL MUMERO DE
INTERCAMBIOS DE CROMATIDES HERMANAS, en
las dosis que se enplearon ¥ en un tiem—

po de exposicidén de 338 haras, sobre los

cultives de linfocitos humanos.

En base a lo anterior, la fraceidn ob-
tenida, %O PUOSEE ACCION MUTAGENICA -~
DIRECTA. Sin embargo posce un efecto
retardante al ciclo celular, siendo es-

te mayor al aumentar la dosis.
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RECOMENDACIONES

Puesto que el presente trabajs fue la realizacida

"

de un experimento "in vitro", se recomienda realizar un ensa-

a

yo con la misma fraccidn orgdnica volatil obtenida del teguila
Sauza blanco, en sistemas vivos & taombien "ina vitro™ utilizando
la fraccidn wmicrosomal 5%, que es un sistema de enzimas y coon—
zimas que realiza cierta actividad metabdlica dentro del medio
de cultivo celular., Pues existen reportes gue mencionan que es
el acetaldehido, principal metabolitc del etanol, quien posee
una accidn nutagdnica.

probar si la

Tambdién resultara

fraccidn acuosa resultante de la destilacidn, posee algunes
congenéres vy estos ensayarles para tratar de detectar si
poseen en forma directa o atravéz de sus cetabolitos algl-
na accidn nutagénica.

Tal vez hoy en dia ostos ensayos estan 5 han sido
realizades, pues el proyecto del cual forma parte este trabajo

abarca el estudio de varias bebidas alcocholicas asi como tacm-—

bién de sus diferentes fracciones.
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APENDICE

RESULTADOS DE ICHS OBSERYADOS EN LAS LAMINILLAS

PARA LOS TESTIGOS Y LAS DIFERENTES DOSIS,

0.10% 0.20% 0.60% 1,40% T(+)
10 07 05 15 24
05 11 08 10 31
10 04 11 06 40
11 07 05 13 35
09 15 06 13 24
06 08 11 05 2
09 09 08 08 22

2 12 08 14 21
05 08 0y c8 26
11 09 07 15 37
14 16 07 0% 23
10 09 16 18 25
11 09 16 09 32
09 09 12 10 35
09 04 13 40
09 12 23 35
10 09 08 28
06 10 09 24
10 09 12 22
11 12 10 27
06 13 09 34
20 12 09 27
11 13 11 35
11 09 13 21
09 06 06 28
11 06 12 26
10 09 08 40
10 09 08 31
06 07 09 22
10 09 10 26

X=9.70 X=9.40 x=9,96 %=10.64 x=25.63

n=30 n=30 n=30 n=l4 n=30

I=8.66

n=30
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