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. RESUMEN.

Actualmente se sabe que el etanol es mutagénico carcinogénico y teratogénico a
través de su primer metabolito, el acetaldehido. Ademas de lo anterior, también

puede alterar |la capacidad reproductiva de los individuos del sexo masculino.

La espermatogénesis es un proceso bioldgico en el que a partir de una
espermatogonia (diploide) se obtienen espermatozoides (haploides). Para que
ocurra lo anterior es necesario que haya procesos de division meidtica y de
diferenciacion celular {espermiogénesis). Durante la profase meidtica se da el
apareamiento de los cromosomas homologos, intercambio de informacion
genética y segregacion cromosémica. En el curso de estos acontecimientos,
aparece una estructura proteica conocida como Complejo Sinaptonémico (C.S.)
asociada a los fendmenos anteriores. Esta estructura puede sufrir cambios
cuando hay alteraciones cromosdmicas, o cuando los organismos estan
expuestos a algunos agentes quimicos o fisicos, entre ios que destacan:

radiaciones, compuestos alguilantes, antimitoticos y hormenas esteroides.

Considerando que: el etancl puede modificar el material hereditario, los niveles
de testosterona y que no se conoce cual es el efecto que podrian tener el etanol,
tequila y brandy en el C S, este trabajo tuvo como objetivo principal, determinar el
tipo y la frecuencia de posibles alteraciones en el CS, en espermatocitos de
ratones tratados con distintas dosis de etanol, tequila y brandy {eguivalentes a 1,
2y 3 gr de etanol por kg de peso, D 1, D2 y D3 respectivamente). Para lograr lo
anterior a lotes de 3 ratones se les administraron con las soluciones
mencionadas, por via oral y durante tres semanas. El experimento se realizé por
duplicado. Los testigos negativo y positivo se administraron de manera analoga
con solucion salina y ciclofosfamida (20mg/kg). respectivamente Transcurrido el

tiempo de exposicién, los animales fueren sacrificados por dislocacion cervical,



'y

se obtuvieron las células germinales por métodos mecanicos, se fijaron y se
elaboraron las preparaciones citolégicas. Para determinar ei tipo y frecuencia de
aiteraciones en el CS (rupturas del CS y de los elementos laterales) se
analizaron 30 células en paquiteno. El analisis estadistico se realizd empleando
analisis de varianza, prueba de Tuckey y t de Student, con el abjeto de
determinar si existian diferencias entre los grupos testigo y los tratados con ias
bebidas alcohélicas. '

Los resultados encontrados indican que el etanol, tequila y brandy pueden
provocar rupturas en el C S o en los elementos que lo forman, dependiendo de la
concentracion utilizada. Los ratones tratados con etanol (D3), tequila(D2 y D3} y
brandy (D3) mostraron diferencias significativas en el nimero de rupturas con

respecto al testigo negativo.

E! dafio observado podria explicarse a partir de las propiedades mutagénicas del
etanol (via, acetaldehido), las sustancias presentes en e| tequila y brandy, vy a

posibles cambios en los niveles de androgenos.
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL ETANOL TEQUILA Y BRANDY SOBRE EL
COMPLEJO SINAPTONEMICO DE ESPERMATOCITOS DE RATON.

Il. INTRODUCCION.

I.1. EL TESTICULO.

Ei testiculo es un érgano que esta rodeado por una capsula, conocida como
tinica albuginea, la cual contiene a los tibulos seminiferos; estos estan
separados por un intersticio, donde se encuentran las células de Leydig, vasos
sanguineos y linfaticos. Los capilares no penetran en los tibulos y no son
fenestrados, por lo que las sustancias deben pasar a través de la pared capilar
o entre las células endoteliales; aparentemente no hay uniones herméticas
entre éstas. La membrana que limita a los tibulos, esta compuesta por una
ld&mina basal, una o varias capas de céiulas mioides y otra lamina basal
(Fawcett et al. 1969 y 1970; Russell, 1990).

En los tubulos seminiferos existen dos compartimentos, uno basal y otro
adluminal, el primero esta ocupado por las espermatogonias, espermatocitos
en reposo y células de Sertoli. En el compartimento adluminal se encuentran
los espermatocitos que han iniciado la divisibn meibtica, espermatidas en
distintos grados de diferenciacion y espermatozoides. Las células de Sertoli en
contacto parcial con la lamina basal, forman uniones herméticas entre ellas,
dando origen a una barrera, que algunos autores denominan hematotesticutar
y que de manera general impide el paso libre de sustancias hacia el
compartimento adluminal. Todos los nutrientes, hormonas y sustancias que
influyen en el desarrollo de |la espermatogénesis deben pasar a través de las
células de Sertoli (Russell y Peterson, 1985).



En el epitelio seminifero existen diferentes asociaciones de células germinales,
en estados especificos de division o diferenciacion celular, estas asociaciones
son de composicion constante y aparecen con una secuencia fija. La serie de
etapas sucesivas que ccurren entre dos apariciones de una misma asociacién
celular se conoce como ciclo del epitelio seminifero. Cada asociacién tiene
una longitud dentro de los tibulos, al conjunto de estas asociaciones se les
denomina onda del epitelio seminifero. El ciclo se refiere a los cambios que
tienen lugar en un punto dado del tibulo durante un periodo de tiempo,
mientras que la onda se refiere a las distintas asociaciones celulares a lo largo

det tubulo en cualquier momento (Parvinen, 1982).

En el testiculo ocurren una serie de procesos, entre los que destaca la
espermatogénesis que tiene como resultado final la produccion de
espermatozoides. Este proceso implica divisicnes mitéticas y meiéticas y un
proceso de diferenciacién celular, conocido como espermiogénesis, que se da

después de que ocurre la segunda divisién meiética (Bernard, 1990).

Las células dentro de los tibulos seminiferos interactuan directamente unas
con otras, la interaccion con las células intersticiales se da via mensajeros
quimicos. Las células de Leydig son reguladas en su actividad esteroidogénica
principaimente por la hormona luteotréfica (LH), mienfras que la hormona
foliculo estimulante (FSH) regula muchas de las funciones de las células de
Sertoli.

En general se acepta que la FSH y la LH no actian directamente sobre las
células germinales, el control de la espermatogénesis se da principalmente a
través de la accion de estas hormonas sobre las células somaticas
testiculares, las cuales generan las condiciones que se requieren en los
tubulos para que las células germinales se puedan desarrollar (Fritz, 1990).



Como ejemplo de las interacciones estan las células miodes peritubulares que
contienen sustancias que modulan la actividad de las células de Sertoli: la
proteina P-Mod-S, cuya regulacion esta bajo el control de andrégenos (Fritz,
1990) , realiza la secrecién de transferritina y de una proteina unidora de
androégenos en las Sertoli (Skinner et al. 1985). Las células miodes también
secretan factores de crecimiento que modulan Ia actividad de la aromatasa v Ia
del activador de plasminégeno (Fritz, 1990). Se ha propuesto que el
plasminégenc juega un papel importante para abrir las uniones herméticas,
para que de esta forma, los espermatocitos en reposo migren hacia el
compartimento adluminal; se ha observado que las concentraciones mayores
de esta sustancia, se dan durante los estados VIl y VIli, justamente cuando se
inicia la meiosis (Parvinen et al. 1986).

La existencia de distintas asociaciones celulares en los tibulos seminiferos y
el comportamiento bioquimico de las células de Serfoli, sugiere que estas
células presentan estados metabdlicos ciclicos, que podrian estar ligados a los
estados especificos del epitelio seminifero. La union de FSH a receptores
membranales de las Sertoli varia a lo largo del tibulo; en el estado | es
maxima y minima en los V1 y VI, de manera analoga la adenil ciclasa responde
mas a los estimulos de la FSH en los estados Il y Il y la sintesisde AMPc¢ es
alta en los estados I-Ill, mientras que en los VI-VII, la respuesta es muy pobre
(Parvinen et al. 1986; Linder et al. 1991).

En relacién a la susceptibilidad a andrégenos se ha observado que las células
de Sertoli tienen receptores citopldsmicos y nucleares que se unen a la
cromatina incrementando la sintesis de RNApol. La concentracion maxima de
testoterona se da durante los estados VII-VIIl y la de receptores durante el XIV
justamente cuando ocurre la division meidtica. Estas observaciones sugieren
que la accidn de los androgenos esta relacionada con el inicio de la meiosis,
mientras que las primeras etapas del ciclo del epitelio seminifero estan



reguladas por eventos asociados con la accion de la FSH. A lo antericr hay
que agregar que existen sustancias capaces de inducir o detener la meiosis,
las primeras tienen una concenfracidn maxima en las etapas VII-VIll, mientras
que las segundas no son secretadas de manera ciclica, se sugiere que podrian
evitar que otros estados diferentes a VH-VIIl no inicien la meiosis
(Parvinen,1982; Parvinen et al. 1986).

De lo anterior podemos concluir que en la actualidad sélo se conocen
parcialmente los mecanismos bioquimicos e interacciones celulares que se
dan durante todo el proceso de la espermatogénesis y que aun resta para
conocer con exactitud los mecanismos que expliquen el inicio y control de las

divisiones mitbticas asi como de la diferenciacion celular.

il.2. EL COMPLEJO SINAPTONEMICO.

II.2.1. Estructura y funcién,

De manera general, la reproduccidn sexual implica la formacién de gametos
haploides, cuyos cromosomas homélogos se han recombinado de manera
reciproca. Para que esto ocurra, es necesario que se lleve al cabo la meiosis,
proceso en el que se dan el apareamiento, recombinacion y segregacién
cromosémica. La meiosis puede ser de dos maneras: quiasmatica y
aquiasmatica. La primera estd asociada con la presencia de una estructura
proteica conocida como Complejo Sinaptonémico (CS), que en la segunda esta
ausente (Bermard, 1990).

Actualmente se considera que el CS es una estructura necesaria, pero no
suficiente, para que se de el apareamiento de homélogos, recombinacién

genética y segregacién cromosémica. Aunque los mecanismos que explican



estos fenomenos no se conocen de manera exacta, cada vez hay mas
informacién que nos permite comprenderlos: composicion del CS, enzimas que
participan en la recombinacion, estructura de los cromosomas meidticos, por
mencionar solo algunos (Moens, 1994; Carpenter,1994; Weiner y Kleckner,
1994; Roeder 1995; Cook, 1997).

Durante la década de los afos 50 se did un notable desarrollo en la
microscopia electrénica y en las técnicas citolégicas, lo que trajo como
consecuencia un mayor conocimiento de la ultraestructura de la célula. En
1956, Moses (citado por Moses, 1969), utilizando cortes seriados y tincioén con
acido fosfotungstico, describié en los espermatocitos del crustdceo Cambarus
clarkii, una estructura asociada con los cromosomas paquiténicos, que en 1958
denomina Complejo Sinaptonémico. En 1969, Moses propone el término
Complejo Sinaptonémico (CS), concepto que en la actualidad es aceptado por
la mayoria de los autores (Moses, 1969; Esponda, 1981).

El CS alcanza su maxima estructuracion durante el paquiteno y desde el punto

de vista morfologico esta formado por:

a) Los elementos laterales (EL) (se denominan Elementos Axiales cuando aun
no se da o se ha completado la sinapsis), estan constituidos por dos ejes de 40
nm de didmetro, cada uno de éstos esta asociado a la cromatina de su
respectivo cromosoma homélogo; los elementos laterales estan separados por
un espacio de escasa densidad y aproximadamente 120nm de ancho, que se

conoce como espacio central o espacio de apareamiento.

b) Los elementos transversos de Snm de didmetro aproximadamente que se
encuentran en el espacio central y que aparentemente salen de los elementos

laterales.



c) El elemento central de 30 nm gque se encuentra en la parte central del
espacic de apareamiento (entre los dos elementos laterales), tiene menor

densidad que los elementos laterales y mayor que los transversos.

En general, existen muchas similitudes en el. CS de las diferentes especies
estudiadas: los elementos laterales, transverso y central estan siempre
presentes y las dimensiones son muy parecidas (Moses, 1968, 1969; Esponda
1981, Vazquez- Nin ef al. 1993). Aunque existe consenso en considerar que
los elementos laterales son estructuras unitarias, existen observaciones que
muestran que cada elemento lateral esta constituido por dos o tres filamentos.
{Moses, 1968; Del Mazo y Gil- Alberti, 1986; Dietrich et al. 1992).

Se ha observado que el CS esta asociado con la membrana nuclear. Los
elementos laterales al unirse con ia membrana interna se ensanchan tomando
forma de embudo, en la zona de asociacion las dos membranas nucleares se
evaginan hacia el citoplasma, en esta zona se observan filamentos muy finos
(4-6 nm) que van desde los elementos laterales hasta el citoplasma adyacente
a la asociacion (Moses, 1969; Esponda y Jiménez-Martin 1973). También, en
distintas especies, se han descrito asociaciones del complejo sinaptonémico
con el nucleolo (Esponda y Jiménez-Martin 1975; Pathak y Hsu, 1979).

Sobre el elemento central del CS se han descrito unas estructuras, que
pueden ser esféricas u ovoides, de 100 nm de diametro aproximadamente,
conocidas como Noédulos de Recombinacion (NR) (Carpenter, 1979). La
frecuencia y distribucion de estos nodulos esta en relacion con el numero de
quiasmas y eventos de intercambio reciproco. Se clasifican como tempranos y
tardios, los primeros son abundantes, de tamano variable y aparecen en
cigoteno asociados a los elementos axiales que ain no se aparean y en los
que ya iniciaron la sinapsis; los segundos aparecen asociados al complejo

sinaptonémico durante el paquiteno cuando los homdlogos estan



completamente sinapsados. De manera general se ha propuesto que los NR
estan relacionados con la blsqueda de sinapsis, recombinacion y formacién
de chiasmata. En particular se propone gue los nédulos tempranos marcan los
sitios en donde se Hevaran al cabo las reacciones de intercambio y que los
tardios son complejos multienzimaticos que catalizan las reacciones de
intercambio reciproco. En estas estructuras se han localizado las proteinas
Dme1 y Rad 51, que son analogas a Rec A, y estan involucradas en procesos
de reparacion y recombinacion (Von Wettstein et al. 1984; Glamann, 1988;
Sherman et al. 1992; Carpenter, 1994; Ashley et al. 1985; Roeder, 1995;).
Aunado a lo anterior, hay evidencias que refuerzan la posibilidad de que en el
sitio donde se encuentran los NR se lleve al cabo la recombinacion, ya que en
espermatocitos de rata y ratén se ha detectado DNA en la zona donde estan
situados los NR (Vazquez-Nin et al. 1993).

Con respecto a la composicion quimica del CS, los primeros estudios se
empezaron a realizar en fa década de los afios 60 empleando métodos
citoquimicos y biogquimicos, a partir de los cuales se concluyé en primera
instancia que ésta esfructura era de naturaleza proteica (Moses, 1968,
Sheridan y Barmet, 1969; Comings y Okada, 1970). Posteriormente
empleando métodos inmunologicos, un grupo de investigadores reportd la
presencia de actina y miosina en el CS (De Martino et al. 1980), sin embargo
otros autores no han logrado detectar estas sustancias (Spyropoulos y Moens,
1984).

El desarrollo de procedimientos para aislar el C.S. y de métodos
inmunccitoquimicos fue un paso importante para estudiar la composicion de
este organelo: Los resuitados iniciales mostraron que los elementos laterales
estaban constituidos por proteinas de 190, 30 y 33 kDa y que en la region
central existia una proteina con una movilidad electroforética de 48,000, y se

concluia que estas proteinas eran sintetizadas durante la profase meiotica




(Heyting et al. 1985, 1887, 1988 y 1989; Moens et al. 1987, Smith y
Benavente, 1992).

En la actualidad se cuenta con mayor informacion acerca de las proteinas que
constituyen el CS en diferentes especies. Asi tenemos gque en algunos
mamiferos, los Filamentos Transvérsos estan constituidos por una proteina
denominada SCPI (Sinaptonemal Complex Protein | ), la cual esta constituida
por aproximadamente 976 aminoacidos. El extremo N-terminal se encuentra
tocalizado en la vecindad del elemento central, mientras que el C-terminal esta
sobre o dentro de los elementos laterales; tal vez forma dimeros cuyos
extremos N-terminal se unen en el elemento central y la parte C-terminal se
encuentra anclada en los elementos laterales. También se ha ohservado que
el extremo C-terminal presenta afinidad con el DNA y que existen muchas
similitudes entre las SCPI de hamster, de rata y del hombre {los genes que
codifican la SCPI humana, estan en el cromosoma 1 (1p12-p13). En el caso de
levaduras existe una proteina andloga conocida como ZIP | (Meuwissen et al.
1892 y 1997, Yuan et al. 1996; Schmekel et al. 1996).

En lo referente a los elementos axiales y laterales, se ha mencionado la
existencia de dos proteinas que son especificas de las células meidticas de
mamiferos: la SCP2 y la SCP3 (COR 1) (Heyting,1996).

La primera se localiza en los elementos axiales y laterales, es decir, antes,
durante y después de la sinapsis. Se cree que podria facilitar el apareamiento
de los homologos (Dietrich y Vink, 1992; Lammers et al. 1995). La segunda se
. localiza en los elementos axiales y laterates de cigoteno a diploteno. También
se ha detectado en los ejes cromosomicos y en las regiones cercanas al
centromero durante la metafase |, por lo cual se ha sugerido que podria ser un
elemento que favorece la union de las cromdtidas hermanas durante esta

etapa (no se ha detectado en la metafase mitdtica) (Dobson et al. 1994). Esta
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proteina es susceptible de fosforilarse, o que ocurre en mayor grado del
paquiteno temprano al medio; vy se especula si estos cambios estan
relacionados con fos cambios morfolégicos que tiene el C.S.. sin embargo, aun

no se conoce el significado biologico de este fenomeno (Lammers et el. 1995).

En adicién .a las proteinas anteriores, podemos citar otras que no
necesariamente son especificas de la profase meidtica pero que también
pueden estar asociadas al CS: ia topoisomerasa Il y la proteina BRCA | (breast
cancer). La topoisomerasa |l se encuentra localizada a lo largo de los
elementos laterales y se cree que es importante en la condensacién de ios
cromosomas, la recombinacion genética y que tal vez podria ser un
requerimiento para el paso de ia profase meidtica a la metafase | {(Moens y
Earnshaw, 1989; Cobb et al. 1997). La BRCA-l es una proteina constituida por
1863 aminoacidos y algunas mutaciones de ésta, se relacionan con cancer de
mama y ovario. El gene que la codifica esta en el cromosoma 17 (1 7921) y se
considera como un supresor tumoral. Esta localizada en sitios discretos a lo
largo de los elementos axiales y laterales, en zonas en las que se ha
detectado la rad 51, por lo que se sugiere que participa en los procesos de
recombinacion y reparacion. Se ha demostrado que otra proteina de esta
familia, la BRCA-2, esta relacionada con la suceptibilidad a cancer de mama y
que participa en la reparacion del dafio provecado en el DNA por radiaciones
(Scully et al. 1997). Junto con estas dos proteinas también se han detectado
otras dos, la Aim y Afr que funcionan como cinasas que podrian estar
involucradas en el control del ciclo celular (Keegan et al. 1996; Scolly et al.
1997).

Aun no se conoce con exactitud como es que se da, la relacion del CS con el
material genetico, hay estudios que muestran que las secuencias teloméricas
(TTAGGG)n estan asociadas con las partes terminales del CS de los

autosomas, mientras que otras secuencias de DNA satélite menor se localizan



en la region centromerica def CS: en contraste. ofras secuencias de DNA
satélite mayor. no tienen preferencia por este organelo. De estas
observaciones se concluyd que dependiendo del tipo de secuencias de DNA,
la cromatina tiene diferentes propiedades de asociacién con el CS (Moens y
Pearlman, 1990). Con respecto a la relacién del DNA con el espacio que existe
entre los elementos laterales, Onicamente se ha demostrado que hay DNA en
zonas especificas, que coinciden con la presencia de NR (Vazquez-Nin et al.
1993).

Il. 2.2. CITOLOGIA DEL C.S.

Hasta 1970 los estudios del CS se habian realizado empleando microscopia
electronica y técnicas de tincion y corte, lo cual facilitb su conocimiento
{(Comings y Okada, 1970). Afios mas tarde, se empezaron a realizar
obhservaciones con microscopia de luz y electronica, en células dispersas y
utilizando técnicas de impregnacion argéntica. Los resultados de todas estas
técnicas han permitido conocer la evolucidn del CS durante la profase
meibtica, que es muy similar en las distintas especies estudiadas (Dresser y
Moses, 1979; Fletcher, 1979; Pathak y Hsu, 1979; Pathak y Elder, 1980,
Pathak et al. 1982; Suresh y Chaganti, 1980; Dietrich y Mulder, 1981).

Durante la profase meidtica, los elementos laterales se empiezan a organizar
durante el leptoteno. El cigoteno, para su estudio, se divide en temprano,
medio y tardio. En el femprano los elementos laterales no se han ensamblado
completamente, los elementos son muy finos y no se pueden seguir en toda su
longitud, se inicia el apareamiento en algunas pequenas regiones formando el
CS, los cromosomas sexuales no se distinguen y los nucleolos pueden estar
asociados con las terminaciones no apareadas. En el cigéteno medio los
elementos laterales se pueden seguir en toda su longitud, los autosomas
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presentan distintos grados de sinapsis, se pueden observar nodulos de
recombinacion, los ejes de los cromosomas sexuales no se distinguen y el
nucleolo puede estar asociado con los ejes apareados o desapareados. En la
etapa tardia el ensamble del CS en los autosomas es tofai, presentan
torcimientos, pudiendo haber fres 0 mas nodos, también se observan nodulos
de recombinacién y los ejes de los cromosomas sexuales no se observan
(Greenbaum et al. 1986; Bhagirath y Kundu, 1986).

Ei paquiteno de rmanera analoga, también se puede dividir formalmente en
temprano, medio y tardio. En el temprano se observan claramente los
autosomas apareados, se presentan nddulos de recombinacitn, el nucleolo
tiende a desaparecer, los ejes de los cromosomas sexuales ya son visibles y
empiezan a aparearse. En la medida que avanza el paquiteno, los
cromosomas se acortan, de tal modo, que en la etapa media estos adquieren
su minima longitud, tienen una gran cantidad de nodos y el nimero de nédulos
de recombinacién disminuye en relacion a las etapas anteriores, el nucleolo se
observa como una estructura granulosa ligada al CS y los cromosomas
sexuales se han apareado totalmente. Durante el paquiteno tardio nuevamente
se aumenta la longitud de los autosomas y empiezan a separarse, desinapsis,
los sexuales incrementan su tincién y adquieren formas irregulares, el nucleolo
se ve mas granuloso y tiende a desaparecer (Solari, 1980; Navarro, et al.
1981; Guitart et al. 1985).

El diploteno se divide en predifuso y difuso. En la primera etapa |la desinapsis
aumenta, los sexuales pueden estar apareados o desapareados, en ocasiones
el X se observa como una estructura doble y finalmente en la etapa difusa los
elementos laterales se han desapareado totalmente, los puntos terminales de

unién son los ultimos en desaparecer (Dietrich y De Boer, 1983).




Finalmente, podemos decir que el CS es una estructura que estad asociado
con el reconocimiento y apareamiento cromosomico asi como en el

intercambio de informacion genética entre los cromosomas homologos.

I.3. LAS BEBIDAS ALCOHOLICAS.

I£.3.1. COMPONENTES.

Las bebidas alcohdlicas pueden dividirse en vinos, cervezas y espirituosas: los
vinos se elaboran de frutas, miel o leche fermentadas; las cervezas se
praducen a partir de la fermentacion de granos y las espirituosas generalmente
se obtienen ds la destilacion de vinos, cervezas o jugos fermentados de caiia
de azicar, agaves o cactaceas. Estan constituidas fundamentalmente por agua
y etanol, que es el principal componente fisiolégicamente activo y cuyas
concentraciones pueden ir por lo general det 3% al 55 % aproximadamente
(Tabla 1). Ademas de estas sustancias existe una pequena fraccion formada
por un conjunto de compuestos que colectivamente reciben el nombre de
congéneres, que pueden clasificarse en volatiles, semivolatiles y no volatiles.
Los congéneres son los respensables de la variedad de sabores, aromas y
colores en las diferentes bebidas. Ei contenido es especifico para cada una y
este depende de la materia prima con que se elaboran, el proceso de
fermentacion, destilacion, tipo de almacenamiento y tiempo de envejecimiento
{(Mc Analley, 1988).

Congéneres Volatiles.

a) alcoholes, ademas de etanol han sido reportados mas de 45 alcoholes
diferentes, entre los que destacan, el metanol, propanol, isobutanol, butana|,
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isopentanol (Tabla 2). A la mezcla de estos alcoholes se les conoce
genéricamente como aceite de Fusel, que significa licor inferior (Schreier,
1979; Greizerstein, 1981). Las concentraciones permitidas en México para
tequila y brandy se dan en la tabla 3 (Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial 1983a, 1983b).

b) aldehidos y ésteres, el acetaldehido es el aldehido que se detecta con mas
frecuencia en las bebidas alcohélicas. En relacion a los ésteres, éstos son los
que determinan parcialmente el aroma de las bebidas, entre los mas
frecuentes estan el acetato de etilo y el etil formiato, sin embargo se han
detectado aproximadamente 100 diferentes en las distintas bebidas (Tabla 2)
(Schreier, 1879; Mc Analley, 1988).

¢) acidos y fenoles, se han identificado cerca de 130 acidos en las diferentes
bebidas alcohélicas, los mas comunes son el acido acético, succinico,
tartarico, mdlico y citrico, estos se forman generalmente durante Ia
fermentacion. Los fencles son los principales responsables del aroma,
generalmente se mezclan en las bebidas durante el proceso de
almacenamiento y envejecimiento en barriles de robie; los mas comunes son el
fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, guayacol, p- etil fenol, eugenol {Lehtonen,
1983).

Congéneres Semivolatiles.
Estos compuestos se han encontrado en cervezas, vinos y destiladas, el

contenido y concentracion es variable en cada bebida y su significado no se
conoce (Tablas 4, 5, 6, 7) (Mc Analley, 1988).
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Congéneres No Volatiles.

Estos estan constituidos por minerales, vitaminas, carbohidratos y proteinas.
Generalmente se encuentran en cervezas y vinos, pero no en las destiladas,
ya que en éstas se eliminan durante el proceso de destilacion (Tablas 8, 9, 10)
(Mc Analley, 1988).

1.3.2. EL TEQUILA Y EL BRANDY.

Dos de las bebidas que mas se consumen en México son el brandy y el
tequila. El primero se obtiene a partir de la destilacién de vinos elaborados con
uva fresca, cuyos mostos fueron sometidos a la fermentacion alcohdlica, una
vez destilado se almacena en barriles de roble blanco para que adquiera las
caracteristicas organolépticas deseadas. El tequila es un aguardiente que se
obtiene a partir del_Agave fequilana (Weber), que oficialmente se cultiva en
cualquier poblacién del Estado de Jalisco y en parte de los Estados de
Guanajuato, Nayarit y Michoacan. El proceso de elaboracion comprende la
coccion de los nicleos centrales de la planta, los que posteriormente son
molidos para obtener los jugos que se fermentan para destilarlos finalmente,
Existen tres tipos de tequila: blanco, reposado y afejo. El primero se envasa
de inmediato, el reposado es el tequila blanco que se almacena dos o tres
meses en barricas de encino, mientras que el afiejo es aquel que permanece
almacenado por un periodo mas largo, hasta que adquiere un color ambar. Las
normas oficiales de México para estas bebidas se dan en la tabla 3 (Secretaria
de Comercio y Fomento Industrial 1983a, 1983b).




I.4. ALCOHOL

0.4.2. ABSORCION Y METABOLISMO

Cuando se ingiere alcohol, se absorbe rapidamente por difusién en duodeno y
yeyuno (80%) y mas lentamente en estémago e intestino largo. Entre los
factores que afectan la absorcién del etanol se tienen: la concentracion de
alcohol, el flujo sanguineo en el sitio de absorcién, las propiedades imritantes
del aicohol, el grado de ingestian, el tipo de bebida, el contenido de alimentos
en el estdmago, deficiencias proteicas, temperatura corporal, ejercicio fisico,

ciclo menstrual y caracteristicas raciales (Agarwal y Goedde, 1990).

E) higado es el drgano donde el etanol se oxida casi en su totalidad a
acetaldehido. Hay tres mecanismos para que esto se lleve al cabo: el sistema
de oxidacion microsomal (SOM) localizado en el reticulo endopiasmico liso, la
catalasa localizada en los peroxisomas y la alcohol deshidrogenasa (ADH)
presente en el citosol. Una vez que esto ocurre, el acetaldehido se transforma
en acetato por medio de la aldehido deshidrogenasa (ALDH), este metabolito
puede dar origen a cuerpos cetonicos, acidos grasos, aminoacidos y
esteroides via la Acetil Co A (Leiber y De Carl, 1972; Lieber, 1981).

El SOM es dependiente de NADP y esta ligado al citocromo P450; en el
paciente alcohélico se incrementa la actividad de este mecanismo y lo hace
mas tolerante al etanol, ademas aumenta la produccién de acetaldehido el que
provoca una variedad de efectos toxicos en la célula. Aunado a lo anterior, la
induccién del SOM juega un papel importante en la hepatotoxicidad de un gran
nimero de drogas y compuestos carcinogénicos, a través de un incremento en
el metabolismo de estas sustancias (Koop y Coon, 1985).
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Con respecto a la catalasa, se sabe que puede estar involucrada en la
oxidacion de una gran variedad de alcoholes a sus correspondientes
aldehidos, en general se acepta que la contribucién de esta enzima en la

oxidacion del etanol es minima (Lieber et al. 1987),

La ADH es la enzima mas importante en el metabolismo del etanol, que
ademas puede oxidar una gran variedad de alcoholes primarios, secundarios,
terciarios y ciclicos. La ADH tiene una distribucion universal en los distintos
seres vivos (animales, plantas y microorganismos). Esta enzima, en la especie
humana esta formada por un dimero proteico constituido por dos subunidades
con un pesc de 40 000 daltons cada una {(Agarwall y Goedde, 1990).
Actualmente se conocen siete loci diferentes: ADH1, ADH2, ADH3, ADH4,
ADH5 ADH6, ADH7 que codifican las subunidades, o, B, . %, &, n ¥ ©
respectivamente. Las diferentes formas moleculares de ADH se dividen en seis
grupos, I, I}, lil, M, V y VI, de acuerdo con su composicion y las propiedades
cinéticas y electroforéticas (Tabla 11) (Deuster et al. 1985; Eriksson, 1987;
Agarwal y Goedde, 1990).

Las isvenzimas de ia clase | estan formadas por asociaciones diméricas al
azar de las subunidades alfa, beta y gamma codificadas por ADH1, ADH2,
ADH3, se sabe que los dos tltimos genes son polimorficos. Estas isoenzimas
tienen una alta capacidad para metaholizar el etanol y son las mas importantes
en el metabolismo de éste. Se localizan principalmente en el higade pero
también pueden estar presentes en el rindn, tracto gastrointestinal y pulmones.
Los genes que codifican este grupo se han localizado recientemente en el
cromosoma 4, entre 21 y g24 (Smith et al. 1971, 1973, 1985; Agarwal y
Goedde, 1990). La clase Il lo constituyen enzimas formadas por dos
mondmeros « y solo se han localizado en higado (Ditlow et al. 1984). Las del
grupo Il estan formadas por dimeros de péptidos x, son poco frecuentes, se
localizan en varios tejidos como higado, rifién y se asume gque no participan
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significativamente en la oxidacion del etanol en el higado. Los genes que
codifican los menomeros también se han localizado en el cromosoma 4 en la
region q21 - g24 (Julia et al. 1987; Agarwal y Goedde,1990). La clase IV se
expresa preferentemente en estdmago, pero tambien se localiza en pequenas
cantidades en higade, piel y comea. El locus ADH7 codifica para las
subunidades p y 6. La V se ha detectado unicamente en el epitelio gastrico y el
homodimero esta codificado en el gene ADH6. Finalmente la clase Vi, ha sido
descrita en algunos mamiferos y hasta ahora no ha sido localizada en la
especie humana. El dimero VI presenta muchas similitudes con el de la clase
IV (Zheng et al. 1993; Arnon et al. 1995; Hsu et al. 1995; Rivero et al. 1997).

En relacién a la ALDH, una vez que el etanol se transforma en acetaldehido,
éste se metaboliza rapidamente por medio de esta enzima. Existen cuatro
isoenzimas, una en el citosol, dos mitocondriales y una microsomal.
Basandose en su movilidad electroforética se han clasificado en: 1, I, Il y IV, la
primera se mueve mas rapidamente hacia el anodo que la Il, seguida por la lll
y la IV (Harada et al. 1985; Mac Karell et al. 1986; Eriksson, 1987; Takase et
al. 1989). La ALDH | y Il se encuentran principalmente en higado, rifidn,
intestino y cerebro, la Il en estdomago, pulmones y testiculos y la IV se
encuentra en higado y rindn (Agarwal y Goedde, 1990). Estudios recientes
indican que la informacion genetica para la clase | se localiza en el cromosoma

9, la de la clase Il en el 12 y la de (a clase lll en el 17. Con respecto a la IV, se
han identificado varios dimeros cuyos alelos se han denominado como
ALDH4, ALDHS, ALDH6, ALDH? y ALDH8: los genes de ALDH5 y ALDHE se
han localizado en los cromosomas 9 y 6 respectivamente, mientras que los de
ALDH7 y ALDHB8 estan en el cromosoma 11(Hsu et al. 1985 y 1995; Braun et
al. 1986; Agarwal y Goedde 1990).




ITI. ANTECEDENTES.
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lil. ANTECEDENTES

lL.1. ALCOHOL, BEB!DAS ALCOHOLICAS Y MUTAGENESIS

La ingesta de bebidas alcohdlicas se ha asociado a cancer en la boca,
esofago, laringe, estomago, colon, recto, endometrio e higado (Winder y Bross
1961, Winder et al. 1977; Polack et al. 1984, Rosemberg et al. 1990; Webster
y Weiss, 1889). Existen casos en los que se observa una estrecha relacion
entre ciertas bebidas y procesos oncogénicos especificos, por ejemplo,
algunos vinos se relacionan con cancer en vias digestivas (Chun-Le et al.
1986, Barra et al. 1990). Considerando esta asociacién, grupos de
investigadores se han dado a la tarea de establecer si el etanol, acetaldehido,
las bebidas alcohdlicas o algunos de sus acompafantes, tienen la capacidad
de modificar el material genético. Para lograr 'Io anterior seé han empleado
distintos métodos del area de la Genética Toxicolégica asi como distintos

modelos biclégicos.

El analisis citogenético realizado en linfocitos de pacientes alcohdlicos e hijos
de madres alcohdlicas, muestran en general que los alcoholicos tienen una
elevada frecuencia de aberraciones cromosdmicas e intercambio de
cromatidas hermanas, sin embargo, los hijos de las madres alcohdlicas
presentan niveles normales de intercambio de cromatidas hermanas (De
Torok, 1972; Mitelman y Wadstein, 1978; Butler et al. 1981; Seshandri et al.
1982; Hedner et al. 1984; Obe et al. 1986; Madrigal et al. 1990). De ios
resultadas obtenidos en cultivos celulares, en los que se probd la actividad
mutagénica de distintas dosis de etanol se concluye que el alcohol jn vifrp no
tiene efectos mutagénicos (Cadotte et al. 1973; Obe y Ristow, 1977; Obe et al.
1986). Cuando a ios cultivos, de linfocitos, ademas de etanol se les agrega la

fraccion microsdmica S9 de higado de rata, el etanol se transforma en
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acetaldehido y se observa un aumento en las aberraciones cromosomicas. De
aqui se concluye que es el acetaldehido el que provoca alteraciones en el
material hereditario (Bardr y Hussain, 1977; Jansson, 1982; De Raat et al.
1983; Obe y Anderson, 1987).

En animales de laboratorio también se ha investigado la actividad genotdxica
del etanol y de! acetaldehido. En ratones, ratas y hamster chino estas
sustancias originan aberraciones cromosomicas e incrementos en las
frecuencias de intercambio de cromatidas hermanas (Korte et al. 1979, 1981;
Obe et al. 1979; Tates et al. 1980). La actividad mutagénica de distintas
bebidas alcohélicas, asi como de algunos de sus acompanantes han sido
investigadas jn vifro. Se ha visto que algunas variedades de brandis y wiskis
no provocan aberraciones cromosomicas en linfocitos humanos (Hoeft y Obe,
1983), sin embargo, existen otras analogas que si elevan la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas en cultivos de células de hamster chino,
con y sin la fraccidon microsomica S9 (De Raat el al. 1983). Los evaporados de
bebidas similares a las anteriores, en cultivos de linfocitos humanos y en
presencia o ausencia de actividadores metaholicos, también tienen efectos
sobre el material hereditario (Hoeft y Obe, 1983).

ll.2. ALCOHOL Y HORMONAS SEXUALES MASCULINAS.,

Los alcohdlicos cronicos frecuentemente presentan hipoandrogenizacion e
hiperestrogenizacion. Signos de lo primero son la impotencia sexual, atrofia
testicular y esterilidad, de lo segundo son, distribucion de la grasa corporal
siguiendo patrones femeninos y ginecomastia (Valimaki y Ylikahri, 1881;
Eagon et al. 1983; Valimaki et al. 1984; Hojnacki et al. 1989).



Para explicar los fendmenos anteriores es necesario considerar el efecto del
etanol, del acetaldehido o de ambos, sobre el testiculo, eje hipotalamo -
hipofisiario e higado asi como sus repercusiones en las hormonas y elementos

relacionados con el buen funcionamiento reproductor.

La mayoria de los investigadores coincide en que el etanol afecta directa e
indirectamente las hormonas esteroides masculinas. E| efecto directo es sobre
las células de Leydig, que disminuyen su sintesis de testosterona y el indirecto
es sobre el hipotadlamo y la pituitaria, que son estimulados para secretar la
hormona liberadora de la LH y FSH respectivamente (Van Tiel et al. 1974;
Green y Hollander 1980; Cicero, 1981). Los estudios in vitro con células de
Leydig indican que, el etanol también disminuye la unién de LH a receptores
de membrana y que estas células contienen enzimas para metabolizar etanol,
con la consecuente disminucion de NAD y reduccién en la sintesis de
testosterona (Mendelson et al. 1983; Hojnacki et al. 1989). Ademas el etanol y
el acetaldehido inhiben a las enzimas microsémicas involucradas en Ila
esteridogénesis como son la 3B hidroxi esteroide deshidrogenasa, ia 17 O
oxidoreductasa y la 17 B hidroxi esteroide Oxido reductasa que convierte la
androestenodiona en testosterona. Estos cambios metabdlicos contribuyen a fa
disminucidén en los niveles de testosterona (Cicero y Bell, 1980; Cicero et al.
1880, Mendelson et al. 1983). También, en respuesta a la baja en los niveles
de testosterona, hay un aumento en la produccién de LH (que es regulada por
la hormona liberadora de LH) (Cicero et al. 1980; Hojnacki et al. 1989).

En el higado, el alcohol estimula la degradacién de testosterona, a través de la
5 a reductasa y de varias aromatasas, la primera inicia el catabolismo hepatico
de la testosterona, mientras que las segundas promueven la conversién de
andrdgenos a estrogenos (Cicero et al. 1980; Cicero, 1981). En este drgano

existen proteinas que se unen a estrdgenos que regulan la concentracion de



estrégenos en los machos, el etanol disminuye esta proteina provocando un

incremento en los estrogenos.

En los aicohdlicos con dafic hepatico se incrementan los niveles de prolactina,
que inhibe ia produccion de andréogenos, (a liberacion de factores
gonadotréficos y disminuye la produccion de testosterona. Los niveles
elevados de prolactina se han asociade con el desarrollo de ginecomastia en
pacientes alcohdlicos (Van Thie! y Gavaler, 1982). La disminucién de los
niveles de testosterona estd relacionado con alteraciones en la
espermatogénesis , lo que aunado al aumento de los niveles de estrogenos,

provoca la feminizacién del paciente alcohdlico (Hojnacki et al. 1889).

I1.3. COMPLEJO SINAPTONEMICO Y DANO GENETICO.

Los avances metodolégicos que se dieron en la década de los afios 70s como
son el empleo de nuevos procedimientos de tincién histolégica, elaboracion de
preparaciones con células dispersas, y el uso de microscopia de luz y
electronica, han permitido conocer mejor la morfologia de las células
germinales y la evolucion de éstas durante la profase meidtica (Esponda,
1981). De manera paralela, estos conocimientos se han empleado para
conocer las modificaciones que sufre el complejo sinaptonémico cuando
existen alteraciones cromosomicas y/o problemas de fertilidad y e! impacto de

agentes quimicos y fisicos (Moses, 1979).

Se ha observado que cuando hay inversiones pericéntricas heterocigoticas ei
patrén de apareamiento cromosémico se altera, hay formacion de CS pero en
algunos casos se originan asas de inversion y en otros asinapsis (De Pertigo
et al. 1988; Gabriel-Robes et al. 1986, 1988a). En el caso de las inversiones

heterocigéticas paracéntricas, también se han descrito asas en los bivalentes



apareados (Porman et al. 1981, Moses et al. 1987) Cuando hay
translocaciones reciprocas balanceadas durante la meidsis, tanto en hombres
como en animales, se han descrito estructuras cromosémicas multivalentes,
que se reflejan en el CS como formas multiaxiales (Ferguson et al. 1983;
Gabriel-Robes et al. 1988b; Luciani et al. 1987; Barlow y Hulten 1997).

Con referencia a los individuos con prablemas de fertilidad, en algunos casos
se ha observado gque pueden estar asociados con alteraciones del
apareamiento cromosdmico, entre las que se pueden mencionar; desinapsis
parcial en algunos bivalentes, estructuras multiaxiales y asas (Mittwoch vy
Mahadevaiah, 1972; Templado et al. 1981; Vidal et al. 1982: Egoscue et al.
1983, Luciani et al. 1987),

En relacion al efecto de los agentes fisicos sobre el C.S. de espermatocitos,
podemos decir que los rayos y provocan alteraciones en el comportamiento del
CS: los rayos y originan principalmente estructuras multiaxiales (Kaliniskaya et
al. 1986a, 1986b; Borodin et al.1994) y los X, fragmentaciones, asinapsis
autosémicas parciales y totales, multiaxiales, asas, anillos y asociaciones
heteroteloméricas (Cawcod y Breckon, 1983, 1985; Masumbuko et al. 1992).

El estudio del efecto de los agentes quimicos sobre el cs es mas reciente y
hasta nuestro conocimiento son pocos los que se han estudiado, pues en la
literatura no se mencionan mas de 10, entre los que podemos citar: mitomicina
C, ciclofosfamida, sulfato de vinblastina, colchicina, dietil-etil-bestrol, estradiol,
testosterona, acetato de ciproterona y tequila. En su conjunto provecan
alteraciones comc fragmentaciones, anomalias sinipticas y estructuras
multiaxiales {Golstein, 1986, Allen et al. 1987; 1988; Baker et al, 1988; Tapia et
al. 1992; Masumbuko et al. 1993; Tepperberg et al. 1997).



En células femeninas de rata y raton, también hay estudios del efecto de
agentes quimicos y fisicos sobre el C.S., sin embargo, los experimentos son
pocos, debido tal vez a dificultades de caracter metodolégico. Entre éstos
podemos citar los realizados con radiaciones ionizantes y ciclofosfamida. En
general el tipo de alteraciones encontradas es muy similar a la descrita en
espermatocitos, pero existen grandes diferencias cuantitativas, por ejemplo en
el testigo negativo las fragmentaciones legan a 45%, mientras que en los
tratados es mayor del 50%.Se han dado dos explicaciones, una considera que
el nimero elevado de rupturas se da de manera natural en los testigos vy que
ésta se incrementa con el tratamiento. La ofra considera que probablemente es
resultado de 1a metodelogia empleada y que esta se incrementa debido a la
accion de los agentes estudiados (Cusidé et al 1995; Johannisson et al.
1994;Reiner y Ocker, 1997).

Los mecanismos exactos que explican estos fenémenos no se conocen, no
obstante el dafio en el C.S. se explica fundamentalmente a partir del modo de
accién de los agentes estudiados y de [a magnitud de la exposicion ( Backer et
al. 1988;Tepperberg et al 1997).



IV. HIPOTESIS DE TRABAJO.




IV. HIPOTESIS DE TRABAJO.
Considerando:

1. Quel etanol y algunas bebidas alcohdlicas tienen propiedades mutagénicas
(Obe y Anderson 1987; Madrigal, et al. 1990).

2. Que el complejo sinaptonémico puede reflejar cambios en el material
hereditario y/o alteraciones en el desarrollo normal de este organelo, como
resultado de la actividad de agentes mutagénicos (Moses et al. 1977, 1990;
Allen et al. 1988, 1990).

3. Que la ingesta de bebidas alcohdlicas puede provocar alteraciones en el
proceso espermatogénico y en la fertilidad de los pacientes alcohélicos (Van
Thiel et al. 1882; Agarwal y Goedde1990).

4. Que los androgenos, estrégenos e inhibidores de la testosterona pueden

provocar cambios en la estructura del C.S. (Masumbuko et al. 1992 y 1993)

Entonces es praobable que:

Al tratar ratones con distintas dosis de etanol, tequila o brandy, haya dafic que
pueda manifestarse como cambios estructurales del complejo sinaptonémico y
modificaciones en la proporcion de células en paquiteno, en relacion a la
poblacién general de las células de testiculo.
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V OBJETIVOS.

Para demostrar la validez o no de la hipotesis propuesta en este trabajo se

plantean los siguientes objetivos:

1. Determinar las posibles alteraciones estructurales en el complejo
sinaptenémico en célutas de testiculo de ratén, producidas por etanol,
tequila y brandy.

2. Establecer la proporcion de células en paquiteno en relacién a la poblacién
celular total.



V1. MATERIALES Y METODOS.




VI. MATERIALES Y METODOS.

a) Reactivos: metanol (Baker), acido acético (Baker), cloruro de sodio (Baker),
cloruro de potasio (Baker), nitrato de plata (Baker), xilol (Baker), acido férmico
(Baker), gelatina (Bioxon), ciclofosfamida (Schering), etanol (86 APSA),
tequila ( Sauza blanco 40° G.L.) y brandy ( Presidente 38° G.L.}.

b} Ratones NIH (sw) de tres meses de edad y con peso de 25 - 30 grs, se
trataron con las dosis de las bebidas alcohdlicas. L.a obtencion de las dosis a
probar se establecieron a partir del método de Lorke (1983) y de la informacion
aparecida en la literatura, que relaciona el grado de intoxicaciénocon la
cantidad de alcohol ingerida (Garriott, 1988). Las dosis que se administraron
diariamente, por via oral {(empleando una canula) y durante tres semanas
fueron: 1, 2 y 3 grs de etanol por kg de peso, (Dosis 1, Dosis 2 y Dosis 3) ,
utilizando soluciones de etanol al 20 % (96" G.L.), tequila (Sauza blanco) al
20% (40° G.L.) y brandy (Presidente) al 18 % (38° G.L.) Estas dosis

corresponden a un estado de scbriedad, excitacion y estupor respectivamente.

Los grupos testigo negative y positivo recibieren un fratamiento similar en
cuanto a la forma de administracion y duracion, en el primer casc se empieé
una solucion salina fisiologica (0.9% de NaCl} y en e! segundo ciclofosfamida
(20 mg/kg).

Los experimentos se efectuaron por duplicado utilizando grupos de fres
ratones por cada ftratamiento y se designaron como Experimento | vy

Experimento II.

De manera paralela a los experimentos anteriores, se administré, por via oral y
por tres semanas, a cuatro grupos de cuatro ratones cada uno, una solucion

fisiologica, etano), tequila y brandy (3 gr/kg/dia). Estos animales se pesaron
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antes del micio de ta primera administracion y antes desacrificarlos Los

testiculos también se pesaron (Tabla 12 13, 14)

c) Obtencion de células Una vez terminado el tratamiento los animales se
sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajeron los testiculos a los que se
les quité ia tunica albuginea. El tejido se coloco en 3 ml de una solucién de
KCI 0.075 M vy las células se dispersaron, resuspendiendolas con una pipeta
Pasteur (0=3mm). Posteriormente se dejo sedimentar el tejido y el
sobrenadante se puso en un tubo de ensaye, esta operacion se repitié dos
veces mas. A continuacion se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm, se
elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron nuevamente en 10 mi

de KCI, esta operacion se repitio dos veces.

Después de la ultima centrifugacion, se eliminé el sobrenadante v las células
se resuspendieron en 10 ml de fijador (Acido acético:metanol, 1:3), a
continuacion se centrifugd 10 minutos a 1500rpm se elimind el sobrenadante y

se resuspendieron las células en 3 ml de fijador.

Con la suspension celular se hacieron las preparaciones, dejandc caer tres
gotas en un portaobjetos previamente lavado y desengrasado; las laminillas se

dejaron secar al aire (Evans, 1964).

d) Impregnacién argéntica. A las laminillas se les agregaron dos gotas de
nitrato de plata al 50 % y una gota de una solucidn de gelatina (100 ml de
agua destilada, 2 gr de gelatina y 0.05 ml de dcido formico). Se colocaron un
cubreobjetos y se dejaron actuar a los reactivos durante dos minutos
aproximadamente y a una temperatura de 70° C. Posteriormente, se lavaron
con agua desionizada. Se deshidrataron con xilol y se montaron con resina
gintética (Howell y Black, 1980).




e) Analisis de las laminillas La revision de laminillas se realizé a 1250
aumentos Se analizaron 30 células en paquiteno por cada raton, en la
perspectiva de establecer si existen alteraciones analogas a las descritas en la
literatura, como son rupturas en el C.S., elementos laterales, multiaxiales y
fallas sinapticas (Backer et al 1988; Masumbuko et al. 1993) aunado a lo
anterior se determind el porcentaje de células en paguiteno, en relacion a la
poblacion total de células germinales. El analisis se realiz6 a ciegas, al final de
la revision se descodificaron las laminillas y se analizaron los resultados
obtenidos.

f) La comparacién entre las medias de las frecuencias de alteraciones
encontradas en los grupos testigos y los grupos problema, se realizo
empleando la prueba “t" de Student, analisis de varianza y prueba de Tukey
(p=0.05) (Hurley et al 1981), posteriormente se interpretaron los resultados y

se postularon hipotesis para explicarlos.
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VI RESULTADOS.

1 - Peso corporal y testicular

El peso de los animales, antes y después del tratamiento, mostrd una variacion
de 0.6 a 4.1 gramos (Tabla 12). Al aplicar la prueba estadistica de "t" de
Student (p=0.05} (utilizando la media de la diferencia de peso antes y despueés
del tratamiento), se encontré que con respecto a los grupos testigo, los
tratados con 1y 2 gramos de etanol, 1 gramo de tequilay 1, 2 y 3 gramos de
brandy, no presentaron diferencias significativas. Con 3 gramos de etanol y 3
de tequita se encontro que habia una disminucién significativa de peso, En el
caso de los tratados con 2 gramos de brandy hubo un incremento de peso. El
pesc corporal del grupo adicional tratado con las dosis mas altas de etanol
tequita y brandy no mostraron una disminucién significativas (Tabla 13).

El incremento de peso podria ser resultado del proceso normal de crecimiento.
y la disminucion en los animales fratados con Jas dosis mas altas, tal vez son

resultado de un efecto toxico mas severo.

El peso de tos testiculos se encontré en un rango de 0.12 a 0.095 gramos y no
se encontraron diferencias entre los testigos y los animales tratados con las
soluciones de etanol, tequila y brandy equivalentes a 3 gramos de etanol
(Tabla 14).

2.- Alteraciones del Complejo Sinaptonémico.

Las alteraciones gue se encontraron en los Experimentos | y |l fueron:
rupturas en el Complejo Sinaptonémico y en los elementos laterales (REL). En
el primer caso las ceélulas se clasificaron en dos: las que presentaban una
ruptura (RCS 1} y las que tenian dos (RCS 2) (Tabla 15a y 15b).




Se analizaron estos parametros por separado y la suma total de rupturas
(STRCS). En los Experimentos | y Il se encontro que la alteracion que se
presenta con mas frecuencia es la ruptura simple del complejo sinaptonémico
(RCS 1), seguida por las rupturas de los Elementos Laterales (REL) y por
ultimo fas rupturas dobles del C.S. (RCS 2). Al comparar los resultados
obtenidos en los animales tratados con las soluciones alcohdlicas con los
testigos negativos, se encontrd que: a) hay una diferencia significativa en RCS
1 en las dosis 3 de etanol, 2 y 3 de tequila y 3 de brandy, b) cuando se suma el
total de alteraciones, se encuentran las mismas diferencias que en el inciso
anterior (Tablas 16 y 17. Graficas 1y 2).

También se compararon los resultados del Experimento | (Tabla 15a) con los
del It (Tabla 15b) utilizando la prueba de "t" de Student, con el objeto de
establecer si estos datos eran similares o no, y se encontré gue no habia
diferencias significativas entre las medias de las dosis andlogas de cada
experimento, por lo que se sumaron los datos (Tabla 15c). Se realizd el
andlisis de varianza y la prueba de Tukey para cada unc de los parametros
estudiados y se encontré que habia diferencias significativas en la dosis 3 de
etanol, 2 y 3 de tequila y 3 de brandy, tanto en RCS 1 como en STRCS. En &l
caso de ias REL Onicamente se enconiré una diferencia significativa en la
dosis 3 de tequila (Tabla 15c. Gréfica 3).

3.- Frecuencia de células en paquiteno.

Al cuantificar la frecuencia de células en paquiteno en una muestra de 1000
células de toda la estirpe espermatogénica, tanto en los animales testigos
(Tabla 19) como en los tratados con las soluciones alcohéficas (Tabla 20, 21y
22), se encontrd que: en fos testigos, negativo y positivo, el nimero de células
en paquiteno estaba en un rango de 194 a 197 mientras que en los en los
segundos estaba entre 188 y 211. El andlisis estadistico indica que no hay

diferencia entre los testigos y los tratades con las soluciones etilicas.
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Vil. DISCUSION

El conocer la manera en que afectan los agentes quimicos al material genético
de las celulas germinales masculinas y la posible herencia de alteraciones a la
descendencia, ha motivado el desarrollo de distintas metodologias que se
aplican y convergen en éste objetivo. Para lograr lo anterior, se ha utilizado
con frecuencia como modelo experimental al ratén; de tal forma, que en la
actualidad ya se tienen bien caracterizados morfolégicamente los distintos
tipos celulares de testiculo, se conocen algunas interacciones intercelulares y
eventos biogquimicos que se dan durante la espermatogénesis, y los tiempos
que son necesarios para que ocurran los diferentes procesos de divisién
mitotica, meiodtica y diferenciacion celular (Russell, 1980; Moses et al. 1990,
Fritz, 1990) (Fig. 1)

El complejo sinaptonémico {C.S.) es una estructura proteica asociada a los
cromosomas de la profase meidtica y es un requisito en muchos organismos,
aunque no Unico, para que ocurran el reconccimiento de homdlogos, el
intercambio de informacién genética entre éstos, inicio y progresidn sinaptica,
la separacion de los bivalentes durante el dipléteno y la segregacion
cromosomica. Se ha sugerido que los quiasmas son reminiscencias del C.S. y
que es uno de los facteres que mantienen unidos a los cromosomas durante la
metafase |, lo que asegura una buena segregacion (Burgoyne y Baker, 1984;
Hotta et al. 1985, Warren et al. 1987, Allen et al. 1990).

ViL.1. Complejo Sinaptonémico y Agentes Fisicos y Quimicos.

La interpretacion de los resultados encontrados en este trabajo se da en el

contexto de los cambios reportados por ofros autores en el C.S., cuando



animales de laboratoric son sometidos a la accion de agentes fisicos y
quimicos.

a ) Cuando a ratones se someten a distintas dosis de rayos X, se observa que
a partir de 24 horas aparecen distintos tipos de alteraciones sinapticas y
morfolégicas y que éstas persisten hasta 16 semanas después de! tratamiento,
aunque en menor proporcién (Masumbuko et al. 1992). En experimentos
similares, ademas de las alteraciones en ei C.S., se observa que el dafio
puede pasar a metafase | y I, aunque en cantidades menores con respecto a
las del C.5. (Cawood y Breckon, 1983, 1985). Esto utimo debido muy
probablemente a que se repara el daiio en el C.S. o porque las células mueren
y no pasan a la siguiente etapa (Moses et al. 1990; Allen et al. 1990). En otro
experimento en el que ratones macho se irradiaron con rayos X, se observd
que parte de su descendencia (aproximadamente el 8 %) es estéril y presenta
distintos tipos de alteraciones en el C.S. (Kalikinskaya, 1986a, 1986b).

Los rayos y también provocan un patrén de alteraciones en el C.S. similar a los
rayos X, tanto en espermatocitos como en ovocitos, sin embargo en los Gltimos
la magnitud de alteraciones estructurales es mucho mas grande que en los

primeros (Johannisson et al. 1994)

b ) A partir de la segunda mitad de la década de los 80s, el C.S. se ha
empleado para determinar el impacto de los agentes quimicos con actividad
mutagénica bien conocida, ademdas los agentes alquilantes que se han
estudiado son la ciclofosfamida (10-200 mg/kg) y la mitomicina C (0.5 - 5
mg/kg). Estos compuestos tienen actividad clastogénica, elevan la frecuencia
de intercambio de cromatidas hermanas, en médula 6sea de raton (Morales
1980) y espermatogonias (Allen y Latt, 1976a, 1976b). Se sabe que estos
farmacos actdan sobre la fase S provocando entrecruzamientos en el DNA, lo

cual puede alterar los procesos normales de reparacién y sintesis de DNA



(Bempong y Trower, 1975; Adler, 1982; Allen et al. 1976a, 1976b, 19886). El
dafio que provocan estos agentes quimicos en el C.S. empiezan a aparecer a
los 3 dias y el maximo se observa a los 5 dias, tendiendo a disminuir, sin
embarge, puede persistir €l dafio hasta 50 dias. Los principales tipos de
modificaciones que sufre el C.S. son: fragmentacion del C.S. y de los E.L,,
alteraciones sinapticas y estructuras multivalentes, cuantitativamente
predominan las primeras. En ovocitos de ratas tratadas con ciclofosfamida,
también se han encontrado los mismos tipos de alteraciones. A partir de lo
anterior se asume que estos farmacos actuan en la fase S y que el dafio que
provocan en el DNA conlleva a daino en el C.8. ( Allen, 1988:Moses et al.
1980;Cusido et al. 1995; Johannisson y Ocker 1997).

La aparicién continua de dafio en el C.S. es una medida a largo plazo de los
efectos de la sustancia estudiada y que podrian ser potencialmente
heredables. Se ha demostrado que existe una correlacién entre el dafio
provocado por la ciclofosfamida en el C.5. y el dafic cromosémico que se
observa en metafases | y Il. Hay cuatro veces mas dafio en el C.S. que
aberraciones en metafase | y il, tal vez porque se repara el dafio o porque las
células alteradas se pierden. Usando timidina tritiada se determiné que el dafio
observado en el C.S., Ml y Mil se originé en la fase S (Backer et al. 1980;
Moses et al. 1990).

c ) Con respecto al efecto de Ja colchicina y el sulfato de vinblastina, que son
sustancias que interfieren con la polimerizacion de la tubulina, con actividad
clastogénica, el efecto principal sohre el C.S. es la produccion de alteraciones
sinapticas y en menor grade estructurales y formacion de estructuras
univalentes. Estos cambios aparecen en paquiteno temprano y medio, 48
horas después del fratamiento, lo que indica que el dafio ocurre durante el
leptotenc—cigoteno, justo en el momento de la formacion del C.S. (Gibson y
Moses, 1986; Allen, et al. 1988; Moses, et al. 1990; Tepperberg et al. 1997).
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d) Con el objeto de conocer si ei C.5. es alterado por ofras sustancias
consideradas como no mutagénicas, se han realizado experimentos utilizando
estrogenos, andrégenos y un antiandrégeno: benzoato de estradiol, eneantato
de testosterona y acetato de ciproterona. Las alteraciones que provocan el
benzoato de esfradiol y el acetato de ciproterona son fundamentaimente
fragmentaciones y anomalias sinapticas; no se encontraron estructuras
multiaxiales. Esto indica que probablemente los dafios observados no tienen
relacion con alteraciones en el material genético, sino con la estructura
proteica del C.S., lo cual podria deberse a una disminucién en la testosterona
y los cambios que esto provoca en la sintesis de proteinas. Cuando a los
animales se les administra testosterona, también se detectan alteraciones en
el apareamiento, aunque en menor grado que en ios experimentos anteriores.
esto sugiere que podria haber distintos mecanismos en la produccién de este

tipo de alteraciones. ( Masumbuko et al. 1992, 1993; Tepperberg et al. 1997).

VIl.2. Hipétesis para explicar la generacion de alteraciones en el CS.

El conjunto de trabajos descritos anteriormente nos indican que el Complejo
Sinaptonémico puede sufrir atteraciones en su estructura, las cuales pueden
ser resultado de la accion de agentes con propiedades mutagénicas
plenamente demostradas o bien de! efecto que tienen otras sustancias en la
fisiologia del organismo y que no son clastogénicas. Es decir, las alteraciones
en el C.S. pueden estar o no asociadas con el dafio en el material hereditario.
Los mecanismos que explican el dafic parten del agente utilizado y la magnitud

de la exposicién, y se han propuesto tres hipdtesis alternativas:

1) Los agentes alquilantes actian sobre el DNA produciendo lesiones durante

la fase § y los antimitéticos sobre las proteinas especificas (tubulina). Estos
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compuestos dan efectos cualitativamente similares pero cuantitativamente
diferentes. Teniendo por cierto, que la relacion o asociacion entre el DNA con
sub-unidades proteicas de los elementos laterales, se Heva a cabo al mismo
tiempo que el ensamble de filamentos finos que unen a los elementos laterales
se sugiere que: (a) el ensamble lineal de los elementos laterales/axiales
depende de la interaccion subunidad-subunidad y de la union subunidad-DNA
y (b) que la alineacion y sinapsis de los elementos laterales resulte de la
interaccion de filamentos de la region central con subunidades de los
elementos laterales y posiblemente con otras proteinas. De esia hipétesis se
desprende que la alineacion de los homélogos implica la union de secuencias
especificas de DNA con proteinas de los elementos laterales, los cuales
posteriormente se unen para formar el C.5. {(Moses et al. 1990; Moens y
Peariman, 1990). De acuerdo con lo anterior, la interrupciéﬁ en |la continuidad
estructural det C.S. (rupturas), resultante de la accion e interferencia de
agentes alquilantes con la replicacion yfo reparacion de DNA, podria ser la
consecuencia de fallas localizadas de la union DNA-elemento lateral y asi
provocar discontinuidades. De manera similar, las lesiones inducidas en el
DNA durante la fase S, podrian interferir con la unién de proteinas de la regién
central con el DNA, que es necesaria para el reconocimiento de homdlogos y
el desarrollo de la sinapsis. El dafio generalizado en el DNA podria provocar
fallas en dos o mas tipos de interacciones de DNA con proteinas. Una clase
podria provocar fragmentaciones del C.S., mientras que ofras provocarian un
blogueo en el reconocimiento de homélogos e iniciacion sinaptica (Moses,
1968; Solari, 1972; Moses et al. 1990:).

Otros autores, en relacion con fas rupturas o fragmentaciones, mencionan que
existe incertidumbre en cuanto a si estas reflejan un dafho en la estructura
proteica o si esto es una manifestacion de rupturas cromosémicas. En el

primer caso podria deberse a afteraciones en la sintesis de proteinas, como en



el caso de los androgenos y estrogeno, y en el segundo a rupturas
cromosoémicas. (Cusida et al. 1995; Johannisson y Ocker, 1997).

2) La principal reacciéon de los antimitoticos es con la tubulina, y provocan
fundamentalmente fallas sinapticas. En relacion a este hecho se ha postulado
que los antimitéticos alteran los procesos sinapticos, al impedir el movimiento
rotatorio de los cromosomas durante el cigoteno, esto podria evitar el
apareamiento de los homologos. Se sugiere que las radiaciones también
podrian alterar el movimiento de los cromosomas y dar origen a fallas

sinapticas {(Moses, et al. 1990; Tepperberg et al 1997).

El metabolismo que se da durante la profase meidtica también podria contribuir
a la explicacion de las faltas sinapticas. Durante la fase S, de manera normal
se suprime la sintesis de secuencias especificas de DNA, que posteriormente
se replican durante la profase, aparentemente en relacion con el apareamiento
cromosomico (DNAcig) ¢ con el intercambio genético y reparacion {(DNApaq).
Se ha demostrado que la interferencia en la replicacién de DNAcig interfiere
con la formacion del S$.C. (Roth e lto, 1967; Williams 1970). Se Ka postulado
que la colchicina podria provocar cambios metabélicos asociados con la
formacién del C.5. o inhibicion de sintesis de DNAcig o DNApag, originando
una pérdida en el control genético que regula el apareamiento o
discontinuidades al momento que se forma el C.S. Este postulado también se
ha propuesto en el caso de las fallas sinapticas provocadas por hormonas
esteroides (Roth y Parchman, 1971; Hotta, et al. 1984; Allen, et al. 1988;
Masumbuko et al, 1992 y 1993).

3) Los radiaciones pueden provocar rearreglos cromosdmicos, enire los que se
cuentan las translocaciones, a partir de esio se propone que la presencia de

estructuras multiaxiales son reflejo de alteraciones en el material hereditario.




Se da una explicacién similar en el caso de los agentes alquilantes( Allen et al
19987, Backer et al. 1988; Cawood y Breckon 1993; Borodin et al. 1994).

Los resultados de este trabajo muestran que la estructura del C.S. de los
animales tratados con las soluciones alcohédlicas, puede sufrir cambios en
funcién de las concentraciones empleadas y del tipo de bebida, Se
encontraron rupturas del C.S. y de los Elementos Laterales. Los animales
tratados con ciclofosfamida también presentaron alteraciones, que

numéricamente fueron mayores a las encontradas en el resto de los ratones.

Al comparar los resultados de éste trabajo, que ya han sido publicados {Pina et
al. 1994, 1997), primero con los descritos en la literatura y después entre etlos

se observa lo siguiente:

Los encontrados por oftros investigadores, en animales tratados con
ciclofosfamida (microscopia electrénica) (Allen et al. 1988, Backer et al. 1987,
1988) vyfo tequila (microscopia de luz) (Tapia el al. 1992). coinciden de

manera general con los de este trabajo, aunque hay algunas discrepancias.

Los primeros también reportan ofro tipo de alteraciones como son: fallas
sinapticas {(asinapsis parcial o total) y apareamientos ilegitimos (apareamiento
entre no homoélogos y autoapareamiento de los elementos laterales). La
evaluacion de las fallas sinapticas y apareamientos ilegittmos es dificil de
realizar empleando Unicamente microscopia de luz, ya que en ocasiones las
primeras podrian confundirse con los procesos normales de apareamiento
(cigbteno tardic - paquiteno temprano) o de separacién de homoblogos
(paquiteno tardio - diploteno temprano), la confirmacion o no de estas
alteraciones se puede realizar unicamente empleando microscopia electronica
considerando otras caracteristicas morfolégicas (noédulos de recombinacion).
En el caso de los apareamientos ilegitimos es frecuente que los elementos
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laterales de bivalentes, en células pre o post paquiteno, se situen de manera
paralela, dando la impresién de asociaciones entre no homoblogos, esto se
puede establecer con exactitud empleando microscopia electronica, ya que de
esta forma se puede determinar si forman un verdadero CS o si solo estan
situados paralelamente. En el caso de estructuras multiaxiales, también deben
ser confirmadas con microacopia electronica, ya que podrian ser resultado de
sobreposiciones de bivalentes al momento de hacer las preparaciones. En los
trabajos citados (Allen et al. 1988, Backer et al. 1987, 1988), primero se hace
una evaluacion con microcopia de luz y posteriormente se corroboran o no con

electrénica.

En relacion a los resultados encontrados en el trabajo realizado en ratones
tratados con tequila y donde los testigos positivos se administraron con
ciclofosfamida (Taptia el al. 1992) destaca lo siguiente:

a) Estos autores encuentran hasta 3.8 desinapsis/raton en el testigo positivo y
hasta 8.2 en los tratados con tequila; en ninguin trabajo realizado hasta ahora
(Allen et al. 1988, Backer et al. 1987, 1988), en el que se utilice ciclofosfamida,
se han encontrado desinapsis, En este trabajo tampoco se encontraron, ni en
los testigos positivos ni en los tratados con bebidas alcohodlicas. Es probabile
que estén considerando como desinapsis a los elementos laterales no
apareados durante cigoteno tardio o paquiteno temprano y que confundan

desinapsis con asinapsis.

b) Ei nimero de rupturas en el testigo positive es muy alto, 49 rupturas/ratén,
mientras que los reportados para ciclofosfamida son en promedio de 18.1
{Allen et al. 1988, Backer et al. 1987, 1988). En este trabajo se encontraron en
el testigo positivo 15 rupturas/raton y hasta 10 en los tratados con bebidas
alcohdlicas. Estas diferencias podrian deberse fundamentalmente a los
métodos de impregnacion argentica utilizados (Bloom, y Goodpasture, 1976;
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Howell y Black, 1980). Al realizar el analisis con microscopia de luz es
frecuente encontrar céluias donde la impregnacion argentica no es homogénea
a lo largo de los bivalentes, dando la apariencia de rupturas En este trabajo
sOlo se consideraron pares de homélogos impregnados uniformemente y en

los que no habia duda de la presencia de rupturas.

¢) Reportan un nimero muy elevado de multiaxiales en el testigo positivo,
12.5/raton, mientras que los reportados con microscopia electrénica son 7.5,
casi la mitad (Allen et al. 1988, Backer et al. 1987, 1988).. En este trabajo no
se consideraron este tipo de alteraciones, ya que es muy frecuente gque un
bivalente se sobreponga a otro de manera perpendicular dando la apariencia

de multiaxial y esto podria dar lugar a interpretaciones equivocadas.

En este trabajo se encontraron fundamentaimente rupturas en el CS y en los
elementos laterales: en el testigo positivo el analisis estadistico indica que
existen diferencias significativas en relacion al testigo negativo en los
siguientes tratamientos: ciclofosfamida, dosis tres de etano! (3 g/Kg), dos y tres
de tequila (2 y 3 g/Kg) y tres de brandy (3g/Kg).

VII.3 Bebidas Alcohdlicas y Dafo en el Complejo Sinaptonémico.

Para explicar nuestros resultados es importante partir de la siguiente
consideracion: el C.S. puede sufrir cambios en su estructura como una
manifestacion de alteraciones en el material genético y/o del metabolismo,
resultantes de la exposicion a agentes quimicos o fisicos (Backer et al. 1988,
Masumbuko et al. 1993; Johannisson y Ocker 1997).

A las hipotesis que se mencionaron anteriormente para explicar el dafio

provocado por agentes alquilantes y hormonas esteroides, que en lo esencial

a




explican los resultados encontrados en este trabajo, hay que agregar lo

siguiente:

a) Se ha demostrado que el etanal es mutagénico, a través de su primer
metabolito, el acetaldehido (Obe ef al. 1987) y que bebidas como el brandy y
el tequila son mutagénicas en células de médula 6sea de raton. Ademas de
que los congéneres de éstas son genotoxicos (Madrigal et al. 1991; Pina et al.
1993).

b) El acetaldehido es un compuesto muy reactivo debido a la naturaleza
electrofilica del grupo carbonilo, que puede reaccionar con una gran variedad
de macromoléculas (acidos nucleicos, proteinas, fosfolipidos) para formar
aductos (Tuma y Sorrell, 1985). Se ha demostrado que el acetaldehido puede
formar aductos con la citosina y con nucledxidos que contienen purinas y con
desoxinucledtidos (Gaines et al. 1977). También puede reaccionar con
compuestos con grupos sulfidrilo como la cistina (Kallama y Hemminki, 1883).
Ademas puede reaccionar con grupos amino del DNA y con grupos amino o
tiol de las proteinas para producir entrecruzamientos DNA-DNA, DNA-proteina
(Ristow y Obe, 1978; Lambert et al. 1985; Lam, et al. 1986). El acetaldehido
puede provocar alteraciones en el desarrollo en ratas, incrementando la
pérdida de preimplantaciones, reabsorciones fetales, malformaciones y retraso
en el crecimiento (Barilyak y Kosachuck, 1983; Dellarco, 1988). Se ha sugerido
que la teratogénesis podria ser el resultado de los efectos del acetaldehido
sobre la sintesis de DNA y RNA (Dreosti et al. 1981). Los estudios
citogenéticos para determinar la mutagenicidad del acetaldehido muestran que
tiene propiedades clastogénicas e incrementa la frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas. A lo anterior hay que agregar |a capacidad que tiene el
acetaldehido de alterar el DNA y las proteinas, lo cual modifica los procesos
normales de sintesis y reparacion de DNA y en consecuencia la estructura

cromosémica normal. Esto podria repercutir en los proceses de apareamiento
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de homdlogos y en el ensamble de las proteinas que forman el complejo
sinaptonémico, dando lugar a prohlemas de sinapsis y a discontinuidades
(Dellarco, 1988).

c) Se han realizado estudios para establecer si algunas variedades de bebidas
alcohdlicas, los congéneres en general o algunocs componentes en particular
tienen o no actividad mutagénica. Los congéneres de algunos whiskies
japoneses, americanos, canadienses y escoceses, asi como los de algunos
vinos rojos y brandies franceses resultaron mutagenicos en Salmonella
typhimurium con y sin la fraccion S8. Sin embargo, también se han reportado
resultados negativos en aigunas cervezas, vinos blancos y ginebras (Nagao et
al. 1981; Stoltz, et al. 1982; Feinman y Lieber, 1988). Aunado a lo anterior se
ha encontrado que evaporados de alguna variedad de whisky, ron, tequila y
brandy incrementan la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas
(Hoeft y Obe, 1983; Madrigal et al. 1980, 1991; Pifia et al. 1993).

Entre los compuestos presentes en las bebidas alcoholicas que se han
identificado, aislado y probado su mutagenicidad destacan algunas
nitrosaminas y flavonoides como la quercetina y la rutina, los que han
resultado ser genotoxicos en sistemas bacferianos (Yahagi et al. 1977, Stoltz,
et al. 1982: Rueff et al. 1984; Dorange et al. 1984; Nakayasu et al. 1986).

d) En pacientes alcohblicos se ha encontrado que puede existir una
disminucién en los niveles plasmaticos de testosterona, lo que explica en
parte, la pérdida o disminucion de la fertilidad. Por otro lado, ya se ha
mencionado que una disminucién en los niveles de testosterona pueden
ocasionar rupturas en el C.S. (Masumbuko et al. 1993). £s probable que los
animales de este experimento hayan sufrido una disminucion en los niveles
plasmaticos de testosterona, que estarian provocando alteraciones en la

sintesis de proteinas, dando origen a las discontinuidades en ei C5.




VIl. 4. Bebidas alcohdlicas y poblacion célular en testiculo.

El consumo excesivo de bebidas alcohodlicas puede alterar la fertilidad del
individuo, se ha observado que los pacientes alcohodlicos pueden presentar
cambios en la poblacion de células de testiculo que van desde una
disminucion en la cantidad de espermatozoides hasta la pérdida casi total del
epitelio germinal (Valimaki et al. 1984; Hojnacki et al. 1989; Agarwal y
Goedde1990). Al comparar estadisticamente el testigo negativo con los grupos
tratados con bebidas alcohdlicas, no se encontrarcn diferencias significativas,
en relacion al numero de espermatocitos en paguiteno y la poblacion general
de células de testiculo. Cuando se habla de los cambios observados en la
poblacion celular de testiculo, asociados con el consumo de bebidas
alcohdlicas, se hace referencia al efecto provocado por la ingesta cronica de
etanol. En éste caso, las bebidas administradas no provocaron cambios, tal
vez debido a que las dosis no fueron tan altas y a que el tratamientoe no fue
cronico. Es importante considerar, que éste estudio se realizd en
preparaciones de células dispersas y en el futuro habria que complementar
éste trabajo, realizando cortes histolégicos de testicules de animales fratados
de manera analoga, con el objeto de establecer si existen o no cambios en las

distintas asociaciones que se dan a o largo de los tibulos seminiferos

Podemos finalizar diciendo que el etanol, el tequila y el brandy pueden alterar
la estructura del Complejo Sinaptonémico. Sin embargo, aun queda por
establecer si éste esta asociado a dafio en el material genético o unicamente
es resultado de cambios metabolicos. A lo anterior hay que agregar la
posibilidad de que el dafio en el CS, afecte la fertilidad del individuo y/o que
pueda pasar a su progenie, ya que existen antecedentes que muestran que el
dafio provocado en el CS por radiaciones, puede modificar la capacidad
reproductiva del algunos organismos y que puede pasar a la descendencia
{Kaliniskaya et al. 1986 a, 1986b). Como una forma de contribuir a la
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explicacion de éstas Interrogantes sera necesario realizar en el futurc
estudios tendientes a aislar, purificar y caracterizar los distintos componentes
de las bebidas estudiadas. en la perspectiva de conocer sus efectos sobre e
CS y e! material genético de las células meitticas. el metabolismo y fertiidad
del individuo, asi como los posibles efectos en su descendencia. Todo lo
anterior, contribuira al conocimiento de los mecanismos que explican el dafo

en el CS y a establecer las medidas preventivas que lo eviten.




IX. CONCLUSIONES.



IX. CONCLUSIONES.

De los resultados encontrados en este disefio experimental podemos concluir

que:

1.- La ciclofosfamida, el etanol, el tequila y el brandy pueden provocar rupturas

en el Complejo Sinaptonémico y Elementos Laterales.

2.- Que la magnitud del dafo depende del tipo y cantidad de la bebida

alcohdlica administrada.

3.- Al comparar los resultados encontrados en el testigo negativo con los de
los tratados, se encontré que las dosis: 3 de etanol (3 g/kg), 2 y 3 de tequita (2
y 3 g/kg) y 3 de brandy (3 g/kg) provocan alteraciones en e! complejo
sinaptonémico.

4.- No hay cambios en el nimero de células en paquiteno con respecto a una

muestra de la poblacion celular total, en ninguno de los lotes experimentales.

Los resultados de este trabajo son el punto de partida de otros experimentos
que nos permitiran conocer, en qué medida las bebidas alcohélicas provocan
daros en el C.S y de qué manera afectan Ja fertilidad de los organismos y a su

descendencia.
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XI. TABLAS.



Tabla 1. Contenidos de alcohol etilico de algunas bebidas alcohdlicas (Mc Analley,
1988)

Bebida %

Cerveza 32-40
Cerveza Inglesa, oscura, espesa y amarga 45
Cerveza Inglesa, oscura 6.0
Cervera oscura fuerte 6.0-8.0
Licor de malta 32-7.0
Sake 14.0-16.0
Vino de mesa 7.1-140
Vino gaseoso 0 espumoso 8.0-14.0
Vinos fortificados 14.0-24.0
Vinos aromatizados 15.5-20.0
Brandies 40.0- 43.0
Whiskies 40.0-75.0
Vodkas 40.0 - 50.0
Ginebra 40.0- 485
Ron 40.0-95.0
Tequila 40.0 - 50.5
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Tabla 3. Caracteristicas y componentes de Tequila y Brandy (Secretaria de
Comercioy Fomento Industrial 1983a, 1983b).

__________________________ Brandy _______Tequila ____________
Grado de Alcohol {°G.L.) 38-55 38-55
Extracto seco. g/dm’ 0.75-33 Tequila Blanco, de 0 a

0.2

Tequila Ropado, de0ab
Tequila Anejo, deCGab

Cenizas. g/dm® 0.05-0.5 0.1
Metanol. mgf100 cm® de 0-180 0-300
OH anhidro

Alcoholes superiores. 0-335 0-400

{aceite fusel o alcoholes
de peso molecular
superior al etilico).
mg/100 cm®

Aldehidos. mg/100 cm® 4-80 2-30
de OH anhidro.
(acetaldehido)

Furfural. mg/100 cm® de 0-5 sin informacion
OH anhidro.

Propanol. mg/ 100 cm* sin informacion 40
de OH anhidro

lsobutanol. mg/100cm’ sin informacién 7-200
de OH anhidro.

Alcohol isoamilico. sin informacién 7-200
mg/100cm® de OH
anhidro.

Butanol mg/100cm’ de sin informacién 1-2
OH anhidro.



iy

or

88ty

11

0t

t9

98

99

(seauquums
souadial o) ouaie)-p

jeusdoad -z
OUEId KON

(077 109 osad)
0310UBIIPOP OPIIE P 13153 Y

(877 “Tom osad)
0310UEIIPOP OPIIE IP 183 [N

oyequdes @y
oxourday oproy
[0UR)3 ouddudg
[oueng-1-[03N-¢

0UEIaqOPL)

ojsandimio’)

(8861 “ASenY dIN)Ezen = L '(1/Bu) SRIGIMWD US SAMFOARLIS SITFEOD *p BIqEL



£ve

ri

Ze

€ell

(44

g8

801

Zeel

oy

L1

621

9€

9

o8

S06

[4)

€8

€92

LS

£cl

8.2

9641

13

sZ

L¥e

FLE

901

8Z1

9401

69!

9ee

192

86

oLl

i

v0S

52

0JN9. OPIJE ap 18188 |QuUdd
jouedoad |3ay-Z

ougje 1xoje1q

eujurelsiy [RoN-g

(0zZ ‘|ow osad) oatouesspop
opIoE ep Jaysa B3

(gzz "1ow osad) osjoueaspo(

opog
ep 1382 [§3 © ojejuded N3

|ouee oussusg
loueyng-}-|now-¢

OUBX8YO[21)

oysendwoe)



L4

Tabla 6. Congéneres Semivolatiles en bourbones (mg/L) (Mc Analley, 1988).

Compuesto ________________JimBeam ____JackDaniels Weller __
Cyclohexano 73 ——— —_
3-Metil-1-butanol 569 61 . 849
Benceno etanaol T 300 738
Etil caprilato 98 25 84
Etil ester o acido dodecanoico 42 - 40
{peso mol. 228)

Etil ester de acido dodecanoico 116 51 152
(peso mol. 220)

Dietoxi etano ‘T 63 383
2-Metil propanol 73 403 241
Urea —_— ——— T
Furaldehido — 48 86
T = Trazas



Tabla 7. Congéneres Semivolatiles en Tequila (mg/L) (Mc Analley, 1988).

Compuesto______ . ____. Azteca  ____ Cuervo _ ____
3-Metil-1-butanol 2056 107
Benceno etanol 105 —
Etil caprilato 51 T
Etil ester de acido dodecanoico 39 17
(peso mol. 228)

Etil ester de acido dodecanoico 173 27
{peso mol. 220)

Dietoxi etano 33 —
2-Metil propanol 66 —_—
Dimetoxi metano 435 ———
T = Trazas



Tabla 8. Minerales en vinos y cervezas (Mc Analiey, 1988).

Mineral

~ Vinos mg/L’

Calcio
Cobre
Hierro
Potasio
Sodio
Flour
Foasforo
Magnesio
Manganeso
lodo
Cromo

Selenio

T= Trazas.

0-20

180-1620

10-200

T-064
130-1040
€8-550
0.1-09
50-300

50-300

0.5-22 uglL

0.2-2.5 ug/L

Recomendacion

1700-5100

800-1200

2-3

10-18

1875-5625

1100-3300

1.5-4.0

800-1200

300-400

2.5-5.0

0.15



Tabia 9. Vitaminas en vinos y cervezas (Mc Analley, 1988)

Vitamina__ vino{ugitt) Cerveza (ugltt)
Vitamina B1 0-240 20-60

Vitamina B2 60-220 300-1200

Vitamina B6 220-820 400-900

Vitamina B12 0.009-0.25 5000-20,000

Ac. Félico 15-21

Ac. Nicotinico 0.6-46 5000-20,000

Biotina 0.6-4.6 0-15

1988).

Bebida Total de carbohidratos
____________________ o

Cerveza 2.1-83

Vino 212

Cola 12.3

Licores 2.5-35



Tabla 11 Genotipos de la alcohol deshidregenasa (Agarwal, 1990; Eriksson,
1987).

A Gene ._ Alelo _Subunidad __ Combinacién
Clase |
ADH, ADH, o a,af, affe
Yy, oyz
ADH, ADH', By B1Bs, Ba.BBis
B1'¥2
ADH?, Bz BaB2, 8271, Paya
ADH®, Bs BaBs
ADH; ADH'; ¥4 1Y T Y2
ADH?, 72 Yav2
Clase |l
A.DH4 ADH4 T R
Clase lll
ADH; ADH; % xX
Clase IV ADH, o o
ADH; u pp
Clase V ADHg



Tabla 12. Pesos de ratones (gr ) tratados con Etanol Tequila v Brandy D1 =1
D2=2 y D3= 3 g/Kg. X 1 = media de peso antes del tratamiento - desviacion
estandard, X2= media de peso después del tratamento ! desviacion estandard.
Ei analisis estadistico se realizd con la prueba de t de Student (p=0.05),

considerando la diferencia de las medias de X2-X1.

e 1>X2,

* X1=X2, *X1<X2,

X1 X2
27.4-30.2
28.3-33.
28.6 - 31
30.0-323
25.2 -28.50
304 -327

X1=28.3+1.8
X2=31.2+1.7

TH#H*

x1 X2
255-28.0
27.0-26.5
28.0-293
27.4-289
29.0-29.5
268-27.7

X1=27.2+11
X2=28.311.8

X1 X2
272-295
309-34
26.9-30
27.3-29
29.0-32
30.0-34.1

X1=28.54+1.7
X2=31.442.6

D2+

X1 X2

28.5-30.8
286 -30.0
31.8-350
295-310
26.7 -30.2
27.0-31.0

X1=28.6+1.8
X2=31.341.8

D3 ™

X1 x2
298-31.0
296 -30.2
29.3-28.4
28.1-302
28.8 -30.
29.5-314

X1=29.340.36
X2=30.2+1.0

D1+

X1 X2
28.7 - 32
257 -28
27.2-30
28.8-325
27.0-295
29.2-335

X1=27.7+1.35
X2=30.9+20

D2 *

X1 X2
30.2-335
29.3 - 34
28.4-334
30.8-35
279.32
26.6 - 30

X1=28.8+1.5
X2=33.3+1.16

D3 =

X1 X2
288-265
30.3-325
295-285
322-30.5
30.0-28.
29.4 - 30.5

X1=30+1.8
X2=29.4+2 1

X1=29.8+1.3
X2=33.4:13

D2 *

X1 X2
31.7-36
291-32
28.3-30
295-33
263-29
27.8-30

X1=28.7+1.8
X2=316+25

D3*

X1 X2
30.-34
256 - 27
28-32
29.8-325
26.1-29
29.-31

X1=28.31+1.87
X2=30.9+2.5



Tabla 13 Peso de animales (g ) tratados con soluciones equivalentes a 3 g de
etanol/kg de peso Utilizando la prueba de t de Studeni (p=0.05) para
comparar las diferencias de las medias, antes (X1 ¢ desviacion estandard) y
después (X2 + desviacién estandard) del tratamiento del grupo testigo con las
de los tratados con las bebidas alcohdlicas, no se encontraron diferencias
significativas.

Testigo () ______ Etanol _________ Tequila ________ Brandy ___.___.
28 -30.1 28.5-28.1 30.3 - 30.2 28 -28.1
26.5-28.7 28.6-26.9 277-28.2 31.1-327

27 -30 29.1-28.5 29.3-28.0 29.7 - 28.2
28.7-31.0 29.8-30.9 26.9-29.0 29.4 - 30.0
X1=27.55:09  X1=29405 X1=28.5+1.5 X1=29.5+1.2
%2-29.9+0.9 X2=28.6+1.6 X2=28.8+0.9 X2=29.742.1

Tabla 14. Peso de los testiculos (gr.) de animales tratados con soluciones
equivalentes a 3 g de etanol’kg de peso (X = media t desviacion estandard).
Aplicando la prueba de t de Student (p=0.05) no se encontraron diferencias
significativas.

Testigo _______Etanol________ _Tequila ______ _Brandy _______
0.09 -0.088 0.099 -01 0.105 - 0.095 0.104 - 0.098
0.094 - 0.09 0.095 - 0.1 0.096 - 0.088 0.12 -0.11

0.092 - 0.092 0.09 -092 0.098 - 0.098 0.09 -0.10

0.12 -0.098 0.085 - 0.09 0.106 - 0.1010 0.092 - 0.092

X=0095¢001  X=0.095+0.004  X=0.098+0.005 _ X=0.1+0.01
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Tabla 19. Frecuencia de células en paquiteno en relacién al total de los diferentes
tipos celulares en testiculo, en el grupo testigo negativo tratado con solucién fisiologica
y el testigo positivo tratado con ciclofosfamida (20 mg/kg).

Ratén No. de Células Testigo negativo Testigo positivo.

Paquiteno Otras Paquiteno Oftras
1 1000 97 803 215 785
2 1000 175 825 199 801
3 1000 184 818 170 803
4 1000 218 782 187 813
5 1000 202 798 204 796
-] 1000 180 810 210 790
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Effect of ethanol in the synaptonemal complex of mouse
spermatocytes

Arturo Pifa-Calva. Ratl Quezada and Eduardo Madrigal-Bujaidar

Laboratorio de Genética, Escuela Naciondl de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional, Carpio y Plan de Ayala. Col.
Sta. Tomds. México, D.F.C.P. 11340, México

Keywords: Ethanol. synaptonemal complex. spermatocytes.

introduction: The synaptonemal complex (SC) is a proteinic
structure which appears during the meiotic prophase and is
constituted by two lateral elements, transverse filaments
and an axis. This organelle is important for the pairing of
homologous chromosomes as well as for the interchange of
genetic information [1].

In recent years several authors have reported that physical
and chemical agents may damage the SC. This finding has led
to the conclusion that modifications to the integrity of the SC
structure represent a useful genotoxic indicater, particularly
when the SC damage has been correlated with chromosomal
aberrations in metaphase I and II {2].

Ethanol exposure increases the frequency of chromosomal
aberrations and sister chromatid exchanges {(SCEs) in the
iymphocytes of alcoholics (3}, mammalian cells in vitro [3, 4]
and bone marrow cclis of animals in vivo [5], Information is
less extensive and conclusive concerning the germ line. A
report by Daniel and Roane [6] indicates the presence of
aneuploidy in spermatogonia and metaphase 1 and IT in the
Chinese hamster. Other reports have shown no chromosomal
aberrations in rat spermatogonia [7].

To determine the cffect of ethanol in the germ cell, we
studied the level of damage in the SC of mouse spermatocytes
treated with this substance for 21 days.

Materialy and methods: We used male mice (NEH), obtained
from the National Institute of Hygiene, with a mean weight
of 28.7 g. The animals were maintained in polypropylene
cages with food (Purina) and tap water ad libitum during the
experiment (21 days).

Six animals per dose were given ethanol (Merck, México
City, México) (20% diluted in distilled water}. The tested
doses were 1, 2 and 3 g kg™' body weight by oral intubation
daily. They were selected after the determination of the
LD50, and preliminary assays to observe mouse 1oxicity in
subchronic treatment. For comparison of results we used
negative (distilled water) as well as positive control animals
(cycllophosphamidc. Sanfer, México City, México) (20 mg
kg™')

Mice were killed by cervical dislocation on the next day
after the end of reatment. The testes were removed, finely
disintegrated with scissors and the supernatant separated in a
test tube. The cells were centrifuged at 450 g for 10 min
and resuspended in KCI (Monterrey, Monterrey, México)
0.075 M at 34°C for 60 min. This resuspension was repeated
twice, S min each. Finally, the ce!l suspension was fixed in
methanol:acetic acid (Baker, México City, México) (3:1) and
air-dried slides were made.

To detect the SC structure we used 2 silver impregnation
method described previously by Howell and Black [8]. Tn
short, each slide was coated with gelatin solution and 2 33.3%
sitver nitrate solution (Baker) at 70°C for 2-3 min, washed with
deionised water, dehydrated with xylenc and mounted in resin.

To determine the level of SC damage we used an optical
microscope (Carl Zeiss, x 100}, and included all types of
breaks in the whole SC or in the lateral elements, Complex
alterations were not included in the scoring. 30 pachytenic
cells per animal were scored and statistical analysis was
performed with the analysis of variance and the Tukey test
(p = 0.05).

Results and discusslon: The mechanisms(s) cxplaining the
observed SC breaks is unknown, although Moses et al. (9]
have suggested that thesc lesions may be a reflection of
chromosomal alterations induced by mutagens or a secondary
effect produced by chemicals on protein synthesis.

An SC light microscope micrograph is shown in Figure 1.
The comparison between the number of cases of SC damage
induced by cyclophosphamide (CF) and that obtained with
negative as well as ethanol-trcated animals showed a
statistically significant difference. This varied from 76.2%
with respect to the control, to 45.9% with respect to the
highest ethanol dose (3 g kg™') (Table 1).

CF clearly increased the frequency of SC alterations in the
3 evaluated types (Table 1). Considering the high dose of
ethanol (3 mg kg™') more than twice the total SC damage was
reached in relation to the controls, inducing a statistically
significant diffcrence {p = 0.05). This indicates genotoxic
activity of ethanol on the SC structure of mouse spermato-
cytes. Otherwise, the two lowest doses of ethanol showed
only slight but insignificant increases in SC anomalics. The

Figure 1: Synaptonemal complexes in a pachytenic cell of mouse
spermatocytes. Silver impregnation technique. Carl Zeiss
photamicroscope (% 100).

<)
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Table { Fffect of ethanel. admunsiered orally for 2 davs, on the
synaptonemal comples (5C1 and lareral elements (LE} of mowse
spermatocvies

Freguency and types of hreaks

Dose Observed 1 break (SC) 2 break {5C) Break (LE) Total
e kg '} cells

] 180 23 1 k! 2
1 180 pal 0 6 35
2 180 3N, 1] 3 31
3 179 a4l ! 12 *59
CFO.020 180 58 6 LECI 1) R

CF = Cyclophosphamide.
* As compared with control. p = 0.05 (ANOVA and Tukey resis}.
** As compared with ethanol reatments, p = 0.05 (ANOVA ond
Tukey rests).

rate of SC lesions produced by this chemical were less
pronounced in the 2-break category (Table 1).

CF is an alkylating agent with mutagenic-clastogenic
properties detected in different biological systems including
spcrmatogonia. [ts breaking capacity in the SC of mammals
has also been reported [10. 11]. Therefore, our results agrec
with those previously observed.

The genotoxic capacity of cthano! has been mainly at-
tributed to its first metabolite, acetaldehyde. This produces
DNA crosslinking, interacts with a variety of macromolceules
to form adducts (formed by addition of small chemical
groups), and disturbs DNA synthesis and repair processes
[12]. In our experiment, if we compare the ethanol dosages
used with the stages of acute alcoholic influencefintoxication
in humnans {13, the sccond dose (2 8 kg™') is approximately
equivaient to the manifestations of euphoria, while the high
dose would correspond to stupor. On the other hand, 21 days
of cthanol ingestion in mice would represent approximatcly
2.5 yecars in a human. Considering that genotoxicily was

Arturo Pyfa-Cala. Rl Quezada and Eduardo Madrigal-Bujaidar

detected with an clevated dose, our results suppest that
chronic alcohol consumption may disrupt the integrity of 5C
structure.

Ethano! is the main componcnt of aleoholic beverages. and
some of these have been shown to be genOtoxXic in somatic
cells in vivo |5, 14]. SC anomolies have been observed in
paticnts with Tertility disturbances. which arc also frequently
found in alcohotics. Thercfore, we have in progress a study
1o determine whether chronic ingestion of alcoholic drinks in
mice can affect the SC structure.

1 Engebrecht, J Ao, Hirsch, ). and Rocder, G.§. 1990, Cell. 62, ¥27-937

2. Allen, § W., Gitson, J.B.. Poorman. P.A ef ol 1988, Muial. Res . 201,
3324

3. Obe. G and Anderson. Iy, 1987 Misiar Res, 186, 177-20
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8590
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Synaptonemal Complex Damage in Mouse
Spermatocytes Exposed to Tequila

and Brandy

Arturo Pifia-Calva, M.S., Raul Quezada-Medina, Biol., and
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ABSTRACT: We evaluated the capacily of tequila and brandy 10 induce synaptonemal complex (SC) breaks in
mouse spermatocytes. The alcoholic beverages were 20% diluted in distilled water and administered daily by oral
intubation for 21 days (1. 2, and 3 gfkg, six animals per group). A positive control group was administered
cyclophosphamide (CP) (20 mg/kg), and another group of mice was treated with distilled water. The results
indicated the following: (i} tequila induced a siatistically significant increase in SC damage with 2ghkgand 3
g/kg, and brandy was genotoxic only with 3 g/kg; (i) CP induced almost a duplication of the total number of
breaks produced by tequila or brandy: (iii) the average weight increase in the animals was 3.3 g, but the group
treated with the highest dose of tequila showed a slight weight decrease; (iv) the weight of the testes did not show
any significant difference among groups of animals; and (v) there were nro significant differences between groups
with respect 1o the frequency of pachytenes (mean number: 195 in 1000 cells).

KEY WORDS: synaptonemal complex, mouse spermatocytes, tequila, brandy.

I. INTRODUCTION

Alcoholic beverages are complex mixtures com-
posed of water, ethanol, and congeners. The conge-
ners can be volatiles, including more than 45 alcohols,
as well as different aldehydes, esters, acids, and phe-
nols. Other congeners are non-volatile compounds in-
cluding several minerals, vitamins, carbohydrates.
and proteins.' The excessive or chronic consumption
of these types of beverages has been unequivocally
correlated with teratogenic and carcinogenic pro-
cesses.” Therefore, a number of studies to determine
the genotoxic potential of several alcoholic beverages
{or its componenlts) have been performed in distinct
test systems.> A general conclusion of these inves-
tigations is that most but not all beverages possess
some degree of genotoxicity. However, the few-ex-
perimental studies wsing in vivo systems have ana-
lyzed the genotoxic damage in somatic cells. leaving
2 gap relative to the effect in germ cells.

Tequila and brandy are two drinks widely con-
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sumed in ‘different countries, and their genoloxicity
has been previously detected in somatic cells.” Struc-
tural damage in the synaptonemal complex (SC) has

.been successfully used to determine the genotoxic ca-

pacity of several chemicals.5 As this organcile joins
the bivaleni chromosomes in the zygotenc-pachytene
stages of gametogenesis, its alterations suggest the
pogsibility of severe genetic consequences. Consider-
ing the importance of alcoholic beverages in human
health as well as its genotoxic antecedents, we de-
cided 10 study the effect of tequila and brandy on the
SC of mouse spermatocytes.

Il. MATERIALS AND METHODS

Male mice (NTH) obtained from the National In-
stitute of Hygiene with a mean weight of 28.7 g were
used for the experiment. The animals were kept in
polypropylene cages and permitied to freely consume
standard food (Purina, Mexico City) and tap water

0361-090X/97/$10.50
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during the 21 days ol the heverage reatmem e
amimals were weighed betore and at the end ol 1he
experiment, and the weight of testes was alw e
corded at necropsy.

The experimental destgn and the techingue used
for observing SC were simular to 1hose previously
described.” Six anitals per dose were treated daily by
oral intubation with tequila or brandy 20% diluted in
distilled water. The alcoholic drinks were commer-
cially obtained and camresponded io the group of bes-
erages most commonly consumed in Mexica (Tequila
Sauza and Brandy Presidente). The tested doses were
adjusted in the diluted beverages o an ethanol cantent
of 1, 2, and 3 g/kyg body wt. with an adnumstered
volume comresponding t 0.17, 0.35, and (.52 ml. re-
spectively. These doses were selected after prelimi-
nary assays to determine mouse toxicity in a sub-
chronic treatment, We also included two control
groups of animals; one of them was administered dis-
tilled water, and the other cyclophosphamide, u posi-
tive control (20 mg/kg; Sanfer, Mexico City). After 21
days of treatment. the animals were killed by cervical
dislocation. The testes were dissected and put into
KCI {0.075 M) to be finely minced with scissors: the
supernatant was separated in a test tube, centrifuged at
450g for 10 min, and resuspended in KC1(0.075 M) at
34°C for 60 min. This process was tepeated twice,
with a resuspension time of 5 min each. Finally. the
cell suspension was fixed in methanok:acetic acid (3:
1), and air-dried slides were made. Each slide was
coated with a gelatin solution as well as a 33.3%
silver nitrate solution {Baker, Monterrey, Mexico) al
10°C for 2 to 3 min. Then, the slide was rin‘seci with
deionized water, dehydrated with xylene, and
mounted in resin.

The scoring of SC damage was done in coded
slides with an optical microscope (Carl Zeiss, x100).
We observed 30 pachytene cells per animal and in-
cluded all types of breaks. The SC breaks were scored
in the mid pachytene and detected as discontinuities
larger than the width of the whole SC, an organelle
formed by two parallel filanients (called lateral cle-
ments) and a central filament {central element). In
mid pachytene, the lateral elements are intimately as-
sociated with each of the chromosomes forming a
bivalent. When two breaks were scored, they usually
befonged to different SC pairs. This could be deter-
mined by counting the number of bivalent chromo-
somes (19 plus XY) and by observing the continuity

o Benchon and Presentuon

nt ganlt SC Trons one end 1o the other. Breaks tha
aflected ondy Lhe lateral element (LE) were ubserved
i the Laie pachvtene with a limited frequency. They
appeared o~ discontinuintes in one LE, producing a
disication of that Hlament with respect 10 the oiler.
Cemples alterations. such as multiaaul rearrange-
ments were not included in the scoring, as these type
of dumape are better detected with electron micros-
copy. The resulls were statistcally evaluated with
analysis of vanance and the Tuckey tests. with a =
(.05, We also determined the relative frequency of
pachytene cells in each ireatment 1o the 1otal number
of spermalogonia, spermatocytes, and spermatids.
These three 1y pes of cells were classified according 1o
their specific features: spermatogonia ire the greatest
cells in the series. with ovoid or round nuclei and
variable staining properties according to the specific
type of spermatogonia; spermatocytes were detected
by considering the development and degradation of
the SC as well as the different stages of chromatin
condensation; and spermatids were characterized by a
small nuclear size and a defined conformation accord-
ing 10 the stage in their differentiation process.” "'

HI. RESULTS

Al the end of the experiment, we observed an
average weight increase of 3.3 g, including all groups.
A decrease in this parameter was detected only with
the highest dose of tequila, but without statistical sig-
nificance. On the other hand, the weights of the testes
at the end of treatment were similar in both the alco-
hol-treated and the control animals (Table [).

The number of pachytene cells with respect to the
population of spermalegonia, spermatocytes, and
spermatids showed a homogencous distribution in all
groups. We found a mean of 195 pachytenes in the
wreated and control animals, without significant dif-
ferences between them (Table II).

It was observed that both types of alcoholic bev-
erages caused significant damage in the SC of mouse
spermatocytes, but tequila had a stronger effect than
brandy. In the three types of SC alterations consid-
ered, tequila produced more damage; the total per-
centage increase induced by this beverage compared
with the control level was 50, 115, and 165% with the
dosages 1. 2, and 3 gfkg. respectively, while the val-
ues determined with brandy were respectively 26, 50,
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TABLE |

Weight Measurements of Animals and Their Testes in Mice Treated
for 21 Days with Tequila and Brandy

Dose
{g/kg)"
Control 0.0
Tequila 1.0
20
3.0
Brandy 1.0
2.0
3.0
cpPe 0.02
Control 00
Tequila 3.0
Brandy 3.0
CP 0.02

a0 o B

CP = cyciophosphamide.

and 123% (Table IIi). In this 1able it can also be
observed that tequila induced significan differences
with respect to control SC damage with the second
and third dosages (2 and 3 g/kg), while the damage
produced by brandy was significant only with the
highest tested dose, On the other hand, cur positive
control agent (cyclophosphamide} is an alkylating
chemical which produces several types of DNA alter-
ations. This compound showed a potent SC-disturbing
capacity.

IV. DISCUSSION

Results obtained in the weight measurements in-

dicate that the experimental treatment was not (oxic -

and did not produce a significant health deterioration
in the animals, as most groups increased their weight,
and the small weight decrease induced by the high
dose of tequila was not statistically significant. How-
ever, these data suggest that tequila possesses a stron-
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Animal weight (g + SEM)

Day 0 Day 21
28.3+027 3121 0.70°
27.7+055 30.9 = 0.85°
28.8 + 0.63 32.9 + 0.71°
30.0 + 0.48 29.5 + 0.87
29.8 + 0.54 33.4 £ 0.78°
28.7 +0.74 316+ 1.05°
280+ 076 309 £ 1.03
27.2 £ 0.49 276+04

Testes weight, day 21 (g = SEM)®

0.093 z 0.002
0.097 = 0.001
0.098 £ 0.002
0.091 = 0.001

Based on alcohol content after the beverages’ dilution.
Statistically significant difference with respect to Day 0 {Tukey test, p= 0.05).

Mean weight of both testes. Statistical differences with respect to control were
not significant (Tukey test, p = 0.05).

ger toxic potential thin brandy, a conclusion that
agreeé with results obtained in the evaluation of the
SC damage. The lack of significant toxicity in the
animals also is in agreement with the homogeneous
distribution of pachyienes in all experimental groups,
an observation suggesting that cell proliferation was
not affected by the chemicals.

SC alterations by the action of alkylating agents,
mitotic inhibitors, or ionizing radiation {IR) have been
described, and their consequences may relate to chro-
mosome instability, which at least with IR may be the
origin of defective offspring or increases in sterility.!’

I our study, we found that cyclophosphamide in-
creased by more than four times the SC damage ob-
served in the controls, a result which is congruent
with previous reports about the SC-breaking capacity
of this chgmical. In fact, SC anomalies attributed to
cyclophosphamide inay persist 50 days afier a single
administration.”'%!?

According to studies with other chemicals, the
SC breaks produced by alcoholic beverages may be




TABLE Il .
Frequency of Pachytene Cells with
Respect to the Number of
Spermatogonia, Spermatocytes, and
Spermatids

Dose Mean of pachytene
(9/kg)” cells = SEM
Control 0 194 £ 6.1
Tequila 1.0 188+ 7.0
20 188+ 2.5
3.0 193+ 4.0
Brandy 1.0 196 + 5.9
2.0 203+85
3.0 -202x 4.4
CcP 0.02 197 £ 6.7

Nots: The scoring was made in 1000 cells per

animal (six mice per treaiment). The values

showed no significant differences between them

{ANOVA, p = 0.05). CP = cyclophosphamide.

*  Based on alcohol content after the bever-
ages' dilution.

related to lesions at the premeiotic DNA § phase,
which interfere with the union of proteins of the SC
central region or its lateral elements with DNA (6). As
akoholic beverages are complex mixtures and the
concentration of their components differs among
them, it is difficult to establish a correlation between

TABLE il
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a specific chemical and the observed damage. A num-
ber of compounds. such as flavoneids, heavy metals,
caramel. different alcohols and aldehvdes. nitrosa-
mine, or N-nitrosoproline, may participate in the toxic
effects of these beverages. as previously sug-
gested.'*'* but ethanol is the main component in
these mixlures and ils mutagenic capacity is most
probably due 10 the action of acetatdehyde (Ad).'" I
is also known that Ad induces chromosome breakage
in embryonic cells of rat, and sister-chromatid ex-
changes in spermatogonial cells of mouse.’™'® I is
possible to assume, then, that acetaldehyde also par-
ticipates as one of the SC-breaking inductors in our
study. On the other hand. as ethanol content was simi-
lar in both beverages. the exvessive damage produced
by tequila may be attributed 1o some of the previously
mentioned congeners.

Ethano! was also included in our experiment, and
the results have afready been published.” The ethanoi
SC effect was similar W that obsenved with brandy
{total number of breaks with the highest duse equaled
59 and 58, respectively), data that seem to refect
additionally the importance of ethanol-acetaldehyde
as a possible SC-disturbing agent.

In summary, our results establish that alcoholic
beverages in high concentrations induce damage in
mammalian germ cells and suggest that their chronic
consumplion may affect not only somatic but also
germ cells in humans.

Synaptonemal Complex Alterations Induced by Tequila and Brandy
In Mouse Spermatocytes after 21 Days of Oral Administration

Dose One break
(9/kg)° (5C)-no.
Control 0 23
Tequila 1 34
2 41°
3 4g°
Brandy 1 29
2 N
3 "
CP 0.02 580

Two breaks Break (LE} Total
(SC) no. no. no.
0 3 26
0 5 39

5° 5 560

g° 7 69"
1 2 33
2 4 39

A" h hH"

16° 18° 109°

Note: The number of breaks was scored in 180 cells per dose (30 cefls per animal).
SC = synaptonemal complex; LE = lateral elements; CP = cyclophosphamide.

& Based on alcohol content after the beverages’ dilution.

®  Statistically significant difference with respect to control. Analysis of variance

and Tuckey tests, p = 0.05,
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