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I. IRNTRODUCCION



: E1frasgo?més:importante de los genes es Su.capacidad de --
'réprdﬂuccién>fdénfica de ‘generaci6n a generacién. No obs
t?ht§5:]a evolucidn de los seres vivos no hubiera sido po-
“sible sin Ta aparicidn de cambios en el material genético.
Puesto que hay evidencias de que todos los seres vivos so-
bre nuestro planeta tienen un origen comin, los genes, que
son acarreadores de la informacifn genética tienen la capa
cidad de alterarse ocasionaimente, tales cambios son llama
dos mutaciones [ 1 ] . Asi, las formas alternativas de -
un gen producidas por una mutacién son heredadas en las ge
neraciones subsecuentes. [ 2 1.

E1 término mutacién fué introducido por Ne Vries en 1901 -
al observar cambios esporddicos en la planta Oenothera - -
tamarckiana [ 3 ].

El '‘estudio de las mutaciones y los procesos mutacionales -
son importantes para la comprensidn de los genes y su con-
ducta en el organismo, ya que es de gran importancia el co
nocer la relacidn entre mutacibn y enfermedad y otros as--
pectos de la salud [ 2 ].

La mutaci6n puede producirse en cualquier gen, en cual- --
quier momento y en cualquier célula, siendo por lo tanto,
cambios genéticos al azar. Las causas de Tas mutaciones
son desconocidas, pero se supone que es el resultado de un
error ocasional en el apareamiento de bases durante la re-
plicacién del DNA [ 1 ]J. Siendo las mutaciones espontd--
neas cambios heredables en el material genético, éstas lle
gan a ser evidentes cuando aparece un nuevo fenotipo y és-
te es transmitido a una nueva generacidn.

Al analizar por métodos experimentales las mutaciones es--
pontédneas tanto autosémicas como ligadas al dene X,los in-



Vestigadores pudieron: al] detectar nuevas mutaciones, b]
calcular su frecuencia en progenies y calcular el porcien
to de mutacién; c] determinar la naturaleza del efecto de
1a mutaci6n sobre el organismo [ 2 J].

Las radiaciones y agentes quimicos en el medio ambiente -
contribuyen a que haya una mayor probabilidad para que --
ocurra dafioc al DNA, aunque la cantidad de estos agentes -
en el medio ambiente es insuficiente para que se observe

el fenG6meno, con frecuencia Tos organismos se ven expues-
tos a este tipo de agentes, por lo que las investigacio--
nes sobre la mutacién inducida han tenido una gran impor-
tancia en las Gltimas décadas [ 2 ].

Se sospecho de induccién de mutaciones por compuestos qui
micos desde Tos primeros dfas de la Genética, sin embargo,
las primeras publicaciones fueron hechas por Muller quien
estudié la inducci6én de mutaciones por radiaciones ioni--
zantes en Drosophita en 1927 (4,5,6). Las siguientes pu-
blicaciones de Muller fueron un énfasis secundario sobre
el desarrollo de las radiaciones en la genética, y por un
largo tiempo hubo poco interés en algin otro agente muta-
génico.

En 1942, Auerbach y Robson en Gran Bretafa lograron obte-
ner mutaciones en Drosophila con mostaza nitrogenadal 7 J.

Independientemente en 1943, Oehlkers y colaboradores en -
Alemania obtuvieron mutaciones en Oenothera, particular--
mente con uretano [ 8 ], un farmaco muy usado por su acti
vidad hipné6tica en nifios y que tiempo después se supo era
carcinogénica. En 1946 Rapaport en Rusia describe la - -
accion mutagénica de compuestos carbénicos [ 9].



_Después de estos.primeros descubrimientos el campo de Ja -
“Genética Humana y Ta Salud’ se expandid rdpidamente. Los
primeros movimientos en esa direccidn pudieron fundarse en
una lectura por Liiers en 1956 ¥ en un estudio reportado --
por Barthelmess en el mismo afio. Fué hasta 1961 que Co--
nen y Lansky hicieron la primera correlacifn al detectar -
aberraciones cromosdmicas en linfocitos de individuos que

fueron tratados con mostaza nitrogenada [ 10 ].

Después de 1960 la comunidad cientifica reconocio gradual-
mente la importancia que para el hombre tenfa la exposi---
cion a mutdgenos quimicos y la Genética Toxicoldgica sur--
gi6 como una disciptina alrededor de 1969, al fundarse en
los Estados Unidos la Sociedad para el Estudio de Mutdge--
nos del Medio Ambiente [ 11 J].

La revisifn de la basta Titeratura sobre dafio genético cau
sado por agentes quimicos y fisicos requiere un estudio --
convincente de éstos, un agente puede ser efectivo causan-
do una de las diversas clases de dafio genético pero no ne-
cesariamente produce todos.

Numerosos estudios se han realizado en Tos cuales las cély
las se exponen a agentes quimicos o fisicos y se examina -
ta frecuencia del incremento de aberraciones cromoséomicas.
Hay diferentes sistemas que pueden ser usados:

1. Estudios"in vivo":los animales (generalmente ratones)
son tratados con un agente y las aberraciones son ---
cuantificadas en las células de la médula Gsea, lin--
focitos periféricos y espermatogonias [ 12 ].

2. Estudios™in vivo"F;: Tos animales son tratados con al
gin agente y las anormalidades son examinadas en sus



descendientes. Como un ejemplo Sotomaydr'inumm§hg
(1575) ‘observaron un incrementoken 1asrtransldcéci0s-f
nes en los descendientes machos de ratones tratados -
con ciclofosfamida.

3. Estudios en humanos: En los Tinfocitos de sangre pe-
riférica de humanos puede examinarse fdcilmente el da
fio cromosdémico.

4, Estudios in vitro; diferentes tipos de células pueden
ser usadas para trabajos de clastogénesis"in vitro!
E1 uso de células humanas"in vitro"permite la investi
gacién para estudiar algdn agente deseado [ 13 1.

Los cuatro grupos de mutdgenos quimicos cuyos modos de ac-
cién sobre el DNA son estudiados intensamente son:

1] Andlogos de bases.[ 2 ]

[2] Quimicos que actfian directamente sobre las bases del
DNA.[ 2 ]

[3] Agentes alquilantes que remueven purinas del DNA.[ 2 ]

[4] Tinturas de acridina que causan delecién y adicién de
bases en el DNA [ 2 J.

Con base en los avances técnicos logrados en la década pa-
sada, se ha incrementado el empleo de la citogenética como
parte de la metodologia empleada para el estudio de mutdge
nos. ’ Las pruebas principales para detectar dafio genéti-
co se encuentran divididas en dos grupos: a) Pruebas joci

especificas y; b) Pruebas en el genoma total. Incluido -
en estas dltimas se encuentran las aberraciones cromosémi-
cas totales las cuales son debidas a la diferencia de tama



' ;no entre un gen y un genoma, son aprox1madamente 105 veces
ﬂmés frecuente ‘después de radiaci6n aguda que son efectos -
ten 1oc1 individual. Por esta razén, mis que por ninguna -
T»Otta,u1a induccibn de aberraciones cromosémicas favorecid

“Ya'via pard detectar si una sustancia es o no mutagénica -

“en una gran cantidad de organismos [14 J.

Ltas alteraciones cromosémicas pueden ser estructurales o -
numéricas, entre las primeras se encuentran las acromdti--
cas, cromatfdicas y cromosémicas; en las segundas, euploi-
dias y aneuploidias.

Entre las aberraciones acromiticas se encuentra la despi
rilizacién de una porcidén del DNA que suele ocurrir du-
rante Ya interfase, antes o después de la replicaciodn; si
ocurre antes la lesifn se observa en las dos cromdtides y
recibe el nombre de isobrecha, si es después se observa -
solo en una y se denomina brecha [ 15 ].

Cuando se producen verdaderas rupturas se habla de aberra-
ciones cromatfdicas si es en una cromdtide y cromosémicas
si es en las dos; é&stas ocurren durante ta fase Gp y G -
respectivamente. Estos dltimos tipos de alteraciones --
conducen a la pérdida del material genético o a rearreglos
intra o intercromosdmicos { 2, 15, 16 J.

Disturbios en el movimiento y distribucién de los cromoso-
mas provocan aberraciones numéricas; las euploidias que --
son miltiplos exactos del nlmero bésico y las aneupioidias
que son desviaciones del nimero cromosdmico diploide.

Para valorar la frecuencia de aberraciones cromosémicas, -
se debe tomar en cuenta que la mayoria de los clastdgenos
quimicos son dependientes de la fase de sfntesis del ciclo



ce1ulaf‘esto es, que para que se exprese el dafo se reqhig

“re due~el‘DNA se. replique ya sea durante o después de la -
exposicién de la célula al agente en estudio. Es también

“de trascendencia valorar solo las células de primera divi
sién, con.objeto de obtener datos mds exactos acerca del -
posible mutdgeno, ya que esta clase de compuestos general-
mente induce aberraciones de tipo cromatfdico, muchas de -
las cuales se pierden en las siguientes divisiones celula-
res a causa de sus efectos letales.

E1 otro pardmetro para determinar las propiedades mutagé-
nicas o clastogénicas de algunos compuestos es midiendo la
frecuencia del intercambio de cromdtides hermanas [ 18 J.

El fendémeno de intercambio de cromdtides hermanas fué pri-
meramente observado por Taylor en 1958, y debido a su gran
sensibilidad y fdci) interpretacién ha sido de gran impor-
tancia en los estudios genotoxicoldgicos.

Este fenSmeno de intercambio de cromatides hermanas se de-
fine como el recambio de segmentos de DNA entre las dos --
cromdtides de un cromosoma y durante el cual cada una de -
las cadenas del segmento de DNA intercambiado se une a la

cadena similar de la cromdtide hermana. Para lograr visua
lizar este fenfmeno las células se exponen a §' -Bromo 2'-
desoxi-Uridina (BrdU), agente que sustituye a la timina du
rante la sfntesis de DNA. Esta sustitucién en la cadena -
de DNA pone de manifiesto su propiedad de replicarse semi-
conservativamente, de ta) manera que después de dos ciclos
replicativos, durante 'a metafase, se observan cromosomas

con una cromdtide bisustitufda y otra monosustitufda con -
BrdU [ 19, 20 ] que al tefiirse con fluorocromo (Hoechst --
33258) [ 21 ] produce una cromitide fluorescente y Ja otra
no. Con la introduccién del método "Fluorccromo mds Giem--



sa", se perfeccion6 1a tédﬁf@a obteniéndose -preparaciones
permanentes- y con-muy buena resolucién [ 22,723, 24 1.

En 1a fig. 1.1 se esquematiza la forma por medio de la - -
‘cual Ta BrdU se integra a) cromosoma de acuerdo a tres prg
misas: 1) La replicacidn del DNA es de naturaleza semicon
servativa; 2) La estructura cromatfdica es uninémica (cada
cromitide estd formada por una sola cadena doble de DNA);
3) Los cromosomas Sse segregan al azar en células en divi--
si6n. Asfi, después de dos ciclos replicativos en presen--
cia de 1a BrdlU, las hebras de DNA hijas incorporan el com-
puesto, y las hebras de DNA madre conservan sus caracteris
ticas originaies. Esto determina que 1o0s cromosomas de -
seqgunda divisidn celular posean una cromdtide que incorpo-
ra el andlogo y otra que no lo hace. Esto quiere decir -
que una cromdtide tiene su DNA unisustituido y 1a otra bi-
sustituido, esta dlitima fluorece menos al tefirse con el -
fluorocromo o bien presenta menor tincidén con el colorante
de Giemsa, este fendmeno origina la presencia de la tin- -
cién diferencial [ 20 ].

Precisamente después de ocurrir el mecanismo del intercam-
bio de cromdtides hermanas se van a encontrar en la cromd-
tide que incorpord el andlogo (bisustituida), fragmentos -
de DNA que pertenecian a la otra cromitide (unisustitufida)
esto ocurre en 1a misma posicidn cromosfémica y entre cromg
somas homélogos.



"Fig;fiilj.lhbdrporacién de Brdl y aspecto
fn de>loscromosomas después de la
tinci6n diferencial.
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A) Incorporaci6n de BrdU a la cadena de DNA

Lfnea continua; cadena sencilla de DNA sin incorpo-
racién de BrdlU

Lfnea punteada; cadena sencilla de DNA con incorpo-
racién de BrdU

B) Apreciacién al microscopio de incorporacién de Brdl
a la cadena de DNA

Crom&tide obscura (no se aprecia la incorporacién -
atn en la lra, divisidn)

Crom&tide clara {se aprecia la incorporaci6n, hasta
Ta 2da. divisién)



El1”mecanismo que explique este fenémeno ain no es claro, ~

1.

‘pefo se han postulado varias hip6tesis:

Su induccifn por agentes que dafian al DNA condujo a -
que algunos investigadores desarrollaran la idea de -
que un intercambio es 1a manifestacidn citoldgica de
un proceso de reparacién [ 25 ].

M&s adelante (1974) Bender y colaboradores sugieren -
que el intercambio de cromdtides hermanas puede estar
relacionado a un modelo de reparacién recombinante du
rante el cual ocurra un entrecruzamiento de una hebra
sencilla de polaridad paralela de cromdtides opuestas
por arriba y abajo del intercambio, por lo cual se --
considerd al intercambio de cromdtides hermanas como

la transferencia fisica de una hebra sencilla de una

cadena doble a otra [ 26 ].

Cuando un mutdgeno actla en una de Yas hebras del - -
DNA, esta hebra dafiada por la asociacidén de la doble

hebra hermana no dafdada (catalizada por endonuclea- -
sas), se desenrrolla la hebra no dafiada y se asocia -
con ambas regiones simples de 1a hebra de la doble --
hélice dafiada, una segunda hendidura inducida por una
endonucleasa en la moiécula no dafiada conduce a la --
combinacién recfproca de la molécula del DNA [ 26 ].

Sin embargo, los intentos por correlacionar la induc-
cifn de intercambios de cromdtides hermanas con al
gin mecanismo de reparacidn ha sido infructuoso, ya -
que se encontrdé en los pacientes con Xeroderma pig- -
mentosum, con deficiencias en los mecanismos de re- -
paracidon por escicién y postreplicacién, tenfan fre--
cuencias simitares a los de personas normales [ 27 ],
ademds, el grado de intercambios obtenidos con luz --



ultravioleta no mostr6 ninguna correlacidn entre la
habilidad de Ta célula para llevar a cabo la repara
cién por escicién y la produccidn de intercambios de
cromitides hermanas [ 28 ]. La cafeina, que es un -
inhibidor del mecanismo de reparacién postreplicati-
vo, tampoco inhibidé la induccién de intercambios de
cromitides hermanas producido por Mitomicina-C [ 29].

En Tos Gltimos afos se han propuesto varios modelos
para explicar el intercambio de cromdtides hermanas,
uno de los mis aceptados ha sido el desarrollado por
Painter [ 30 ] se basa en los descubrimientos que --
identificaron a la subunidad superenrrollada cromosd
mica como la responsable del control de replicacién
del DNA [ 31 ]. La proposicién nos dice que el DNA
contiene unidades de replicacién (agrupamientos de -
20 a 80 orfgenes de replicacién), los cuales se van
replicando alternativamente siguiendo la horquilla -
de replicacién, este evento se puede ver afectado --
por agentes que dafian al DNA, ocasionando que l1a re-
plicacifén se detenga o que disminuya su velocidad, -
esto origina que un “agrupamiento” se replique com--
pletamente y en el subsecuente se de la replicacién,
En este mecanismo participan todas las enzimas res--
ponsables de Ta replicacifn como son; helicasas, to-
poisomerasas y protefnas desestabilizadoras de la do
ble hélice entre otras. La deteccifn de la topoiso-
merasa II, en células eucari6ticas [ 32 ], hace mis
probable la doble ruptura ya que esta enzima rompe -
transitoriamente a ambas cadenas de DNA. Después de
que Ta doble cadena se rompe existe una unifn entre
ambas cadenas, la hija y la madre, las cuales deben
tener una polaridad adecuada para la unidén del DNA;
es aqui donde se 1leva a cabo el intercambio de cro-
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m{tfdes;hermanas, interviniendo DNA homdlogo. La
posterior unign de las hebras de DNA por procesos -

 >66notjdos, completa la formacidén del intercambio de

cromdtidas hermanas. Las cadenas que Se unen son
lTa:hija de un agrupamiento replicado, con la de) a-

;]grupamiento no replicado (Fig. No. 1.2).

n

L

A)

8)

Fig. 1.2
MODELO DE PAINTER [ 32 ]

Replicamiento de cadena sencilla de DNA
1 Replicones; origenes de replicaci6n suceptibles
a un rompimiento por agentes que dafan al DNA.

Unién del agrupamiento replicado con el agrupa-
miento no replicado.
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En los sistemas'ﬁn~viV6"Una.dran‘variédad de tejidos pue-
den ser examinados, incluyendo aquellos que son normalmepn
te esenciales {células de higado) y precursores de célu--
las germinales. Asi, también una gran variedad de alter-
nativas pueden ser usadas para ensayos de exposicibén a --
agentes quimicos. Por otra parte por llevarse a cabo los
procesos de activacidn o inactivacién de mutdgenos y car-
cinfgenos "in vivo'es importante que sus efectos sean exa-
minados en este sistema ademds de hacerlo"in vitrol

Las investigaciones iniciales para sistemas"in vivo"fueron
realizados por Bloom y Hsu en 1975 en embriones de pollo

[ 21 ] inyectando BrdUen los embriones de pollo que fue-
ron incubados y a 1os cuales se les inyectd colcemid an--
tes del sacrificio. Este procedimiento produjo tincidn -
diferencial constante a concentraciones de BrdU alrededor
de 12.5 mg/embridn.

Los sistemas"in vivo"también han sido estudiados en plan-
tas, sistemas acudticos, células de médula Gsea, células

germinales, células de bazo, macréfago de pulmén, mucosas
de pollo y células fetales. La administracién de BrdU -
en células de mamiferos ha sido obstaculizada por la des-
halogenacién de la base andloga en el higado [ 21 7J. Pa
ra mantener concentraciones adecuadas de BrdU durante dos
periodos de sintesis de DNA se recurri6 iniciaimente a in
yecciones miltiples [ 22 ] o a un proceso de infusién ve-
nosa continua [ 23 J. Con el desarrollo de técnicas de -
implantacidn subcutdnea de pequefias tabletas de BrdU se -
simplificéd 1a metodologia, sin embargo, la rdpida absor--
cién del producto (55 mg en 7 horas) hacia indispensable

Ta colocacidn de una segunda tableta [ 24 1]. Incremen--
tando la dureza de la tableta se logré llevar el tiempo -
de absorcién hasta 16 horas, adn insuficientes para in- -
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cldir los dos:ciclos celulares. €1 problema al final se
“resolvié recubriendo las tabletas con agar [ 25 ], para-
~fina [.26°], o mezclando la BrdU con colesterol [ 27 ],
logrando asf aumentar la disponibilidad de 1a BrdU por -
mis de 24 horas. Otra forma de lograr la absorcidn ade-
cuada de la BrdU, es a través de la mezcla de esta ditima
con carbén activado [ 28 1.

Los congéneres es una fraccidn no voldtil de las bebidas

alcoholicas que estd formada por alcoholes de elevado pe-
so molecular, aldehidos y esteres [ 40, 41 ] plomo, hie--
rro, cobalto, histaminas, aditivos, colorantes, fencles y
trazas de otros compuestos orgdnicos e inorgdnicos.

Se han realizado estudios de mutagenicidad de bebidas al-
cohbiicas, en algunos casos solo en la fraccién alcoh6li-
ca y en otros en 1a bebida como tal, en vista de la gran
variedad de componentes de }a fraccidn de congéneres con-
sideramos importante determinar la actividad mutagénica -
en esta fraccibén, ademds los pocos estudios que se han --
realizado de esta fraccifn en otras bebidas se ha hecho -
"in vitroy en nuestro estudio es el primero que se realiza
*ip vivo"lo cual nos dard una certeza mayor en la determi-
nacién del efecto mutagénico en caso de que este se pre--

sente.

13



1. OBJETIVOS



08 JETIVOS

E1 objetivo fundamental del presente tra-ajo es determi--
nar si los residuos s6lidos del tequila (congéneres) son
capaces de producir dafo al DNA, es decir, establecer su
capacidad mutagénica a nivel cromosémico en células de ma
miferos.

Para cumplir con nuestro objetivo general, se establecen,
los siquientes ebjetivos particulares:

i.- Evaluacion de la frecuencia de aberraciones cromos§
micas con distintas concertraciones de congéneres.

2.- Evaluacién de la frecuencia de intercambio de cromi
tides hermanas a distintas concentraciones de congé

neres.

3.- Valoracion del efecto de estos congéneres sobre la
proliferacidn celular.

15
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MATERIAL EMPLEADO

i’Se\'ermpTearon 30 ratones'machos de 1a Tinea NIH (S.W.) con
un peso de 20 a 26 gramos. Los animales se mantuvieron -
con alimento y agua"Ad Libitumy organizados en lotes de §
ratones (Tabla No. 2.1).

OBTENCION DE CONGENERES

En el presente trabajo se estudio una fraccidn de tequila
denominada congéneres con objeto de determinar su proba--
ble mutagenicidad, para ello se obtuvieron dichos congéne
res por medio de una destilacidén simple; 3.5 litros de te
quila "Sauza" blanco, se sometieron a destilaci6n contro-
Tando la temperatura entre 72 y 73°C con el objeto de se-
parar la fase voldtil y no voldtil con ayuda de vacio, ob
teniéndose un concentrado no vol4dtil de 250 ml.. Esta -~
fraccion se sometié a liofilizacién (liofilizador marca -
Feliwelch de 2 etapas con desplazamiento de 160 Tt/minuto
obteniéndose 220 mg. de un residuo seco color café claro

(congéneres)(Foto No. 2.1).

IDENTIFICACION DE CONGENERES POR ANALISIS INFRA-ROJO

Se elaboré una tableta compuesta de 1 mg. de congéneres -
Trevada-» 200 mg. con Bromuro de Potasioy se corrid su es
‘pectro. ed-un.espectrofotdmetro de infrarrojo (marca Beckman -
models Acculab-2).
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'IDENTIFICACION DE CONGENERES POR CROMATOGRAFIA DE. GASES

Se’'disolvieron 5 mg.: de congéneres en 5 ml. de agua desti
.lada en un-sonicador ( marca Braun Sonic modelo 1510 ) en
seis intervalos de 20 segundos cada uno. Se realizd una
corrida de 10 microlitros de la solucidn anterior en un -
cromatégrafo de gases modelo 5830A marca Hewler Packard -
equipado con detector de ionizacién de flama, en columna
de porapak P, con nitr6geno como gas acarreador con ¢o- -

rriente de 30 centimetros cibicos por minuto.

:.DOSIS APLICADAS EN.LOS RATONES

Se disolvieron 160 mg. de congéneres en 60 ml. de agua --
: destilada estéril (10 mg./ml.) por medio de sonicacién, -
" de la misma forma que para la solucidn empleada en croma-
tograffa de gases. En ensayos preliminares se intenté --
conocer el efecto de los congéneres en la mortalidad de -
Tos ratones, por lo que se probaron por via intraperito--
nal las siguientes dosis: 40, 80, 400 y 5000 mg./Kg.. En
ningin caso se coservd efecto letal solo adormecimiento.

En vista de que la clasificacidn de lcs componentes en --
listas oficiales sugiere que después de 5000 mg./Kg. es -
inoperante ubicar la Dlgy (43) se decidid usar las si- --
guientes dosis: 50, 215, 430, 645 y 860 mg./Kg., diluidas
cada una en 0.5 ml. de agua destilada estdril, la disolu-
cién se realizd por el método de sonicacién al igual que
los casos anteriores. Los testigos negativos recibieron
agua destilada y los testigos positivos 2 mg./Kg. de mi-
tomicina C (#4MC SIGMA) {Tabla No. 2.1). Para la adminig
tracién de la mitomicina C se hizo una solucién en agua



_destilaﬂa est&ril, con una ‘concentracién final de 400 mg.
/ML se administr6-0.125 @1, por ratén de 25 gq.

OBTENCION DE CROMOSOMAS DE MEDULA OSEA

La técnica cofresponde a la descrita por Mc Fee [ 33 1].
“con.algunas modificaciones: :

1.-

A cada uno de los animales se le implantd subcutd

neamente en la parte inferior del dorso una table

tz de 53 ¥ 1 mg., de S5-Bromo-2'-deoxiuridina (BrdU

SIGMA), de un didmetro de 5 mm.,los cuales se com-
primieron con 40 Kg., cubiertas aproximadamente en
un 65% de su superficie con parafina de puntoc de -
fusién entre 58-60° C.

Una hora después se administraron Tos congéneres
por via intraperitoneal.

A Yas 21 horas de tratamiento se inyect6 a los -
nimales colchicina (5 mg./Kg.) por via intraperi-
toneal; y 3 horas después se les sacrificé por --
dislocacidn cervical.

Se efectub una diseccién para liberar ambos fému-
res cortdndoles por la epffisis, se elimin6 tanto
el tejido muscular como el tejido conjuntivo que
los cubria, se corté 1a parte media de la epfifi--
sis, y se extrajo la médula 6sea con una jeringa
{aguja de 23 x 16 mm.)}, pasando a través de cada
extremo del huesc un mililitro de una solucién de
Cloruro de Potasio 0.075 M.
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La médula 6sea se dispersd en 7 ml. de dicha solu-
cifn y se colocd en bafic marfa a 37°C durante 20 -
min. para el tratamiento hipoténico.

Una vez removido el KC1 por centrifugaci6n (1200 -
rpm por 10 min.), las células se fijaron con una -
mezcla de metanol-&cido acético (3:1) durante 30 -
min, en 2 ocasiones.

Las preparaciones se hicieron en portaobjetos pre
viamente sumergidos en metanol al 50 %, flamedndo
se levemente las laminiilas.

TINCION DIFERENCIAL

La técnica corresponde a la descrita por Goto, con alqu-
nas modificacienes [ 33 ].

1.-

Después de dos dias de elaboradas las laminillas,
la tincidn se efectud durante 30 min. con el fluo
rocromo bisbenzimida Hoechst 33258 Riedel-De Haen
AG) en dilucidn de 100 mg./m1. de agua destilada.

Las preparaciones se lavaron con agua destilada,-
se secaron al aire y se montaron en una solucidn
reguladora de fosfatos-citratos a un pH de 7.0 --
(0.1 M HaZHPO4 y 0.05 M H3C6HSO7) con un cubreob-
jetos de 50 x 24 mm.

En éstas condiciones las laminillas se expusieron

a una l4mpara de luz negra, a una distancia de --
1.5 cm. durante 30 minutos.
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4.~ -Se lavaron en agua destilada, se secaron a 55°C -
durante 30 minutos con una sojucidn de colorante
de Giemsa al 4%, en solucidén reguladora de fosfa-
tos 0.01 M a un pH de 6.8 . Las etapas y caracte
risticas del experimento se presentan en Ta Fig.
No. 2.1

5.~ Por cada animal se analizaron 60 metafases de pri
mera divisidn para determinar la frecuencia de --
aberraciones cromosdmicas.

6.~ De cada rat6n se analizaron 30 metafases de segun
da divisidn, para determinar la frecuencia de in-
tercambios de cromftides hermanas.

7.~ Se obtuvo la proparcifén de células de primera, se
gunda y tercera divisidn en las primeras 100 meta
fases encontradas para cada animal con el fin de
estudiar la proliferacién celular.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se utilizé la prueba de "t" de student para determinar -
si nhabfa diferencias significativas entre las distintas
dosis y los controles positivos y negativos.
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(Fig. No. 2.1)
DIAGRAMA DE TRABAJO

-

TEQUILA DESTILACION | OBTENCION DE FRACCION LIOFILIZACTION | OBTENCION DE RESIDUOS
0 72-73°C H NO VOLATIL (250-300 mi) SOLIDOS (CONGEMERES)
VACIO 54.285 mq/1t.

|

IMPLANTACICON ADMINISTRACION OE
SUBCUTARLA DE CONGENERES POR VIA SONTCACION DE PREPARACION DE CONGENERES
Brdy AL RATON INTRAPER I TONEAL LAS SOLUCIONES [* A DIFERENTES CONCENTRACIONES
Hr. 0. Hr 1
APLICACION DE COLCHICINA SACRIFICIO DE ANIMALES
- N OBTENCION DE TINCION
VIA lNTmPg;{ITONEN. PoR DlSLgEAg;ON CEREBRAL MEDULA OSEA DIFERENCIAL

L

- 300 células en la.divisién por
dosis administrada, para abe--
rraciongs cromosbmicas .

- 150 células en 2da. divisién - v
por dosis administrada, para - OBSERYACION
intercambio de cromitides her- AL MICRQOSCOPIQ

manas.

- 500 células por dosis, para --
cinética celular.



TABLA No. 2.1  DATOS GENERALES SOBRE EL
TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

No.
oosss | ceoa oL [PESO | swexo |amuss gfs do"u“m %
mg/hg RATOY | PROM, () B dear %
0, NTH LSO 230 H 5 75.0 %
0, N7t S| 230 f 5 75,0 %
0, NI LS| 2ud " 5 76,4 %
0, Mo tosw | 2.0 m 5 720 %
Dy 05 { agw i Wil 1.0 n 5 73.5%
 7EST1GO .
POSTT IV N LSy 27 N g 77.4 %

*Mitomicina-C 2 mg/kg




Foto No. 2.1 Congénenes del Tequila
su aspecto después de La destilacidn

y Liogilizacdibn.

24



IV."RESULTADOS

25



En relacién a la técnica de incorporacidn de BrdlU, se ob-
servé qﬁe la cubierta parcial de parafina permitié una in
corporacién adecuada del andlogo de la timina, ya que en
el 100 # de los cromosomas de los animales se observé tin
cién diferencial. Se absorbié alrededor del 75% de la --
Brdy de la tableta (Fig.No. 3.1, Tabla No. 2.1)

De las observaciones realizadas en cé€lulas de primera di-
visién para detectar aberraciones cromosdmicas, se encon-
traron lesiones de tipo acromdtico e isoacromitico y dele
ciones cromatidicas, las alteraciones en una cromdtide --
fueron las mis frecuentes, considerando e} total de abe--
rraciones, al hacer la comparacifn estadfstica con respec
to al testigo negativo se present6 un resultado signifi--
cativo desde la primera dosis. E1 testigo positivo tuvo
aumentos significativos en los diferentes tipos de aberra
ciones analizadas, 1o que demostrd que la técnica utiliza
da funciond correctamente. No se observaron alteraciones
de tipo cromosbmico (Tabla No. 3.1, Foto No. 3.1). La -
frecuencia de aberraciones cromosdmicas mostrd una tenden
cia para definir una curva positiva para cada tipo de abe
rracién a excepcidn de Tas deleciones isocromatidicas, co
mo se puede observar en la Fig. No. 3.2, lo que demuestra
1a dependencia de la aparicidn de aberraciones con la con
centracién de congéneres de tegquila presente.

En 1o que concierne a Tos intercambios de crom§tides her
manas, podemos observar que existe un aumento significa-
tivo a partir de 1a dosis de 215 mg/Kg., que se observa

significancia, al realizarte una curva dosis-respuesta -
del efecto de Tos congéneres de tequila con respecto a -
la frecuencia de intercambios de crométices hermanas; ob
tuvimos un coeficiente de correlacidn 1ineal de 0.9917 ;
una pendiente positiva, lo que indicé que ta frecuencia
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de Intercambios de Cromitides: Hermanas.es directamente --
proporcional a la dosis (Fig. Ne. 3.3, Tabla No. .3.2, --

Foto No. 3.2}.

En relacién al efecto de los congéneres de tequila sobre
la proliferacifn celular de 1a médula dsea de ratén, se -
observa que aungque existe una leve tendencia a disminuir
el nimero de primeras divisiones e incrementar las segun-
das, al calcular el tiempo de generaci6n promedio estas -
modificaciones fueron aparentemente insignificantes, ob--
teniéndose una 1fnea recta con pendiente de cero (Fig. -
No. 3.4, Tabla No. 3.3,.Foto-N6. 3.2 y 3.3).
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TABLA No. 3.1  FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS IFNDUCIDAD POR

LOS CONGENERES DEL TEQITLA. MEOULA OSEA DE RATCW.

LESIONES DELECTONES
pOSIS Ho. No. 0 TOTAL
as ONATIONS

ik |ceLuuns |amonages| AROMTICs | IsoachomTion crowatiorcs lisochonariorcks| (1)

x—-ecen X~-ecn x-een XxX—-—e¢en X —eem
n 1 5 s
0 00 | s .o 3l.0008] .003 3 .oooe|.c2 £ .oons o .06 9 Louos
™ *
as |0 | s a5 100t | 006 2 .oo0ef.053 '§ oo 0 137 oot
* *
w0 | 00 | s |.oe Fom3f.o03i .o0msl.073 % 002’ o 163*7 .o0os
w4s | 300 5 o83 o022 03 é oo |03 % Lo003d] o 20 % Lon?”
* 4

g0 | 300 | s |2 on?| o3¢ oo0s|.1e3 4 0rs™ 28 % Loon”
TER . . 212 12] 4
2 mgfig | 0 | 5|20 " o0e| .02 § .o008|.423'?] .0032"| 016 3 00067 {.705 : L0186

ge

{1) Media Y ennon estandan de fa media
Mitomicina C

(2) Incremento significativo con una p % 0.05 (t-student)

{3) Mitomieina C




FIG. NUM.3.2 RELACION ENTRE EL EFECTO DE LOS CONGENERES DE
TEQUILA Y LA DOSIS (mg/kg)
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TABLA Mim. 3.2. EFECTO DE LOS CONGENERES DEL TEQUILA
SOBRE LA FRECUENCIA DE FNTERCAMBIO OE CROMATIDES
HERMANAS EN MEDULA OSEA DE RATON.

DOSIS CELULAS | NUMERO DE 1GH (2
INTERVALO ? . LN,

| mg / kg | ANALIZADAS| ANINALES NEDIA 1 D.E)
0 150 5 0-12 | 5.6+ Uk 0.199
50 150 5 0-11 | 5.2 & 0.400]  0.200

Q)
-
0.42 0.188

215 150 5 0-15 6.2 +
430 150 H 3-15 6.8 4 O.lﬁ. 0.071
-
645 150 H 4-15 8.0 1 0,36 0.164
»
860 150 5 5-22 9.2 + 030 06,307
HMG . .
2 mg / kg 150 5 11-36 206+ 2,26 L.o13

I Media  Desviacién Estandanr
2 Ennon Estandar de La Media
3 Estadfaticamente significativo con p - 0.05 [t-student)
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FIG.NUM.3.4 RELACION ENTRE EL EFECTO DE LOS CONGENERES
DE TEQUILA V EL TIEMPO DE GENERACTON PROMEDIO
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TABLA MIMERO 3.3 EFECTO DE LOS CONGENERES DE TEQUILA SOBRE
LA PROLIFERACION CELULAR. MEDULA OSEA DE
RATAN. { Diferencius no aignilicativas pt 0.05)

TIENPO PROKEDIO

Dos1s CELULAS | PRINERA | SEGUKDA | TERCERA

Lt RCER GENERACIOR

ng/kg ANALTZADAS | DIVISION % | DIVISION X|DIVISION X |(*HORAS ! D. E )
0 500 37.8% 57.0 4. 1408 1 0.0
50 500 .9 % 61.0 4.1 13.99 & 0.03
215 500 36.4 % 59.2 4.4 16,08 1 0.1
430 500 32.4 % 62.8 4.8 13,91 1 0.1
645 500 30.2 % 66.0 3.8 [13.88 1 0.03
860 500 30.6 % 66.6 2.8 {13.93 I 0.19
HKC + -
2 nglkg 500 2.2 % 67.2 0.6 |24 1 0.5

+ - N
* Honras - Desviacién Estandar



‘FOTO No. 3.1 CELULA DE PRIMERA PIVISION

ﬂ = Rompimiento cromoslmico

“FOTO No. 3.2 CELULA DE SEGUNDA DIVISION

: e o .
ﬂ ambic &imple de cromdtides hermanas
1}= Doble intercambio de chomdtides hermanas
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FOTO Wo. 3.3 - CELULA DE TERCERA DIVISTON
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DISCUSION
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Desde hace algunos afios el consumo de bebidas alcohdlicas
se ha incrementado en gran medida y la mayorfa de las in-
vestigaciones referentes a estudios de toxicidad, mutagé-
nesis,carcinogenicidad y teratogénesis solo han conside--
rado al etanol como agente causal (35, 36, 37, 38), sien-
do que las bebidas alcohélicas no tienen etanol puro,y si
una combinaci6n de éste con una gran variedad de componen
tes a los cuales se les ha denominado congéneres, los cua
les, seglin estudios realizados, se encuentran en diferen-
te concentracidn para cada tipo de bebida e incluso ocu--
rren variaciones entre bebidas de la misma marca. Esto -
debido a las materias primas utilizadas, a los procesos -
de fermentacién, destilacibn y procesos de almacenamiento
[ 39 7.

Entre los componentes que conforman a los congéneres se -
han encontrado alcoholes de elevado peso molecular, alde-
hidos y ésteres [ 40, 41 ], plomo, hierro, cobalto, hista
minas, aditivos, colorantes, fenoles y trazas de un gran
nimero de otros compuestos orgdnicos e inorgdnicos. Por
cromatograffa de gases y andlisis infra-rojo se pudieron
detectar algunos de éstos componentes en los congéneres -
de tequila, como son; metanol, alcohol isobutilico y n-by
tflico, grupos funcionales hidroxilo con interaccifn, me-
tilo, cetdnico-alcohol secundario y alcohol primario.

Es bien sabido que la frecuencia de aberraciones cromosé-
micas en Tinfocitos de sangre periférica de alcohélicos -
son significativamente elevadas cuando son comparadas con
1as de no alcoh6licos [ 38, 42 ] y debido a que el etanol
es el mayor componente de las bebidas alcohélicas, esta--
blecieron que el acetaldehido (principal metabolito del -
etanol en hfgado) era el principal mutdgeno y carcinégeno
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de tales bebidas [ 43 ]. Pero la contribucién de los con
‘géneres presentes en estas bebidas alcohdlicas no puede -
ser descartada. Para dilucidar lo anterior, el presente
estudio se realizd con el objetivo de investigar bajo - -
dristicas condiciones si los congéneres del tequila po--
seen efectos genotdxicos. Ya ha sido determinado el efec
to genot6xico de 1os congéneres de bebidas como el Whisky
y el Brandy, pero dado que el tequila es una bebida tfpi-
camente mexicana y de gran consumo en el pafs nuestro in-
terés se centrd en é1.

Nagao y colaboradores en 1981 [ 36 ] estudiaron el efecto
de los residuos no voldtiles de varias marcas de whisky,
brandy y un brandy especial de manzana en Salmonella - --
typhimurium TA 100, encontrédndolos como mutdgenos directa
mente activos.

Loquet y colaboradores [ 35 ].utilizando Salmonella typhi
murium encontraron accidn directa de los mutdgenos de di-
ferentes fracciones de brandys de manzana caseros de Nor-
mandia y algunas fracciones de whiskies, cofiacs.,armaniacs
y rones.

De bebidas alcoh6licas con diferente contenido de congéne
res se han estudiado sus efectos sobre una variedad de --
factores fisioldgicos, de conducta, toxicidad y efectos -
crénicos, concluyendo que la contribucidn de los congéne-
res en los efectos medidos, tiene relevancia [ 44, 45, 46,
47 1. Las formas de dafio que causan las diferentes bebi
das solo difieren con relacién a la potencia y curvas de

tiempo-accibn [ 48 ]. Pero también se ha encontrado que
la ingestién repetida de estos componentes puede causar -

su acumulacidn en sangre o cerebro, potencializando sus -
efectos.
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La mayorfa de los agentes quimicos solo causan aberracio-
nes de tipo cromatidico, que en general son la consecuen-
cia de errores en el mecanismo de replicacién que se pro-
ducen durante la fase de sintesis del DNA posterior a la
exposicidn, o bien constituyen el reflejo de una repara--
ci6én defectuosa o inconclusa del DNA [ 49 ]. De acuerdo
al conocimiento anterior, resulta evidente por que es con
veniente el andlisis cromosémico para determinar si un --
compuesto dafia o no al DNA.

Algunos investigadores como Perry y Evans evaluaron mutd-
genos conocidos con la técnica de intercambio de Cromdti-
des Hermanas, encontrando que la mayorfa inducfan incre--
mentos altamente significativos, ya que duplicaban la fre
cuencia basal de Intercambios de Cromdtides Hermanas res-
pecto al control, pero con esas mismas dosis solo se pro-
ducian Aberraciones Cromosémicas mfnimas [ 50 ]. Esto -
demostré (ademds de comprobar que 1a induccidén de Inter--
cambios de Cromitides Hermanas es un método simple y sen-
cillo para valorar mut&genos quimicos), que los mecanis--
mos para la induccién de aberraciones cromosémicas e In--
tercambio de Cromitides Hermanas son diferentes. Por To
que se incluyeron ambas pruebas, ademds de la cinética ce
lular, para cumplir con el objetivo general [ 51 1.

lL.a evaluacién de la cinética celular es de gran importan-
cia cuando se trabaja con un posible mutdgeno, ya que al-
gunos compuestos tienen la facultad de acelerar o retar--
dar el ciclo celular [ 52 ] y es por ello que se requie-
ren conocer los valores de cinética celular y asf calcu--
lar el tiempo de generacifn promedio. Este estudio se --
realizé "in vivo", ya que aunque Tas técnicas que emplean
ratones u otros mamiferos aparentemente son més complejas,
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L proporc1onan una v1516n més rea]tdel ‘éﬁgp pp;gn6ia1 de

-un‘agente quimico.

“Con relacién a los resultados obtenidos en la determina--
cién de la frecuencia de Intercambios de Cromdtides Herma
nas, el método empleado para 1levar a cabo la incorpora--
ci6n de la BrdU "4in vivo", mostrd buena reproducibilidad
en uno de Tos puntos mds importantes de la técnica que se
refiere a l1a absorci6én del an&logo de la timina por los -
tejidos. En nuestro caso, después de Ta incorporacién y
tratamiento que durdé 21.5 horas, obtuvimos de la zona sub
cutdnea un promedio del 25 % de la tableta original de --
BrdU, que es similar a lo observado por Mc Fee [ 33 ] al
determinar que la absorcidn a las 22 horas de la adminis-
tracién del andlogo es de 78.15 5. Con respecto a la frg
cuencia de Intercambios de Cromdtides Hermanas, el basal
nuestro fué de 5.40 2 10.44 y el obtenido por Mc Fee fué
de 3.48 * 2.05, consideramos que 1a causa de ésta discre-
pancia fué el peso de los ratones, que en nuestro caso ~--
tuvo un promedio de 23 gramos y el obtenido por Mc Fee --
fué de 30 gramos por lo que la dosis de BrdU, a pesar de ser
1a misma cantidad administrada en ambos casos, se vi6 aumentada en -
nuestro experimento al usar ratones de menor peso.

La determinacidén de Intercambios de Cromdtides Hermanas,
utilizada como pardmetro para medir el dafio cromosémico -
causado por los congéneres de tequila, muestra en sus re-
sultados un incremento significative de intercambios des-
de la dosis de 215 mg/kg y muestra respuesta progresiva -
con las siguientes dosis. Estos resultados implican una
trascendencia bioldgica ya que para que un agente sea - -
francamente mutagénico es necesario que muestre signifi--
cancia con respuesta progresiva con las diferentes dosis
{ 53 ] como es nuestro caso. Estos resultados podemos
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compararlios con un estudio realizado por Hoeff y Obe en -
el cual ellos utilizan whisky escoces, whisky de bourdon,
brandy y ron, en un estudio "in vitro" utilizando linfo--
citos humanos, encontraron gue los congéneres de tales --
bebidas son capaces de inducir incremento signigicativo y
progresivo en los Intercambios de Cromdtides Hermanas - -

[ 54 1.

Los resultados de 1a evaluacifn de Tas Aberraciones Cromo-
sémicas "in vivo" muestran un incremento significativo, --
con respecto al testigo negativo, en lesiones acromdticas
y deleciones cromatidicas a partir de una dosis de 430.mg./
Kg. (62.85 mg. de congéneres/litro de tequila) y no produ-
cen incrementos significativos en lo que respecta a lesio-
nes isocromatfdicas y deleciones isocromatidicas, lo que -
indica que el dafio producido bajo este criterio se realiza
en 1a fase de sintesis [ 55 ]. ’

Este Gltimo pardmetro conjuntamente con el de Intercambios
de Crom&tides Hermanas nos refuerza adn mds el conocimien-
to del daho a nivel genético al cual inducen los congéne--
res de tequila.

Con respecto a la interpretaci6n del efecto de 105 congéne

res de tequila sobre la cinética celutar, no se produjo --

ningdn efecto inhibitorio o acelerador de los ciclos celu-

lares, en las diferentes dosis con respecto a Tos controles
negativos.

Por lo que concierne al control (mitomicina-C), con la do-
sis empleada el compuesto indujo incrementos significati--
vos tanto de Aberraciones Cromosfmicas en sus distintos ti
pos, como de Intercambio de Cromitides Hermanas, lo que --
confirma la efectividad de la técnica y da apoyo a la in--
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terpretacién del dafio croﬁosdmito’causadp pdr“Josfcdngéne-
res de tegquila. R

Este estudio 1o consideramos de suma importancia ya que --
aunque algunos investigadores tratardn de dilucidar el ---
efecto genotdxico de congéneres de alqunas bebidas alcohd-
Yicas, como ya se mencionaron anteriormente, ninguno lo ha
realizado "in vivo" como en el presente trabajo y hasta --
ahora no se habfa visualizado en el tequila, bebida de - -
gran consumo en nuestro pafs. Y en vista de los resuita-
dos obtenfdos nos refuerza el conocimiento de que esta ---
fraccién del tequila si posee efectos genotéxicos.

Aunque la evaluaci6n de las propiedades genotdxicas sea --
un aspecto fundamental para normar el criterio que decida
el uso, restricci6bn o prohibicién de una sustacia o com~-~
puesto en 1a sociedad occidental el alcohol tiene la pe--
culiaridad de ser el Unico agente farmacolégico potente -
del cual se "tolera" la autointoxicacién. Si se descarta
el tabaquismo, el alcoholismo es, con mucho, el problema -
mds grave con férmacos téxicos en México. Si se estima en
términos de accidentes, pérdidas de la productividad, cri-
menes, muerte o dafio a la salud, los costos sociales com--
binados del problema de los bebedores en México se calcula
en miles de millones de pesos al afo.
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La métodoIogTa utilizada en el presente estudio nos permi-
ti6 cumplir con los objetivos establecidos en 1a evalua- -
ci6n de mutagenicidad de los congéneres de tequila blanco
en células de médula 6sea de ratdn "in vive" por lo cual

concluimos To siguiente:

Los congéneres de tequila inducen un incremento

significativo de intercambios de cromdtides her

manas de células de méduia 6sea de ratdn™in vi-
n
vo.

Los congéneres de tequila inducen asf mismo un
incremento significativo de aberraciones cromo

sémicas en células de médula 6sea de ratdn"in
vivo, »

Los congéneres de tequila no inducen ningin --
efecto sobre 1a cinética celular en células -
de médula 6sea de ratén "in vivo."
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En e) presente estudio se analizé la mutagenicidad que --
pueden causar los congéneres de tequila en células de mé-
dula 6sea de ratdn in vivo, esto se hizo por medio de en-
sayos citogenéticos que se utilizan como parte de las prue
bas para evaluar el potencial mutagénico como son Ta de--
teccién del tipo y frecuencia de aberraciones cromosémi--
cas y la frecuencia de intercambios de cromdtides herma--
nas.

Se valoraron tales pardmetros in vivo estudiando la médula
6sea de ratdn; las dosis utilizadas fueron : 50, 215, 430,
645 y 860 mg./Kg. diluidas cada una en 0.5 ml. de agua des
tilada estéril.

En las observaciones realizadas para detectar aberraciones
cromosémicas se encontrardn lesiones de tipo acromitico --
e isoacromdtico y deleciones cromatfdicas, las alteracio-~
nes en una cromdtide fueron las mds frecuentes, al hacer -
la comparacibn estadfstica con respecto al testigo negati-
vo se present§ un resultado significativo desde l1a primera
dosis.

Con respecto a las observaciones realizadas en cuanto a in
tercambios de cromdtides hermanas, se observ6 un aumento -
significativo a partir de 1a dosis de 215 mg./kg.

En cuanto al efecto de 10s congéneres de tequila sobre la
proliferacién célular vemos que no hay un efecto determi-
nante.

En vista de los resultados obtenidos en este sistema utili
zado si se encontrd un efecto mutagénico por lo cual consi
deramos continuar un estudio més profundo de los congéne--

res de tequila ya que su consumo es muy amplio en nuestro
pais.
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