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RESUMEN

La ingesta desmedida y la produccién de bebidas alcbhélif("
cas figura actualmente entre las principales preoCupdcionesiaé
salud piiblica del mundo , ya que representa un obstécqio’:ﬁgféln
el desarrollo socioeconémico de los paises, una:cafgaffmpértéﬁr
te para los servicios de salud, debido a la grdn/vhfiedéd de
manifestaciones clinicas, genéticas, fisioldgicas y'50ciogcoh§;

micas.

Actualmente, las investigaciones realizadas tratan de. di:
lucidar el mecanismo que ha conducido al individuo al consumo
desmedido de bebidas alcohdlicas. Se tienen al respecto estu--
dios donde se ha demostrado, que el consumo de bebidas alcohb-
licas dafia al ADN, y su consumo crénico exhibe una frecuencia
significativa de aberraciones cromosbmicas e intercambio ‘de

cromitidas hermanas ( I.C.H. ).

La mayoria de las investigaciones sobre alcohblismo se
han relacionado exclusivamente al etanol comunmente llamado al
cohol, sin embargo en las bebidas existen mezclas complejas de
compuestos orginicos e inorginicos, que manifiestan su efecto
mutadgenico en los diferentes organismos expuestos a cllas.

Con el propésito de investigar el efecto mutdgenico que
presenta la fraccién alcohblica del tequila en mamiferos , se
decidié realizar la evaluaci6n del intercambio de crométidas -
hermanas, en médula &sca de ratén como parimetro indicativo.

Los resultados muestran un incremento significativo de -
intercambios de cromitidas hermanas, observandose una relacién

dosis- respuesta.



"I, I'NTRODUCCION
“I.1. ASPECTOS HISTORICOS SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL-

Es probable que desde tiempos pre-histéricos el hombre: se
haya ingghiado para producir bebidas alcohélicas mezclando fru-
tas, granos y cereales con agua, dejéndolas al sol,

Las frutas fermentadas produjer6n los primeros vinos, los - :
cereales las primeras cerwve:zas, su elaboracibén figura entreflés:-:f
primeros descubrimientos del ser humano -(1). ; R

En el afio 1700 A.C., se presentf cl'pfimer intenﬁo ag;dﬁﬁrff

se.tiene conocimiento, por llevar a cabd'una'campﬁﬁh'de*?brevég'?f'

cién hacia el uso desmedido de las bebidas alcohéliéas,(l;l);: S

El proceso de destilacién fué descubierto_ en’el siglp "

VIII por los alquimistas musulmanes, pero no fué sino muchos a---

fios mis tarde que su nombre, en su acepcién como aguardiente em . -

pez6 a usarse como sinénimo de bebida embriagante.

‘ Los propios Arabes al conquistar nuevos pueblos, extendie

ron el cultivo de la vid, as{ como la produccién de aguardien-
"te-por toda Europa y después por Asfa (2).

De ahi que la palabra alcohol deriva del vocablo Arabe
Alkohl, con el cual se designaba a un cosmético usado para en-
sombrecer los parpddos, después se empled esta palabra para de-
signar a las sustancias susceptibles de dividirse en particulas
muy pequefias y por este motive la utilizarén al referirse al -
proceso de destilacién, por medio del cual el ' espiritu " de
la bebida se removia en forma imv isible de vinos y cewvezas, o-
riginandose as{ una bebida con un contenido mayor de alcohol -

que el de los fermentos (3).
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La 1nvenc16n de: beb1das méis . fuertc< 1ncrcment6 los. nroblc"
mas ‘de-'salud’, que ya or1g1nabn el consumo de alcohol especxal-,i'
mente cuando’se comercializé su uso con la urbanlzaclén |

industrializacién: - : L
‘Mientras tanto en América, -en el terrltorlo corr, spondlen‘

te al México Prehisplnico, para producir. alcohol uestros ante"'

..cesores supieron ingeniarse para obtener a partir del maguey .-
una bebida fermentada que fué 1llamada oct11 "en” néhuntl Sy

que constituye el pulque de nuestros dias.

] La importancia del octli era testificada por ¢l papel ca-

;pital que desempefiaban en la religién los dioses-de la bebida y
de la embriaguez. En general todas las clases sociales repudia-
ban a los alcohblicos, trataban de curarlos y controlarlos so--
bre bases de austeridad y deportes.

Sin embargo, como ninguna de las medidas logrd prevenir y
controlar el problema, fue necesarioc crear una serie de leyes -
que tenian por objeto castigar severamente a los que insistfan
en ‘ingerir en forma desmedida la bebida embriagante.

Las restricciones variaban segln la edad y la posicién so
cial, los castigos iban desde raparles completamente la cabeza
hasta 1a muerte, mientras que los ancianos podian beber sin res
tricciones, debido a que su vida activa habia terminado y no re

presentaban una carga para la sociedad.

Con la llegada de los espafioles estos castigos fueron su-
primidos originindose poco tiempo después un aumento considera-
ble del alcoholismo entre los indigenas que prevalece hasta --

nuestros dfas (3,4).



‘1.2, CONCEPTO DE ALCOHOLISMO. -

Existen una serie de definiciones del alcoholismo que di-
fieren unas de otras, por cstq,esfﬁecéshrio contar. con una defi
nicién de alcoholismo cn donde se eStable;canlé esencia’ del pro
blema y due permita la comparacién entre las diferentes comuni-
caciones cientificas relativas al tema (5).

Analizando en forma breve las definiciones del alcoholis-
mo postuladas por la Organizacidén Mundial de la Salud y algunos
paises como Chile y Francia que caracterizan al alcoholismo :
como una pérdida definitiva en acto o potencia de la libertad -
del ser humano para controlar su conducta con respecto al alco-
hol, una vez que éste ha penetrado en su organismo en cantidad
suficiente, pérdida que parece estar condicionada por factores
sématicos.

Por lo que serdn alcohédlicos aquellos bebedores excesivos
cuya dependencia al alcohol ha alcanzado tal grado que da lugar
a transtornos psiquicos o complicaciones somiticas , asi como
conflictos en sus relaciones interpersonales, sus funciones so-
ciales y laborales (6,7).

Autores como E. M. Jellinek, consideran al alcoholismo co
mo una enfermedad y a cualquier uso de bebidas alcohélicas que
causen dafio al individuo, a la sociedad u ambos (6,8).

Pero cualquiera que sea su definicién, el alcoholismo es
una enfermedad muy antiglia cuyas manifestaciones son muy diver-
sas.

En América Latina existen serios problemas relacionados
con el abuso de alcohol en Argentina, Brasil, Chile, Perfi y Mé-
xico, mostrarén que el indice de alcoholismo en los paises an-
tes mencionados es muy cercano al prevalesciente en los Estados



Unidos Américanos, que es muy clevado.

Se destaca también la dificultad para obtener estadisti--
cas confiables del consumo de alcochol y sus problemas en la ma-
yor parte de América Latina, particularmente en las zonas rura-
les, debido a la abundante produccién no registrada de bebidas
no industrializadas como el pulque, chicha y otras, asi como 1s
insuficiencia de datos en los informes nacionales e internacio-
nales (9). '

1.5, ETIOPATOGENIA DEL ALCOHOLISMO: '

genia del alcoholismo siendo los més v4lidosilos refe éhpes
la farmacodependencia en general (8)% i :

La accién especifica de las droga
cia. ’

2. Las caracteristicas especificas del individuo consumidor.

3. ‘E1 campo social del que depende la disponibilidad de 1las
drogas adictivas.

Estas tres condiciones actfian en distinta medida segfin la
droga, el individuo y las circunstancias del ambiente sacial -
esquematizadas en la figura 1.

Debido a que los modelos psicolégicos y sociolbgicos des-
cuidan los resultados de las imvestigaciones biolégicas y estos
a suvez a los factores sociales cuyo significado es muy eviden



DROGA
(ALCOHOL)

INDIVIDUC AMBIENTE
FACTORES FISI10LOGICOS SOCIAL
Y PSICOLOGICOS

“Fig. 1 Interaccibén entre factores que influyen .en el
alcoholismo (8). R ‘ e

te, White y Warburg parten de estos tres factores.y exponen un
comienzo multicondicionado, que incluye procesos fisiolégicos ,
biogimicos y conductuales, como se .obsewva en la figura 2.

El modelo de la figura 2, se basa en la conducta del hom-
bre, al pretender alcanzar un equilibrio biolégico y social, a-
daptindose al medio en que se desarrolla, siendo el ambiente so
cial, la familia y el trabajo muy importantes para entender el
alcoholismo.

El alcohol como se muestra en el esquema , puede conducir
+al individuo a un circulo vicioso con nuevas alternativas psi-
quicas y fisicas, donde el problema real puede enmascararse en
forma transitoria y hasta cierto grado por un nuero aporte de
alcohol, pero finalmente estas ingestas refuerzan el circulo vi
cioso e incrementan la dependencia.



ALCOHOL -
/////”E;;;ctativas :
Consecuencias: //"disipacién del temor Cuantfa de ‘la

agresién, depresién, desinhibicién, eufo- oferta del.alco-,
enfermedades consecu ria, tolerancia a la hol.

tivas al abuso alco- frustracién.

hélica.

INDIVIDUO ' AMBIENTE SOCIAL
Caracteristicas fisio C{rculo cultural,
16gicas y psicolégi-- estrato social, -
cas(condicionadas ge- Consecuencias : profesién y fami-
nética y bicquimica-- desintegracién fami- lia.
mente) . liar, laboral, conduc

ta social desviada.
Con;;EEEEETEET’M
soledad, aburrimiento,
miedo, depresidén, agre
sién,

Fig. 2. Modelo modificado sobre la Etiopatogenia del
alcoholismo (8).



I.a. CINETVIVCA".! befL‘ ."AL‘coﬁ'oL o

El. etanol es un’ componente hab1tual de lakdieta humana,
es producido endégenamente por. la’ flora 1ntest1na1 ,.en.canti-
dades ‘muy pequefids. Cuando es ingerido-se: absorbe por las muce-
.sas: en la gastr1ca en forma lenta y més rapldo a-nivel de la -

intestinal,

El alcohol se absorbe en un 20% a través del “estémago vy
el resto por el intestino delgado, este proceso depende de su
concentracién, los alcoholes més concentrados se absorben mas ,
rﬁbido, debido al pH 4cido del estémago, que facilita su desdo-

‘blamiento y favorece la formacién de agua. :

Una vez absorbido el alcohol se distribuye a los tejidos,
dentro del agua total del organismo, lo que determina la caida
acelerada de la alcoholem{a. )

La distribucién del alcohol en cada uno de los tejidos va
ria mucho individualmente, y depende de su contenido acueso, -
“as{ como del grado de irrigacién de cada érgano que constituyen.

La concentracién hemitica de alcohol alcanza su punto mé-
ximo a los 30-60 minutos de su administracién oral, realiz dndo-
se la distribucifén répida y regular por todo el organismo (10).

El alcohol atraviesa también la placenta, lo que permite
su paso al torrente circulatorio del feto y entre los 60-90 mi-
‘nutos de la @ltima ingesta de alcohol termina su distribucién -

por tode el cuerpo (8,10).

La eliminacién del alcohol comienza inmediatamente des
pués de su administracién, por ejemplo el alcohol procedente -
de la cerveza se metaboliza més rapidamente que el contenido en

bebidas destiladas.



Solo cantidades relativamente pecucfias se eliminan sin mo
dificar a tréves de los rifiones (0.5-2.0%), los pulmones (5%) ,
‘0 a través de la piel. E1l resto del alcohol es metabolizado en
higado, existiendo muchas diferencias de un individuo a otro
(10,11,12).

Por término medio el varén elimina 0.1 g/kg de peso /hr ,
la mujer 0.085 g/kg de peso /hr, ante un aporte elevado de alco
hol su catabolismo méximo representa 400-500 ml1/24 hrs., sin em
bargo existen diferencias raciales con respecto a su elimina-
cién. Tras un consumo prolongado, ciertos alcohélicos pueden in
crementar su velocidad de metabolizacién etilica, a diferencia
de los individuos no alcohélicos (8,13,14).

I.5. METABOLISMO DEL ALCCHOL

El metabolismo del etanol es responsable de hasta un 10%
de las calorias de la dieta humana normal (7.5 Kcal/g), y puede
representar 30-35% del aporte energético del alcohélico, este a
porte es de calorias vacias, es decir sin elementos esenciales,
lo cual unido a transtornos gastrointestinales frecuentemente -
lleva al individuo a la desnutricién (8,10,11,15).

No existe en el organismo un mecanismo de almacenamiento,
ni retroalimentacién para su oxidacién, esto hace que sea la ac
tividad de las enzimas que lo transforman y la disponibilidad

“de sus cofactores los que regulen su oxidacién.

En general del 90-98% del alcohol administrado desapare-
ce del organismo siendo completamente oxidado en higado. Dicha
biotransformacién se realiza en dos compartimentos celulares :
el citoplasma y la mitocondria.

En el citoplasma puede ocurrir en tres sistemas principa-



les, el sistema de la alcohol deshidrogenasa, el sistema de oxi
dacién microsomal y por medio de las catalasas.

Pero estas vias de oxidacién del etanol, su producto es -
el acetaldehido. La principal de estas vias es catalizada por -
la alcohol deshidrogenasa (ADH), que es una enz ima citosélica ,
cuya mfixima actividad aparece en higado.

Como se observa en la figura 3, por accifén de la ADH, el
etanol se transforma en acetaldehido, requeriendo la actividad
de la coenzima dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidado -
(NAD ), el cual es reducido a NADH. _... ...

Se sabe que estos dos productos son responsables de la ma
yor parte de los efectos téxicos y las alteraciones metabélicas

~producidas por el etanol (10).

El acetaldehido formado por este proceso es preferentemen
te oxidado a acetato por accibén de la acetaldehido deshidrogena
sa (ALDH), la cual es también dependiente de NAD+, como se des-
conoce su especificidad absoluta, algunos autores la refieren -
como aldehido deshidrogenasa.

El acetato formado sale al citoscl, el NADH formado por -
esta reaccién de la ALDH junto con el derivado de la ADH, es u-
tilizado en la mitocondria para la generacibn de energia (ATP),
o la reduccién de métabolitos.

El acetato puede ser activado a acetil-CoA y utilizado ya
sea en el higado o en otros tejidos, también se puede incorpo
rar al ciclo de los fcidos tricarbox{licos (C.A.T.), para con
vertirse finalmente en diéxido de carbono y agua (10,12,13,14).

10
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Fig. 3. Fases de bjotransformacién del Etanol (8,10).
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1.6.  EL ETANOL COMO PRINCIPAL COMPONENTE DE BEBIDAS
. ALCOHOLICAS R

. -El alcohol comunmente conocido, su nombre quimico es alco
hol etilico o etanol, es un 1{quido incoloro quemante al pala--
dar.”. Se obtiene por fermentacién de azicares, disociados en al
coholvy CO2 por accibén de levaduras,

Es ‘el principal componente de bebidas alcohélicas, 1lime-
se cerveza, ron, tequila, brandy, whisky, ginebra, sake, pulque
- etc., cuyo contenido varfa en cada una de ellas (19).

El tequila es una bebida destilada, la cual se define de
acuerdo con la norma oficial mexicana de calidad para bebidas -
alcohélicas destiladas como " La bebida alcohélica regional. ob-
tenida por destilacién y rectificacién de mostos fermentados --
con levaduras y preparados con los azlcares provenientes de las
cabezas del Agave tequilana weber, variedad azul permitiéndose
adicionar hasta un 49% de otros azicares, con un contenido en
volumen del 50% de alcohol (40 g%) '.

El agave es una planta xeréfita, que pertenece a la fami-
lia de las agavaceas, existen 5 especies, pero el Agave azul es
el mis empleado.

Esta planta madura entre los 7 y 8 afios, desarrollando pi
flas esféricas de hasta 120 kg, que corresponden al 70% del peso
total de la planta, actualmente es la (nica fuente de az{cares
para la elaboracién del tequila, en la figura 4 se muestra cada

una de las partes del Agave (16,17},

En la actualidad se considera al tecquila y al mezcal como
las bebidas representativas y tipicas de México.

La mayor produccidn de tequila es procedente de los esta-
dos de Jalisco y Nayarit, la industria tequilera consta de 40 a

12



QﬁI;TE

PENCAS

=

MEZONTLE
CABEZA 1

yod
(%4

TRONCON

Figura N° 4, Partes del Agave tequilana (16).



50 compafiias en operacién, que producen mis de 60 millones d¢ 1i
tros anuales, de esta cantidad se exporta mis del 50%, siendo el
principal consumidor los Estados Unidos Americanos (18).

Su elevado consumo en el pais despierta el interés por
comprender los cambios fisicoquimicos que se efectuan en las be
bidas alcohélicas, durante su afiejamiento.

El tequila contiene sustancias acompaiiantes en menor can-
tidad que el etanol, las cuales se forman durante el proceso de
fermentacién, los mis importantes son : metanol, furfural( sus-
tancia muy téxica), aceites de fusel (alcoholes de fuerte -gra-
dudcibn como el alcohol isobutilico, isoamilico, etc.), acetal-

dehido y formiato de etilo.

El contenido de sustancias acompafiantes difiere grandemen

te en cada bebida alcohélica y algunas son fuertemente téxicas.

' La ley de Richarson es vilida para todos los aceites de -

fusel: cuanto mayor sea el nQmero de 4tomos de carbono, mayor

serd su toxicidad, a excepcién dél metanol que depende de su me
tabolito formaldehido (8,13,15).

La mayor parte de las imvestigaciones sobre alcoholismo -
se han telacionado con el etanol, sin embargo en las bebidas e-
xisten mezclas complejas de numerosas sustancias incluyendo al-
coholes de alta graduacién, aldehidos, ésteres, metales como
plomo, cobalto, fenoles, taninos y otros compuestos orginicos e

inorgénicos en pequefias cantidades o incluso en trazas.

La contribucifén de estas sustancias quimicas en los dife-
rentes efectos producidos por la ingesta de estos compuestos ,
puede causar su acumulacién en sangre o cerebro y asi potencia-

lizar su efecto (19).

14



I.7. REPERCUCIONES DEL ALCOHOLISMO

La ingesta de alcohol tiene una gran variedad de conse-
cuencias fisiol6gicas, clinicas, genéticas y socioeconémicas.

' Las consecuencias del consumo inmoderado del alcohol figu
ran actualmente entre las principales preocupaciones de salud
piblica del mundo, ademfs de ser un obstéculo para el desarro--
1lo socioeconbémico de los paises, también representa una carga
importante para los servicios de salud.

En muchas naciones como México, la carencia de estadisti-
cas confiables dificultad la observacién real de los problemas
asociados al consumo de alcohol.

En un estudio realizado por el Instituto Mexicano de Psi-
quiatria, sc determinaron las variables médicas y sociales rela
cionadas con el consumc de alcohol en México, las cuales mostra
rén que durante el periédo de 1975-1983, las bebidas de mayor -
consumo se muestran en la tabla 1.

TIPO DE BERIDA PRODUCCION CONSUMO
MILLONES DE LTS. POR PERSONA

CERVEZA 2,780,522 71,000

. PULQUE 240,000 6,250

BRANDY 125,459 3,250

TEQUILA 41,925 1,090

RON 17,014 - 0,443

Tabla 1. La produccién y probable consumo por persona de
bebidas alcohdlicas en la Repliblica Mexicana (20)

15



Esta tabla muestra que durantc los anas estudzados

ruepa, muy similares a las de los Estados Un1d0

inferiores a las de Francia, Portugal, Italia'y: Espana‘

paises tradicionalmente consumidores de bebldas alcohéllcas

(20,21). : :
Diversas investigaciones epidemiolfégicas, han demostrado
que existe una correlacién positiva entre el consumo por perso-
na y las muertes por cirresis hepitica alcohél:can manten1endo
se constante en las Oltimas décadas.

El consumo de alcohol se incrementé en nuestro pais, pero
no asi las muertes por cirrosis hepética, esta aparente falta -
de relacibn puede atribuirse a que la certificacidn médica de
las defunciones por este padecimiento adolece de grandes limita
ciones, lo que se acostumbra es unir las cirrosis con y sin men
c¢ién del alcohol come primera causa de la enfermeddd, incremen
tandose el error en las elaboracién de las tasas que se emplean
como estimadores del problema (15,20,21). '

La mortalidad es un indicador limitade en México, 1la mor
bilidad 1o es mls , puesto que la sintomatologia que presentan
por el consumo de alcohel, no se detecta en sus fases iniciales
los motivos de consulta en muchas ocasiones se atribuyen a o-
tras causas (gastritis crénicas, filceras, desnutricién, etc.) y
este se registre cuando el problema se presenta en un estado a-

vanzado o critice (21).
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La tasa de problemas sociales asociados con el consumo de
alcohol es elevada v se debe principalmente a bebedores ocasio-
nales que consumen bebidas en forma excesiva, més que los créni
cos, ya que estos Gltimos requieren de cantidades mayores de be
bida alcohbélica para perder el control de su persona.

Dentro de los problemas sociales, se encuentran los divor
cios, los intentos de suicidio, existiendo en dna relacién de
80 suicidios donde el 55% tenia algln vinculo con la ingesta de
alcohol y el 24% restante resultarén ser alcohdlicos los indivi
duos, afin asi la tasa es baja comparada con otrgs, paises vy va
ria entre 3.5 y 2.5 por 100,000 habitantes (21,22).

La morbilidad psiquiatrica, después Jde los transtornos
psicoafectivos, el alcoholismo es un factor causante de suici-
dio con una relacién del 15-23% de los casos (22). ’

Los accidentes y la conducta delictiva y vielenta, consti
tuyen otro problema de salud en México y en parte se presentan
en sujetos con altos niveles de alcohol en sangre, frecuentemen

te bebedores ocasionales.

De una muestra de 1042 individuos estudiados en 1984, que
acudierén a los servicios de urgencias de un hospital y que tu-
vb conocimiento el Ministerio PGblico, 708 presentaban lesiones
por rifias, asaltos y atropellamientos, de este grupo el 18.5% -
estaban bajo los influjos del alcohol, de 334 individuos deteni
dos el 40% estaban alcoholizados, el 97% correspondfa al sexo -

masculino, predominando los jévenes (22,23).

Dadas las condiciones de administracién de justicia en el
pais, 1la poblacién de otros niveles socioeconémicos puede ova
dir con mis facilidad el ser captados por las autoridades, ya -
sea haciendo uso de su poder cconémico y social, acudiendo en -
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caso de lesiones a centros de atencién médica privados (23).
Entre las consccuencias fisiopatolégicas y clinicas, se’
ha observado que existe una relaci6én muy estrecha entre madres
alcohb6licas y la presencia de malformaciones en sus hijos, con
lo que se ha demostrado que el alcohol es un agente teratégeni-
co en el humano e induce el sindrome fetal alcohblico o embrio-
patologia alcohS8lica, que se caracteriza por unavariedad de --
defectos mentales y del desarrollo, habiéndose descrito 25 anor

malidades esqueléticas en nifios con este sindrome.

El sindrome fetal alcohdlico tiene una frecuencia de 1 a-

3 casos por 1000 recién nacidos y es una de las tres principa--

les causas de retardo mental después del sindrome de Down y la-
“espina bifida (24,25).

; No estd claramente definida la dosis minima de alcohol -
en la gestacibén que desencadena este sindrome, pero resulta evi
dente que existe una relacién dosis-respuesta y que ésta ademés
depende de la duracién de la ingesta. La cantidad més baja aso
ciada al desarrollo completo de este sindrome fetal alcohélico-
ha sido de 75 ml de alcohol diarios (equivalentes a 6 cervezas)
y el periodo mis corto de ingestién, las primeras 6 semanas de-
embarazo. (26,27,28).

Es poco lo que se conoce acerca del sistema reproductivo-
de mujeres alcohflicas, pero sc ha observado que produce efec--
tos sobre el nivel hormonal, inhibicién de la ovulacién, decre-
mento de la masa gonadal, infertilidad y una gran variedad de -
alteraciones obstétricas ¥ ginecolégicas, as{ como disfuncién -

sexual (29).
El prolongado consumo de bebidas alcohélicas puede ser un

factor etioldgico en muchas enfermedades gastrointestinales, --
neuromusculares, cardiovasculares y de otros sistemas del cuer-
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po,.y la mujer. puede ser VQlﬁé¥ab16fa“déoskéfectos.

- Por medio del anflisis epidemiolégico se ha visto una co-
rrelacién entre el consumo de alcohol y céncer de lengua, la--
ringe y es6fago, aunque no estf claro si el etanol actfia direc-
ta o indirectamente a través de sus metabolitos, ademfs hay que
considerar que muchas sustancias carcinogénicas como las nitro-
saminas de los colorantes pueden estar disueltas en las bebidas
constituyende mezclas complejas con las bebidas (19,24).

Desde hace tiempo se ha estudiado al alcoholismo desde el
punto de vista genético y gunque se ha visto influencia fami---
liar adin no se conoce el componente hereditario especifico.

En 1967, Cruz Coke y cols. propusieron un patrén de heren
cia ligado al cromosoma X, al encontrar en pacientes alcohéli--
cos y cirréticos una elevada frecuencia de ceguera parcial al -
color, pero ésta hipétesis se rechazé, dado que el mecanismo --
era debido a una severa disfunciédn hepdtica que alteraba el me-
tabolismo retiniano, por lo cual se sigue considerando el alco-
holismo como una enfermedad multifactorial (31).

Al tratar las diferencias raciales se han'visto variacio-
nes étnicas en el metabolismo alcohélico, de tal modo que los -
caucdsicos toleran mas el alcohol, que los indiv iduos de raza -
mongblica, asi como existen cepas de ratones y ratas con una --
aumentada preferencia por el alcohol (30,32,33).

En conclusién, el mecanismo hereditario del alcoholismo -
se desconoce y si bien existen factores genéticos predisponen--
tes los aspectos ambientales juegan un papel determinante, por-
lo anterior, en la actualidad se cataloga la presencia de un --
niimero indeterminado de genes y la participacién desencadenante

del medio ambiente (31,32).
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El alcohol se considera un agente mutagénico, carcinogéni
co y‘tefatbgéﬁico. Para entender los mecanismos y el poder mu-
tagénico de las sustancias quimicas sc emplean métodos citogené
ticos "in'vivo e in vitro", que permiten la examinacibén especi-
‘fica de un tejido, de 1la actividad quimica, dafio cromosémico, y
formacién de intercambio de cromftidas hermanas (34).

I1.8. - INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (I.C.H.) Y
ALCOHOLISMO

El andlisis para caracterizar el dafio producido por sus-
tancias quimicas y fisicas, es una constante preocupacién por -
las consecuencias que puede tener en el hombre y los seres vi-
vos, Independientemente de su via de entrada afectan al orga--
nismo, a través de cambios quimicos que sufren al interactuar -
con las moléculas de mayor importancia biolfgica, como es el
ADN, portador de la informacién genética.

Los resultados de las interacciones de los agentes genotd
xicos con el ADN son muy variables, algunos consisten en lesio-
nes que causan rupturas, sustituciones de bases, enlaces con o
tras méleculas, etc., estas lesiones pueden producir cambios en
la estructura de los cromosomas, causar mutaciones o que- las cé
lulas se transformen en malignas.

El anfilisis para caracterizar el dafio genético producido
por tales agentes se basa en el estudio de las aberraciones cro
mosémicas y de los intercambios de cromitidas hermanas (I.C.H.).

El estudio de los I.C.H. permite conocer las respuestas
celulares ante agentes que lesionan al ADN y come su nombre lo
indica, son intercambios se scgmentos simétricos y equivalentes
entre las cromdtidas de un mismo cromosoma (35).
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El1 I.C.H. fud descrito por primera vez: por Taylor en 1958
mediante el anflisis autorradiogrifico de células cultivadas en
la presencia de timidina tritiada. Actualmentc es mas fdcil de
tectarlo gracias al desarrollo del método de tincién diferen---
cial de las cromdtidas hermanas, propuesta por Goto y cols., el
cual permite visiualisar los T.C.H's, adn cuando el segmento in
tercambiado sca muy pequefio (35,36,37).

Este método se basa en la incorporacidn de andlogos de ti
midina como la 5-bromodesoxiuridina (BrudU), en por lo menos --
dos ciclos de replicaciédn del DNA, precedida de tincibn con --
Hoechst 33258, luz negra e incubacién a 65°C en solucién salina
citratos ¥ tefiirlos con giemsa, de esta manera la tincién os -
permanente y analizable al microscopio de campo claro (36,37).

La formacién del I.C.H. obedece al modelo de Watson y --
Crick en 1957, en el cual las dos cadenas complementarias de --
DNA se separan y cada una de ellas sirve como molde para la sin
tesis de una nueva, resultando dos moléculas iguales (38,39).

En los dltimos afios se han propuesto modelos que explican
como ocurre este fenémeno, el mis aceptado fué propuesto por --
Painter en 1980 y se basa en los descubrimientos realiz ados por
Cook y Brazell en 1975, quienes identificaron a la subunidad en
rollada o replicén como responsable del control de la replica--
cién (39,40-42).

Painter propone que el DNA contiene agrupamientos de re--
plicacién los cuales se van replicando alternativamente siguien
do 1la horquilla de replicacidén, &ste evento se ve afectado por-
agentes que dafian al DNA, ocasionando que la replicacién se de-
tenga o disminuya su velocidad, mientras que un agrupamiento se
replica completamente otro lo hace incompletamente ocasionando-
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que se rompa la doble cadena, una ve*'conc1u1da la repllcac16n
Después que la cadena se rompe cx1ste un16n ‘entre 1mbas-

cadenas la hija de un agrupamiento - repllcado,
' 'muestrqle ’las T

madre ‘de un agrupamiento no repllcndo, como’s

figuras 5 y 6.

La evidencia de que el 1.C.H. se realiza}comb se mencioné
por medio de la incorporacién de BrdU ocasiona que:lasvhebras-
madres de ADN conserven sus caracteristicas originales -y las he
bras hijas incorporen el compuesto, &sta evidencia se obsewa -
.en cromosomas en segunda divisién celular, los que poseen una
cromiatida que incorpord el anflogo y otra que no lo hace o in--
cluso fragmentos de ADN que pertenecen a la otra cromitida como

se muestra en la figura 7.

Actualmente para la incorporacién de BrdU, existen siste-
mas " invivo e in vitro ", los cuales fuerén introducidos por
Bloom y Tsu, ambos tienen ciertas ventajas. Los sistemas ' in
vivo " son muy utilizados porque simulan claramente el efecto -
de los agentes genotéxicos y permiten que estos sean activados
o inactivados metab8licamente, ademis proporcionan una gran va-

riedad de tejidos a examinar (35,43-48).

Para evitar la répida degradacién y deshalogenacién de la
BrdU en higado, se han desarrollado diversos métodos como @ in-
yecciones mltiples intraperitoneales, infusiones intravenosas,
implantacién de tabletas de BrdU simples, cubiertas con agar, -
parafina o combinadas con colesterol, suspensiones de carbén ac
tivado o con aceites vegetales, etc., con el fin de lograr una
mayor sensibilidad a la técnica e identificacién de I.C.H's , -
para que sea un pardmetro confiable en los estudios de genotoxi
cidad (43,44-49).
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Figura N° 5.

Modelo propuesto por Painter, en donde se mues
tra a las unidades de Teplicacién divididas -
por circulos y su segregacién. Esté modelo ex
plica los efectos de los agentes que causan da
fio al ADN, afectando a los agrupamientos de re
plicacién o clusters, a la derecha se observa

un agrupamiento no replicado, a la izquierda -
uno completamente replicado, mientras que al -
centro se encuentra bloqueada la progresiédn de
la horquilla, replicandose parcialmente el --

agrupamiento (41)}.
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Figuré N° 6. El diagrama muestra la formacibn del inter
s cambio entre la nueva cadena que se forma
del agrupamiento replicado y la cadena ma-
dre del agrupamiento no replicado , que se
acomparia del rompimiento de la doble cade-
na y la unién posterior para completar el
intercambio de cromitidas hermanas (42).
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Incorporacién de 5-BrdU durante la sintesis de ADN
las flechas representan las cadenas de ADN y con -
una linea quebrada las cadenas sustituidas. A la
derecha metafases de médula ésea de ratén con tin-
cibn diferencial correspondiente a las carateristi
cas de sustitucién de BrdU por uno, dos y tres ci-
clos de divisibén, donde se puede observar que las
cromitidas con dos bandas sustituidas por BrdU se

tifien levemente. 25



Desde el punto dc v ‘tA'mutagénico sc ha demostrade 11 --

tejldDS humanos
crcmcnto~~ 1gn1f1cat1vo

e iq‘qxidacién del alcohol e -

'(58~60)

En nifios. con el sfndrome fetal alcoh6lico no se ha obser
vado una elevacibn en las aberracicnes cromosbmicas, por lo que
sc ha discutido la posibilidad de una supresién inespecifica --
Vdci RNA y consecuentcmente de sintesis protéica en el desarro--
1lo embrionario, como causa del sindrome (59).

Como hemos visto muchos de los efectos se han estudiado -
principalmente con el etanol, sin embargo las bebidas alcohfli-
cas tienen otras sustancias que pueden contribuir a los diferen
tes efectos encontrados en el alcoholismo, por los que es nece-
sario estudiar tales bebidas, as{ como sus diferentes fraccio--
nes que las constituyen (fraccién volitil y residuos).

Estudios genotéxicos referentes a las fracciones alcohbli,
cas de algunas bebidas, realiz adas en Salmonella typhimurium --
TS100 por el método de Ames, han demostrado una variable capa--
cidad mutagénica en muestras de whisky y brandy de diferentes -

paises de Europa y América (62,63).



,oqucpzlcallzalén el estudio mutagénico

: “con- los re51duos del- brand hhisky por. el método de Ames, com
I 'probandose’con este_estud10 que ‘1os residuos son mutagénicos ,
n ‘presenciaide un actlvador metab6lico (mezecla S9) la mu

“itagen1c1dad\se‘reduce o-inhibe totalmente (63).

T Obe Y- cols., al investigar los residuos de las bebidas al
l coh611cas y . su induccién de intercambios de cromitidas herma-
,Anas en linfocitos periféricos humanos in vitro, encontrarén una
"féshﬁestn dosis-dependiente, a dosis altas se -‘induce hasta ,61 

doble de la tasa esponténca de I.C.H"s (64). ’ -

En lo referente a nuestro pais, no se ha llevado 'a+ cabo
ninglin. estudio genotéxico en relacién con las bebidas alcohdli="
cas producidas y consumidas en México. ) B

En- base a lo anterior y a los antecedentes ya mencionados
sobre toxicidad y dafio clinico provocado por la bebida completa
y sus diferentes fracciones considerando el alto consumo y pro-
duccién de tequila, se decidib realizar este trabajo, para eva
“luar los efectos genot6xicos de los componentes volitiles del -
tequila "in vive" , ya que este trabajo constituye parte del -
proyecto en el que también se estudiardn los residuos y la bebi

da completa.



1, O0BJUETIVOS

El objétivo'prinéipalfde este trabajo es :

Evaluar el potencial mutégenico’de la fraccidn alcohb
lica del tequila, en médula. ésca de ratén, empleando como
parametro a la frecuencia de intercambio de cromitidas --

hermanas (1.C.H.). -

Como objetivos particulares se tienen

a) Obtener la fraccién alcohblica del tequila por desti-
lacién. .

b) Determinacién de la dosis letal media (DLSOJ de la --
muestra alcohblica, en ratones.

c) Evaluar si la fraccién alcohblica obtenida es capaz -
de incrementar la frecuencia de intercambio de cromé&-
tidas hermanas en médula ésea de ratbén, después de un
tratamiento agudo y establecer curwvas dosis-respuesta

d) Caracterizar su efecto sobre la proliferacién celular

e) Con lo anterior colaborar en la determinacién del po-
tencial mutagénico del tequila.
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1il. MATERIAL Y METODOS:

I1I.1. MATERIAL BIOLOGICO

El estudio genot6xico se realizé in vivo, para lo cual se
emplearén ratones machos de la cepa NIH(SW), con un peso de 20-
25 g, Para la determinacién de la dosis letal media, asi como
para la técnica de intercambio .de cromdtidas hermanas, se em-
plearén ratones de la misma cepa y peso promedio.

III.2. OBTENCION DE LA FRACCION ALCOHOLICA'DEL TEQUILA

En el presente tabajo se analizé el tequila blanco, qhe -
se compré directamente en el mercado.

Los envases se abrierén antes de inciar su destilacién pa
ra evitar alguna modificacibn en su composicibén y estudiarla en
las condiciones que se ofrece al pGblico, esto es con el fin de
disminuir las diferencias ya existentes aln dentro de un mismo

lote.

Para lograr la separacién de los componentes veolitiles de
los no volatiles, se realizé el proceso de destilacién simple a
una temperatura de 70-78°C, la fraccién obtenida se le denomind

fraccibén alcohdlica del tequila.

Las caracteristicas fisicas de la fraccién alcohdlica al-
cohélica del tequila as{ obtenido fuerén : sustancia incolora,
sabor ardiente, olor carateristico, densidad 0.815 g/ml.

Por litro de tequila destilado (tequila blanco), se obtu-
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e1°36.48 de -

vé, la fraccibn alcohéiicé»vol&;il_quc céhstrfu)
la bebida total. =
Posterlormente se efectué un anallsl

preeliminar/para.-
tratar de-identificar los companentes de. 1 i6n-alcohélica .

I11.5. DETERMINACION DE L

racc1on alcohéiicd ‘b

La dosis letal media (ULSO) deila
10§ an1males

tenida se determino experimentalm
se mantw ieron sin alimento, 'n

hrs ntes‘de adm1n15¥ 

trarles la mezcla alcohblica.

Se mantienen sin alimento los.animales debido a’quéxcbﬁ -?:
el estémago 1leno desciende considerablemente la velocidad de -
absorcién y por accidn de liquidos la pared muscular del estéma

p

go ve limitada su funcién, con lo cual demora el vaciado gastri

co perdiendose parte del alcohol.

Se pesardn y marcaron los ratones para distribuirlos en 6
lotes, de 6 ratones cada uno, con el objeto de valorar las si-
guientes dosis : 6.52, 7.82, 9.12, 10.42, 11.72 y 13.04 g/kg

de peso tomando como referencia la DLSO del etanol.

La via de administracibén fué oral, empleindose una sonda
metélica, que se introdujo aproximadamente 2 cm en la cavidad o
ral. La DL50 se calculbd en base a 10s resultados obtenidos a
las 48 hrs después de la administracién oral de la fraccién al-
‘cohblica del tequila, manteniéndose los animales en observacidn

durante una semana.




I[I1.4, EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE- INTE CAMBIO DE
CROMATIDAS HERMANAS (I.C.H.) -

Se empled la metodologfa modificada d
que consiste en la claboracién de tabletas

parcialmente con parafina (64).

a) Elaboracién de tabletas de Srﬁrom
(5- Brdu). o

Se pesarén 50+ 2 mg de 5-BrdU; se colocéd dicha sustancia
en el conducto. central de un dado metiliéo, e intrqduciéndose -
un punzén con una presién de 40 kg se obtw ieron tabletas com--
pactas de 0.46 cm de diametro y 0.18 cm de altura.

Cada tableta se sumergié en parafina (P.F. 56-58°C) pre--
viamente fundida a 60°C, cubriendose aproximadamente 70-75% de
la superficie de la tableta. Dicha cubierta se dejé solidifi--
car y las tabletas se protegieron de la luz y la hlmedad en un

desecador hasta su empleo.
b) Implantacién subcuténea de las tabletas de §-BrdlU.

Los ratones empleados se mantuvieron con agua y alimento
Ad 1libitum antes y después del experimento. Fueron distribuidos
en 8 lotes de 5 ratones cada uno, previamente pesados y marca-
dos.

A cada ratén se le anestesié con éter etilico y se le --
practicé un corte de aproximadamente 1 cm, en la regién postero
dorsal cercana al muslo. Se introdujé la tableta dentro del -
idrea subcuténea, suturando la incisién con una grapa quirfirgica
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c)"“Administracién de la fracci6n a1éph61ié5‘dei.téduilq,

. La fracc16n alcohblica del thu11a se. mantuvé en.: rcfrxgcfﬂ

da para obtener las siguientes d0515 a valor
1.64, 2,30, 4.60 y 6.90 g/kg de peso,: tomand
la DL50 calculada para la fraccién alcohéllca lite
via de administracién fué oral, una hora despucs de ‘1
cién -de la tableta de S5- BrdU. ; :

d) Obtencidn de cromosomas de médula éécé;fémofa111‘

7 Los animales  sc mantw 1eron vivos 24 hrs, a“las Z’ hrs ‘se
les administré una solucibn de colchicina (5 mg/kg de” peso
via intraperitoncal, para detener la diviisién celular.’

Dos horas después se sacrificarén por dislocacién cerv

cal y los restos de las tabletas se recuperardn para determlnar

el porcentaje de 5-BrdU liberado.

Se obtw ieron ambos fémuvcs,eliminandose el tejido muscu-
lar y tejido conectivo que rodea al hueso. Se corts la parte -
media de la epifisis y se extraié la médula ésea con una jerin-
ga que permite el paso de la solucién hipoténica (KC1 0.075 M.a .
37°C). La médula ésca se dispersé en 8 ml de la misma soluc16n;

hipoténica y se incubd a 37°C por 25 min.

Después de este tiempo se centrifugarén las- células ‘a. ~?f
1500 rpm, durante 10 min., eIlmJnéndose la soluc16n h1pot6n1ca

una vez concluida 1a centrifugacién.
El botbén celular se fijé en 7 ml de soluc16'
mezcla de &cido acético-metanol (1:3}, durante’ 2



Se centrifugifqn durante 10 min a 1500 rpm y se eliminé -
. el sobrenadante,“éstc paso s¢ repitié en dos ocaciones mis, fi-
jéndose las células durante-10 ¥ 15 min. respectivamente.

Se hicieron las preparaciones en portaobjetos limpios y -
descngrasados céﬁ ctanol al 96%. Estos se humedecieron en una-
solucién de etanol 50% frio, y se flamearon ligeramente después

de dejar cacr tres gotas del material celular. '

e) Proceso de tincién diferencial para I.C.H.

La técnica corresponde a la descrita por Goto y cols., -~
:con algunas modificaciones (37).

Después de elaborar las laminillas, se efectu6 14 t1nc16n'“

jd1fercnc1a1 con el colorante fluorocromo bishenzimida Hoescht
33258 (50 mg/50 ml de agua destilada), durante 40. m1n

‘Transcurrido el tiempo las laminillas se 1avan co
destilada, secéindose 30 min a 60°C. e

Las laminillas se colocan sobre un soporte de_acrii,co;‘-
poniendo sobre cada una de ellas buffer de fosfato-citrafﬁ;ipﬂ-,
7.0 colocando un cubreobjetos, y en éstas condiciomes se expo--
nena la lémpara de luz negra, a una distancia de i;s cm., duran -
te 40 min. ‘ .

Concluido el tiempo se quita el cubreobjetos y se elimina
el resto del buffer al lavarse las laminillas en agua destilada

Se secan a 60°C por 20 min, posteriormente se colocan en-
una solucidn de 2XSSC (sol. salina-citratos), en un vaso coplin
a 60°C, por 20 min.

Se lavan y se sacan a 60°C por 10 min.

Finalmente se tifien con el colorante giemsa al 4% durante
10 min., se lavan y se secan a temperatura ambicnte.
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£) ObserabfbﬁEs.‘

,das

, d1\1s10ncs celuli
al azar, por dos

- 'Para la “evaluaci

nomogrifico de L1tchf1el 3 11coton Y ‘el metodo Log1t de Berk--
son, modlflcado por Lehman eI cual consiste- en :

i) Organizacién de 'los ‘datos.

Se dispone de once columnas de la A a la K y tantos renglo
nes como dosis probadas, sin incluir dosis que produjerén efecc--
tos del 0 6 del 100% de muerte.

ii) Ponga 1as dosis empleadas en A, el nilmeroc de animales
_probados (n) en C y el nlmerc que reacciond (r) en D.
Corv iene que las dosis sc expresen en unidades mayores de

1 6 mencres de 10.
iii) Calcule el valor de E,F,G,H,I1,JyK

iv) Graficar los datos. Se realiza sobre papel milimetri-
co, disponiendo del eje de las abscisas con un rango adecuado pa
ra cubrir los valores de B y el eje de las ordenadas, marque el
cero a media escala ¢ indicar los valores de H.

En general basta de ir de -2 a + 2, graficando los valores

de x contra § para cada dosis (65,66).



g) Tratamiento Estadistico.

Para 1la DLsu se emplean los logaritmos de las dosis, pard
obtener una curva dosis-respuesta sigmoidea simétrica, por el -
método de Litchficld y Wilcoxon, pero con el método logit de --
Berkson sc obtienc una recta, por lo que sec cfectfia un andlisis
de regresién lincar de la recta A vs. x para poder estimar los-

cocficientes de regresién.

Se utilizé la prueba de U de Mann ‘Whitney y el andlisis -
de varianz a para determinar si. CXlStla d1ferenc1a significativa
en la frecuencia de 1.C. I{., entre’las d0515 empleadas y el ccn—'

trol negativo,

Pra 1la cinética‘,wcc_rituld : p»rlieBta..dé"Chii- cuadra

da (x2).
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IV.. RESULTADOS

1v.1. OBTENCION DE LA FRACCION ALCOHOLICA DE? TEQUILA.

La fraccién alcohblica obtenida, se le efectué un anéli
sis preeliminar por cromatografia de gases, identificédndose los
siguientes componcntes : etanol, metanol, acetaldehido, propa-
nol, alcohol iscamilico y acctato de etilo. 7

Se decidié analizar los componentes volitiles que consti-
‘tuyen la fraccién alcohdlica del tequila, esto tiene como fina-
‘lidad determinar si estd sufre alguna modificacién en sus compo
nentes durante la destilacibén y saber cual de ellos es el de ma
yor toxicidad.

Se ha reportado que las bebidas alcohbé§licas sufren modifi-
caciones durante el proceso de destilacidn o durante su afieja---
miento, por esté resulta importante conocer los cambios fisico--
quimicos que se producen en las bebidas alcohblicas.

1v.2. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLSO)'

Se evalub el porciento de mortalidad producide por cada’
una de las dosis evaluadas de la fraccibn alcoh6lica del tequila
los resultados se muestran en la tabla 2.

E1l calculé de la dosis letal media DL.,, se logr6 utilizan
do el método grafico-nomografico, que emplea la relacién dosis--
respuesta expresada como ¢l logaritmo de la dosis, en relacién -
al porcentaje de la poblacién muerta con la fraccién alcohdlica

del tequila administrada (71).
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TABLA No.2

Dosis Letal Media ( DLS0 ) inducida por la fraccidn aleoholica

del tequila, en ratones cepa NIH ¢ SW ), via oral.

00s1S ANIMALES ANIMALES ANIMALES X ANIMALES
ml/g g/kg POR LOTE MUERTOS vivos MUERTOS
0.20 652 6 0 6 0.00
0.2 T.82 s 2 4 33.33
028 9 6 3 - 3 50.00
032 10,42 6 4T e O s
0.36  1L72 6 5 B 83.33
0.40  13.02 6 ‘_ ' BT R =0 100.00
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Fig. 8 Método Grafico-Monografico de Litch-field y Wilcoxon,
para la determinacion de la DL50 de la fraccion
alcohdlica del tequilla, Via oral en ratones macho
NIH(SW), DL50:9.12 g/kg de peso.
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TABLA No.3

e

inacicn de 1s cosia letal media ¢ OISO ) , por ¢) swtoda Logst de Berkenson,

woditicedo por Lehaan de I8 frecciin sicorslica del tequils wn ratones, via orsl.

A 1] c o E ' G L3 t ] L4 i
L1 x=in ODosis n L3 perin qeli-p pla 1ein pta x 1 =l i
L 0.8734 4 2 0.1333 0,8847 0.49%9 +0.4932 0.7643 0.480% +0.8068 i
2.8 1.029 [ 3 0.5000 0.5000 1.0000 2.0000 1.0800 70,0000 0,0000 )
3.2 1,783 L] - L] 0.4686 0,333 1,999 0.6928 1.3528 0.4000 0.8057

3.8 1.2609 4 B 1 0.8133 0.1847 4.9 1809 1.6407 28892 2,0610
LR Sz = 4,389 She 2% . v v, 608 LT N 1) L N1} sal » 2,33

01087 L D008 R : 1 v a0

{50 = 18,91 S Tr sl wdsen

r = D029 © e G819

P » fraccion que no responce

q ¢ fraccion que response

&« mmero de anisales probados

T % fumro de animaies que reaccionan




Se dcterm1n6 el valor de DLSO tra-an  1£nca vertical
desde el punto del 50% de mortalidad, ,hgs

dosis, como se muestra en-la -figura .8, obte

‘rcsnond1cnte

9.12 g/kg de peso.

Se aplicé también el método Logit.de Befkeﬁson; el cual -
consiste en la transformacién de la cufva]dd&is~%e$pucsta obte-
nida por el método anterior, en una Iinea;rc¢ta a paréir de los
datos calculados en la tabla 3. L '

Se gréfica respuesta contra el-logaritmo de la dosis, don
de el logit para p, se define como. 4 = 1n p/q, corresponde p ‘a
la fraccién que responde ¥ q a la fraccién qué no responde an-
te la dosis administrada de fraccibn alcohblica de_thuila, el
valor de DLSO se da cuando se intercepta en-la grifica de
contra x, es decir p=q (50% muere y 30% no'muere)) el valor de
f=1n1=0, por lo tanto 1la DL-O seré aquel valor de X, pab'
ra el cual £= 0, como se muestra en la graflc

En ambos métodos se obtiene el
de peso, via oral. :

1V.3. EVALUACION DE LA FRECUEVCIA DE INTERCAMBIO DE
CROMATIDAS HERMANAS ( I.C.H. )

Para evaluar la frecuencia de I.C.H., se analizé la incor
poracién de la 5-BrdU, que en promedio se liberé el 80% de cada
tableta, lo que permitié la observacibn de metafases con tincibn
diferencial valorable, en cada una de las dosis cvaluadas.

La frecuencia de I.C.H., se analiz§ en 125 metafases de -
2a. divisién celular, con tincién diferencial valorable, para -
cada una de las dosis empleadas.
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Dosis Letal Media
Berksan-Lemman

1:inpfa

DL50:1=0

i

. |
1.0 2.0

= in dosis

Fig.g Grafica para la determinacién de fa DLSC de la
fraccion alcohdlica del tequila.
Método Logit de Berkson-Lemman, via oral en
ratones macho, NIH{SW), donde p = fraccién
que responde y q = fracgién que no responde.
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Los resultados se muestran .en labtnblé:AB"doﬁﬂ;lse:pbéggk‘.
va un leve incremento en la frecucﬁci' ' ‘ T
c16n con el testlgo negativ o, que mu
20 T.C.H.'s.
Estos incrementos fueron. cstadr

con la prucba U de Mann hhxtne
una p (0.05 y una p<0.01, par:
tos se muestran cn la :hbla‘s

grédfica en la figura 10. Al cfectua
linear de la grifica, se obtiene un coe :
r=0,85, cuya ecuacién es v=0.549x 416157,_16 que“iﬁaicé7que la-
mayor parte de puntos cae sobre la recta, Tl

Para determinar el efecto de la fraccién alcohblica del -
tequila sobre el ciclo celular, en médula 6sea de ratbén, se ana
lizaron 100 metafases al azar, cvaludndose cl porciento de las-
las., 2as., 3as. & subsecuentes divisiones celulares en éada --
una de las dosis, comparando los resultados obtenidos con los -
valores del grupo testigo, en el cual se emple§ un mutfigeno co-
nocido que incrementa la frecuencia de I.C.H. e inhibe el ciclo
celular , los resultados se muestran en la tabla 6.

~ Se observé poca diferencia entre las dosis estudiadas y -5
el testigo positive (Mitomicina C, MMC), ya que disminuye el --
nlimero de primeras divisiones cn las dosis més altas y se incre
mentan las terceras divisiones, sin embargo al evaluarse estas-
diferencias a través de la prueba de Chi- cuadrada (XZ) éstas no
son estadisticamente significativas.
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TABLA  4a,

PRUEBA U OE MANN - WHITNEY

TESTIGO RANGOS DEL TESTIGO DOSIS D RANGOS DE LA DOSIS

NEGATIVO . NEGATIVO ¢ 0.32 g/kg ) ol
5.04 3 5.68 5
3..8 1 5.00 2
5.76 6 6,00 7 T
5.56 I 8.4k
6.16 S 6.12

R1-= 23

CESARROLLO,
a) Ordenar los valores de las muestras en orden creciente conservende cada valor
dentro de su propia muestra ( los valores dados en el testigo como en la  dosis 1
son los correspondientes al nimero de intercarbios  de cromitidas hermanas

-
observados en cada ram’n, por 1o que n representa el numerc de ratones empleados ).

b) Efectuar la sumatoria de los rangos R1 y R2 .
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' c):Aplicgr 1a§'siguientés;fﬁrmqlasf: -

Resolviendo para U, ,.tcnéhOSj:
U, = (5)7(8) 45 (54 1) '“;?é'

los valores para U, , estd tendra un valor-de U,"

d) Una vez-calculada cualquiera de las dos U's , se verifican
los resultados al calcular el valor de u', donde :

Ut =n . n, - U { el valor de U es sustituido por'cualquie?
ra de los valores calculados anteriormen-
te), sustituyendo para U1

ur =8

e) Comparar el menor de los valores calculados de U 6 U', con el
menor de los valores criticos de las tablas de U, para los ta
mafios de muestra dados por n, y nz,ensu correspondiente -
nivel de significancia « < 0.05.

- 8f, el valor calculado es menor que el valor critico de ta-
blas para la prueba de U, se rechasa la hipbtesis nula, es de
cir Ho : g4y =M , , aceptdndose la hipftesis alterna Ha ,

Ha : ) #;Jz , ﬁor lo que existira diferencia significativa

entre la dosis evaluada y el testigo negativo.

En este caso se compard la frecuencia de I.C.H. del testigo -
negativo v 1la Dl’ observandose que el menor de los valores de
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de U'es 8, comparado con los valorcs CTlthOS:dC las tablas,
para,:nl Z5 ¥y '"Z = .5 , el n1ve1 de 51gn1f1canc1a entr Y

U's es o > 0,05, .. S

Se acepta la Ho y no existe diferencia sipgnifica -
tiva entre las dosis probadas.

Estos mismos cAlculos se efectuarén para cada una de.las do--
$is evaluadas, compardndolas con el testigo negativo, encon--
trandose significancia a partir de la tercera dosis, como. se
muestra en la tabla 4b, con un nivel de significancia«¢ 0.05.
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TABLA Sa.

Anatisis de Varianzs para el disefo completamente sl arar

FUENTE ' BE - VARIACION GRADDS  OE SUMA DE CUADRAGOS CUADRADOS
F.v. LIBERTAD MEDIOS
TRATAMTENTO T -1 SCRY = S_ X5 r-c o [CMIR =
=1
|
}
ERROR tolr- 1) SCER = SCTL .- SCIR SCER
- CHER 2 ovecevois
[ KOS PES
T0TAL E

G = ( GRAN 10TAL ), ¢

= f %3

€= FACTOR DE CORRECCION , C=G/ (r .t}
Xt = TOTAL DEL {-dsimo TRATAKIENTO.
t r
SCTL = SUMA DE CUADRADOS TOTAL, SCTL = 3 ) Kij ~¢
st j=1
t
SCIR = SUNA DE CUKDRADOS DE TRATAMIENTOS, SCTR = D i/ r - ¢
=
SCER = SUMA DE CUADRADOS OEBIDO AL ERROR,  SCER = SCIL - SCTR
CHTR = CUADRADO MEDIO DE LOS TRATAMIENTOS, CMIR = SCIR /g.l.
CHER = CUADRADDS WEDIOS DEL ERROR, CHER = SCER / g.i.
F.C. = F CALCULADA, F = CMRT / CWER .

fa F de tsbles, se busca

en tablas de distribucion F .

= nlmero de dosis

r = ndmero de 1.C.H. por. catdn,

ta hipotesis nuia Ho se rechata, sf F calculads > F de tsblas, par lo gue existe

evidencia estadistica al

nivel de significencia que sea establecido ¢ 5% o 1% ).
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TABLA S8,
Andlisis de varianze Prueba F . para la frecuencia de
Intercambio de Cromitidas Hermanas inducidas por la fraceion

Alcohdtica det tequila, en médula dsea de raton.

FUENTE DE GRADDS DE SUMA DE CUADRADOS F . f

VARIACTON L1BERTAD CUADRADOS MED! 05 CALCULADA TABLAS,

TRATAMIENTO ] 84,2426 16,040 8.3722
ERROR 28 46,9567 1.677

TOTAL 34 1311993

* Significancia con p < 0,05

** significancia con p < 0.01
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Intercambio de Croméatidas Hermanas

1 2 3 4 5 6 7
DOSIS (g/kg).

Fig. 10 Frecuencia de intercambio de cromatidas
Hermanas (I. C. H.) inducidas por la fraccién
alcohdlica del tequila, cuya ecuacion es
y=0.549x + 6.57, con un coeficiente de
correlacion r=0.85.
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Se calculé también el Indice de Replicacién (I.R.), en el
cufl se observé una tendencia a incrementarse moderadamente a me
dida que aumenta la dosis, mientras que el Ticmpo Promedie de Ge
neracién {T.P.G.) calculadé no muestra diferencias significativas
en ningfna de las dosis y en comparacién con los testigos.

En 1a figura 11, se muestran metafases en la. y 2a. divi--
sién celular , diferenciandosc por su tincién diferencial que --
presentan y se muestra también la presencia de intercambios de -
cromitidas hermanas en una metafase de 2a. divisidn.
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s

Efecto de la Fraccion Alconblica del tequila sobre la
Cinética Celular, en médula dsea de raton.

TABLA 6.

. DosIS PROLIFERACION CELULAR 3 LR TP G x2
ml/g g/kg 1 2 3 [ hrs. ) '
0.00 0.00 29 67 4 175 12,57
0.010 0.32 3 65 12 1.53 14.37
0.0 0.9 2 6 9 19 11.76
0.050 1.64 16 /) 2 12.24
0.070 2.30 18 67 15 12,18
0,140 4.60 21 68 X 12.63
0.210 6.90 28 6 5 12,43

M.H.C. i

0.38 g’ 19 2 0 S - 18.18

x 1. R Indice de Replicacion. ’\:'v‘

* & T.P.G. : Tiempo Promedio de Generacion. : ;




- Figura N° 11. Metafases de médula Gsea de ratén tratados

con la fraccién alcohblica del tequila, en
la. y 2a. divisibén celular.
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"1, Se reallzé un anéllsl ,cunlltat vo poricromntogra£1a
de ‘gases para 1dent1£1car los" componentes volﬁt11es que consti-

tuven a la fraccién alcoh611ca obtcnlda durante la destllac16n.

Identificandose con este estudio Gnicamente ‘siete compo--
nentes_ (etanol, metancl, acetaldehido, propancl, alcohol isoami

“‘lico y acetato de etilo), de los 11 reportados por Manjarrez y

“cols., en ambos casos el ctanol, es el componente que se encuen
tra en mayor proporcibn (66).

Son pocos los estudios que cuantifican el contenido de -
congéneres en las bebidas alcohflicas, siendo necesario se efec
tuen, ya que las investigaciones mis recientes de los efectos -
del alcohol han sido concernientes a los constituyentes volati-
les y no volitiles de las bebidas alcohélicas, debido a que la
gente no bebe etanol purc, sino una gran variedad de sustancias

orginicas e inorgénicas.

Otros estudios muestran que el contenido de congéneres en
las bebidas alcohélicas comerciales varia afin dentro de un mis-
mo lote de produccidén y esto se atribuye a los diferentes efec-
tos que causa al individuo (19,62,63).

2. Determinacién de la Dosis Letal Media (DLSO)'
Se efectubé la determinacidén de la DLg,» basandose en la ex

periencia cientifica de 1las {iltimas décadas y los requisitos pa-
ra 10s ensayos toxicoldédgicos que se han incrementado para la de-



terminacién -de los efectos mutagénicos y carcinogénicos.

El significado de la determinmacién de 1la DLsg’ ne es un -
valor fijo, sino-indica la presicién del procesoc el cual depen-
de ‘del nlmero de -animales utilizados y estd influenciado por mu
chos chtorcs tales como especie animal, género, edad, sexo, -~
dieta, privacién de dlimento previo a la administracién de la -
dosis, temperatura, enjaulado, procedimientas experimentales.

Existen varios ensayos con los cuales puede ser determina
do un valor aproximado de 1la DL50 , en este estudid se efectua-
rén dos métodos obteniendose con ambos el mismo valor de DLSo i
9.12 g/kg de peso. Estos métodos utilizan un menor ndmero de a-~
nimales que la determinacién clésica de Dlgy » ademds son més -
sencillos de calcular y en caso del método Logit de Berkenson -
permite hacer un andlisis estadistico en forma comeniente.

Su precisién y reyroduéibilidad son suficientes para los
propdsitos de este estudio, lo que permitié 1la seleccidén de 1las
dosis a utilizar en el experimento de I.C.H. (65,66).

3. Evaludcidn de la frecuencia de I.C.H.

La seleéciéﬁ de dosis de fracciédn alcohélica del tequila -
incluye dosis mayores para incrementar la confiabilidad de los -
resultados de I.C.H.

" Los resultados al evaluar las diferentes dosis de fraccién
alcohSlica del tequila mostrarén un incremento total de 4.3 --
1.C.H's., por arriba del valor basal obscrvado en el testigo ne-
gativo, siendo este incremento estadf{sticamente significativo ,
con una p<{0.05 empleando el andlisis de varianza.
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Observindose con laﬁpr§ba Ude MannzWhitney. ~dud;e§;5:f‘ _
e 1.64 g/kg

significancia se da a partiride:ilaitercera dosis
de peso, con una pg« 0.05:

Nuestros rosultados 1nd1c Ta fraccién obtenida es -
mutagénica y en comparacidn’ con otras imestigaciones efectuadas
a diversas marcas de brandys y: whlskys japoneses, escoceses, -
franceses, americanos y canadicnses, en los cuales se andlizo 1la
fraccién volatil y los residuos, empleando el método de Ames en
Salmonella typhimurium TA100 y TA98, considerando &stas como mu-
tagénicas, al incrementarse el nbGmero de rcvertantes espontaneas
(61,62,70).

Todas las muestras mostrarén mutagenicidad, pero al adicig
nar la mezcla S9, que es un activador metabblico, esta mutageni-
cidad se inhibe, obteniéndosc resultados similares con diferen--
tes muestras de la misma botella (62).

Son pocos los estudios realizados en mamiferos que evaluen
1a mutagenicidad de las bebidas alcohélicas, generalmente se em-
plean cultivos de linfocitos humanos, de pacientes alcohblicos o
se trabaja con bacterias. Se ha reportado gue algunas bebidas re
gquieren de activacibn metab6lica para mostrar su efecto mutagéni
co, por lo cual nosotros empleamos un sistema in vivo, donde se
manifestard el efecto que tiene la fraccidn alcohblica del tequi

la al ser metabolijzada.

Se ha dado mucha atencién a la relacibn causativa entre el
consumo de bebidas alcohflicas y sus diversas manifestaciones ci
togenéticas en el humano, ya que imvolucra la presencia de abe
rraciocnes cromosdmicas e incremento en la frecuencia de I.C.H's,
en estudios comparativos entre alcohdélicos y no alcohblicos, asi
como la incidencia de céncer humano, existiendo debate entre si
el etanol actéia como iniciador o promotor de la malignidad.
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Se tienen muchos estudios al respecto, donde claramente -
se ha demostrado que el consumo de bebidas alcohélicas aéﬁa>'517;
ADN, y el uso crénico exhibe una frecuencia altaméﬁtbfsignifiCE'
tiva de varios tipos de aberraciones estructurales.cn linfocitos
humanos. Se ha reportado también que las células con‘aitera;io-

nes cromosémicas, reducen su supervivencia y son inducidas a
muerte celular ; la acumulacién de células muertas puede facili
tar los procesos de envejecimiento (58,60).

Otro pardmetro adicional que se cmplea en las pruebas de -
mutagédiS;Qad esta dado por la interprctacién de el efecto de
la fraccién alcohblica en la cinbtica celular, debido a que estd
se've afectada en funcifn de la dosis administrada, manifestando
se por incrementos o disminuciones en el néimero de divisiones, -
en nuestro caso a pesar de las dosis administradas de fraccién -
alcohblica, los incrcmentos obscervados no son estad{sticamente -
significativos.,

En comparacidn con ¢l testigo positivo dende se empled la
mitomicina C, que es : 1) un mutigeno ampliamente cecnocido, 2)
es un agente alquilante que causa entrecruzamiento en el ADN vy
3) produce alargamiento del ciclo celular, el cual se refleja en
un incremento en el ndmero de las. divisiones, nosotros no encon
tramos ninguna diferencia significativa (44).

En una poblacién como la nuestra donde el alcoholismo es -
un problema de salud grave, que afecta a un gran nbmero de indivi
duos es necesario efectuar estudios de mutagénicidad, ya que has-
ta el momento no se cuenta con ellos.

El reconocimiento de que las bebidas alcohélicas contienen
muchas sustancias quimicas adicionales al etanol y son potencial
mente peligrosas para la salud humana, se debe analizar su poten
cial mutagénico y carcinogénico, lo que representa un enorme y
costoso compromiso en favor de salud pdblica.
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\2 % CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos del andlisis cualitativo
la fraccién alcohblica del tequila, por cromatografia
de gases, concluimos que esta en su mayor parte cons-
tituida por ctanol,

La fraccién alcohflica del tequila tiene unaDLgg  de
9.12 g/kg de peso, via oral en ratones cepa NIH(SW).

Su efecto genotéxico se¢ manifestd por el incremento -
de intercambios de cromidtidas hermanas observado, sin
causar ningln efecto inhibitorio en la cinética celu-

lar.
Por los resultados obtenidos en este trabajo, conclui

mos que la fraccién alcohb8lica del tequila analizada,

actfia como mutégeno débil.
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