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RESUMEN

El consumo inmoderado de bebidas alcohélicas puede tener efectos teratogénicos,
carcinogénicos y mutagénicos en la especie humana. Se ha demostrado que el dafio
genético provocado por la ingestién de etanol se debe principalmente a su primer
metabolito, el acetaldehido; sin embargo, las bebidas embriagantes contienen otras
sustancias que también podrian ser genot6xicas. En este trabajo se estudian las pro-
piedades mutagénicas del tequila y brandy en cultivos de linfocitos humanos con
y sin enzimas que metabolizan el etanol. Los resultados indican que en ambos casos
se dafia el material hereditario, fenémeno que se manifiesta como un incremento
en la frecuencia de intercambio de crométides hermanas, lo cual podria atribuirse

al acetaldehido y a los congéneres.

Las bebidas alcohdlicas estdn constituidas prin-
cipalmente por agua, alcohol etilico y un con-
junto de sustancias conocidas como congéneres,
que son las que les dan las caracteristicas de olor
y sabor especifico. La presencia y concentracién
de éstas depende de los métodos y materia pri-
ma con que se elaboran. En la literatura se han
descrito alrededor de 1,300 sustancias, entre las
que destacan: alcoholes secundarios, aldehidos,
cetonas, carbohidratos, vitaminas, minerales, fe-
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noles, nitrosaminas y metales (Obe y Anderson,
1987).

Cuando se ingieren bebidas alcohdlicas, el eta-
nol se absorbe en un 80 a 90 por ciento en el
intestino delgado y se oxida casi en su totalidad
en los hepatocitos. En estas células existen dos
vias enzimdticas para metabolizar el etanol: la
deshidrogenasa alcohdlica y el sistema microso-
mal de oxidacién. Por medio de estos sistemas
¢l etanol se transforma en acetaldehido, para pos-
teriormente convertirse en acetato a través de la
aldehidodeshidrogenasa; el acetato se libera al
torrente sanguineo y forma agua y CO, al lle-
gar a otros tejidos (Erickson, 1987; Smith,
1986).

El consumo excesivo de bebidas alcohdlicas
provoca serios problemas de salud al individuo
y en algunos casos a su descendencia. Se ha ob-
servado que existe una relacién muy estrecha en-
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tendencia a considerar que el etanol no tiene efec-
tos mutagénicos en este tipo de cultivos celula-
res. Cuando los cultivos de linfocitos se realizan
en presencia de etanol y de la fraccién microso-
mal (S9) de higado de rata, que contiene las en-
zimas que oxidan el alcohol a acetaldehido, se
observan efectos genot6xicos. Con acetaldehi-
do se observan resultados similares. De estos es-
tudios se concluye que es este metabolito y no
el etanol el responsable de las alteraciones ge-
néticas observadas (Obe et al., 1979 y De Raat
etal., 1983). En relacién a la mutagenicidad de
las bebidas alcohdlicas, existen pocos estudios,
dada la gran diversidad que existe en el mundo.

Considerando que el tequila y el brandy son
dos bebidas que se consumen en México con fre-
cuencia, en este trabajo se determinaron las pro-
piedades genotdxicas de estas bebidas, utilizando
cultivos de linfocitos y la fraccién microsomal
S9 de higado de rata.

MATERIAL Y METODO

Obtencion y preparacion de la fraccion micro-
somal S9 (De Raat et al., 1983)

Las enzimas responsables del metabolismo del
etanol, presentes en el sistema microsomal de
oxidacién, se obtuvieron a partir de hepatocitos
de rata. Para lograr lo anterior se utiliz6 una ra-
ta macho de la cepa Wistar (200 gr), a la cual
se le administr6, por via intraperitoneal y por cin-
co dias, fenobarbital (80 mg/kg/dia). Veinticua-
tro horas después de la dltima inyeccidn se
realiz6 el sacrificio por dislocacion cervical y se
extrajo el higado. Este 6rgano se homogeneiz6
en una solucién de KC1 0.15 M y a 4°C, a ra-
z6n de 3 ml por gramo de tejido. La muestra se
centrifug6 durante 20 minutos a 9,000 g y a 0°C,
posteriormente el sobrenadante se almacené
- 80°C hasta el momento de utilizarse. La so-
luci6n de trabajo con la fraccién S9 se prepar6é
una hora antes de agregarla a los cultivos, con
las siguientes sustancias: 1 ml de la fraccién S9,
0.2 ml de NADP 0.2 M, 0.25 ml de glucosa 6
fosfato 0.2 M y 8.55 ml de una soluci6n que con-
tiene 20 ml de MgCl, 0.4 M, 20 ml de KCI
1.65 M, 500 ml de amortiguador de fosfatos 0.2
M y 315 ml de agua destilada.

Cultivo de linfocitos (Moorhead et al., 1960 y
Arakaki y Sparkes, 1963.)

Para la realizacién de los cultivos se empled san-
gre de un individuo de 26 afios, sexo masculi-
no, clinicamente sano, sin habitos de tabaquismo
o etilicos, ni antecedentes de exposicién a radia-
ciones o ingestién de farmacos en los tltimos seis
meses. Las dosis de tequila (40° G.L.) y brandy
(38° G.L.) que se estudiaron fueron equivalen-
tesa0.48%,0.96% y 1.44% de etanol. Los cul-
tivos se realizaron en frascos, agregando en cada
caso 8 ml de medio McCoy, 0.5 ml de fitohe-
maglutinina y 0.5 ml de sangre, incubando a
37°C durante 40 horas. Transcurrido este tiem-
po, a un lote de frascos se le agregaron las dosis
a estudiar y la mezcla S9 (3 %) (experimento 1).
A otros s6lo se les adicionaron las distintas con-
centraciones de las bebidas alcohélicas (experi-
mento 2). En cada lote se incluyé un testigo
negativo. En ambos casos se incub6 2 h a 37°C
para posteriormente eliminar el sobrenadante por
centrifugacién; después se agregaron nuevamen-
te 8 ml de medio McCoy, 0.5 ml de fitohema-
glutinina y 45 ul de bromodesoxiuridina (20
pug/ml), y se dejaron en la estufa a 37°C duran-
te 48 horas. Cincuenta minutos antes de iniciar
la cosecha se agreg6 colchicina (0.02 mg/ml).
Transcurrido el tiempo, se colocé el conteni-
do de los frascos en tubos de ensaye y se centri-
fugé a 1,500 rpm durante 10 minutos; se elimin6
el sobrenadante y el botdn celular se suspendié
en KCl (0.075) incubédndolo a 37°C por 20 mi-
nutos. Después se centrifugé, se elimind el so-
brenadante y fijé con una solucién de 4dcido
acético-metanol (1 a 3), esta operacion se repi-
ti6 dos veces mds y con la suspensién de células
se hicieron las laminillas. La tincién diferencial
se realiz6 empleando el colorante fluorescente
Hoetch 33258 y Giemsa (4%) (Perry y Wolff,
1974). Se analizaron 30 células de segunda di-
visién en metafase, con un objetivo 100x. El an4-
lisis estadistico se efectu6 con las pruebas de
Anilisis de Varianza y Tuckey (p= 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Al comparar estadisticamente las medias de ICH

de los distintos tratamientos con el testigo, se ob-
servé que hay diferencias significativas en los
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dos experimentos, con excepcién de la dosis 1
de brandy. También se encontré que el tequila
tiene mayor actividad mutagénica que el brandy
(tabla 1, gréficas 1y 2).

En la literatura se ha informado que existen
algunas bebidas alcohélicas con propiedades ge-
notéxicas con y sin activadores metabélicos,
mientras que otras sélo dafan el material gené-
tico en presencia de la fraccién S9. También
existen trabajos que demuestran que los congé-
neres o algunos de sus componentes son geno-
toxicos (De Raat et al., 1983). En los cultivos
sin la fraccién microsomal S9, el etanol no se
metaboliza, por tanto, la mutagenicidad obser-
vada podria atribuirse a los congéneres pre..en-
tes en el tequila y brandy.

Por otro lado, se sabe que el acetaldehido es
un compuesto muy reactivo debido a la natura-
leza electrofilica del grupo carbonilo, que pue-
de reaccionar ficilmente con los radicales amino
de una gran variedad de macromoléculas, inclu-
yendo al DNA (Dellarco, 1988). En experimen-
tos in vivo e in vitro, el acetaldehido incrementa
la frecuencia de ICH y las aberraciones cromo-
s6micas. En los cultivos con brandy o tequila y
la fraccién S9, el etanol se transforma en ace-

taldehido y se observé que la frecuencia de ICH
es mayor a la econtrada en los cultivos sin S9.
Estos hallazgos se explican a partir de la presen-
cia del acetaldehido y de las sustancias presen-
tes en las bebidas estudiadas.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados en pacientes alcohélicos
indican que la ingestién excesiva de bebidas al-
cohdlicas puede tener efectos mutagénicos. Sin
embargo, para explicar este fenémeno es nece-
sario tomar en consideracion las propiedades ge-
notéxicas de las bebidas que se consumen. En
este trabajo se demuestra que el tequila y brandy
son mutagénicos con y sin la fraccion microso-
mal 89, lo cual indica que la mutagenicidad es
resultado de la accién del acetaldehido y los con-
géneres. Estudios futuros en los que se aislen e
identifiquen las sustancias contenidas en las be-
bidas embriagantes, permitirdn conocer con
exactitud sus propiedades genotéxicas. Con es-
to se podran establecer normas y medidas de pre-
vencion tendientes a evitar los efectos adversos
del consumo inmoderado de estas sustancias.

TABLA 1.

Intercambio de cromdtides hermanas en cultivos de linfocitos humanos
tratados con tequila o brandy.

Sin la fraccién microsomal S9.

Testigo |Tequila 1|Tequila 2|Tequila 3|Brandy I|Brandy 2|Brandy 3
Media 6,8 8,16 8,06 10,53 6,06 7,96 8,93
Error
tipico 0,35 0,55 0,34 0,38 0,24 0,35 0,52

Con la fraccién microsomal S9

Testigo |Tequila 1|Tequila 2|Tequila 3|Brandy 1|Brandy 2|Brandy 3
Media 6,8 8,36 9,93 11,03 6,6 9 10
Error
tipico 0,35 0,54 0,68 0,51 0,38 0,41 0,85
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SUMMARY

The excessive consumption of alcoholic bever-
ages can have teratogenic, carcinogenic and mu-
tagenic effects on human beings. It has been
shown that genetic injury by etanol ingestion is
due mainly to its first metabolite acetaldehyde.
However, alcoholic beverages have other sub-
stances that could be genotoxic also. In this work,
mutagenic properties of tequila and brandy are
studied on human lymphocytes cultures with/
without enzimes metabolizing etanol. Results
show that in both cases hereditary material is
damaged, which is evidenced as an increase in
Sister Chromatide Interchange frequency, that
could be due to acetaldehyde and related sub-
stances.
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