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RESUMEN

La presente investigacién tuve como objetive determinar si una
bebida alcohdlica era capaz de provocar alteraciones citogenéticas

en células germinales

A tres ¢rupos de ratones se les inyectd tequila por via
i.p. en dosis unica que corresponden a 1/8, /4 y 172 de la dosis
letal media (DL so = 1683 mg/kg); en el experimento se incluyd un
grupo tratado con Ciclofosfamida (150 mgr/kg) , que fue utizado
para . verificar la efectividad del sistema empleado, y otro sin
tratamiento. A los cinco dias se obtuviercn los espermatocitos. E!
Comple jo Sinaptonémico se puso de manifiesto mediante una técnica
argéntica. Se analizaron treinta nocleos paquiténicos por cada
raton.

Los resultados obtenidos en los animales tratados con tequila
mostraron gue el Comple jo Sinaptonémico presenta rupturas,
d-asinapsis y configuraciones multiaxiales. En la segunda dosis se
observé un incremento significativo en la frecuencia de desinapsis
al comparar con el grupo sin tratamiento. Estos datos sugleren que
altas concentraciones de tequila inducen dafio citogenético en

células de la linea germinal.



INTRODUCCION

El estudio de civilizaciones antiguas muestra que el hombre hace
uso de las bebidas alcohélicas desde pertodos préximos a los 4000
aflos A, de C, obteniéndolas a partir de la fermentacién de jugos
de frutas y granos. Lo anterior permite suponer que los efectos
de! abuso de estas bebidas acompafian al hombre desde que se
integraron las primeras comunidades, existiendo referencias de su

consumo en Anatolla, Babilonfa y Sumeria {13,23,81).

Las bebidas atcohdlicas, en general, son mezclas complejas de
diferentes tipos de alcoholes, aldehidas y ésteres, ademas de una

amplia variedad de compuestos organicos e {norganicos (59,61J.

Existen muchas definiclones para el alcohollsmo, considerandolo
como una enfermedad; de entre ellas destacan las propuestas por la
OMS. (19522 y la del Doctor Mark Keller (1958) del Centro de
Estudios sobre el alecohol de la Universidad de Rutgers, que en
u:an_junt.o resumen a las demas. La primera sefiala: "El alcohtlico es
el bebedor excesivo cuya dependencia del alcohel es suficiente
para afectar su salud fisica y mental, asf como su comportamiento
social v de su trabajo, o bien que presente los inicios de tales
manifestaciones™ <81). El Dr. Keller puntualiza: “El alcoholismo
es una enfermedad crénica, un desorden de la  conducta
caracterizado por la ingestion repetida de bebidas alcoholicas,
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hasta el punto que excede a lo que esta socialmente aceptado y que
interfiere con la salud del bebedor, asi como con sus relaciones

interpersonales y con su capacidad de trabajo" <(82).

Posteriormente en el afo de 1977,(82> especialistas da la OMS.
denominaron a esta enfermedad “Sindrome de dependencia del
alcohol” y aunque la eticlogia no esta bien definida, el sindrome
es una realidad psicoblologica. Lo anterior queda enmarcado bajo
las siguientes premisas:

1.- Se identifican un conjunto de sintomas y signos relaclionados
con lo que se conoce como alcoholismo.

2~ Este sindrome es multifactorial y existe en diferentes grados.
El sujeto afectado manifiesta necesariamente alteraciones de
i» conducta, de la subjetividad v del organismo y sus
funciones.

3.- En dichoe sindrome interacttan factores ambientales y sociales

con los que son meramente organicos y biolégicos.

‘Lo anterior confirma la comple ildad del problema sobre el abuso
de las bebidas alcohdlicas, tanto en paises en wvias de desarrollo
como en los desarrollados. En  México, el consumd exsesive de
alecohol constituve un problema srave por las mult iples
implicaciones que irremediablemente afectan al sujeto bebedor ¥y a
1a sociedad en su  ¢onjunto, Estimasiones del “Programa contra el
alcoholisme v ¢! abuss de bebidas alcohdlicas™ de la Sesretaria Je
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Salud (<1984> indican que el alcoholismo es la principal causa de
cirrosis hepatica, la cual esta entre las 10 primeras causas de
muerte en la poblacién en general y ocupa el primer lugar entre la
poblacidon masculina cuyas edades fluctuan entre Jos 25 y 44 afios.
(37>. Con base en datos de la misma fuente, en 1984 se estimé que
que en nuestro pats el 5.7 X de la poblacién mayor de 20 aflos
Caproximadamente 1.7 millones de habitantes) podia ser
considerada alcohélica, detectindose que el consumo de alcohol iba
en aumento ¢ 2 ). El dato anterior, aungue puede diferir de otras
muchas estimaciones que aseguran un menor o mayor porcentafe de
individuos alcohodlicos, sirve como referencia que pone de

manifiesto la importancia y magnitud de esta enfermedad.

Los efectos de la ingesta croénica de alcohol se manifiestan en
numerosos érganos Yy sistemas incluyendo al higado, pancreas,
cerebro, corazédn, musculo esquelético, tracto gastrointestinal,
sistema hematopoyético y eje hipotalamico-pituitario-gonadal
€31,47,73,80)>.

1.2 ABSORCION, DISTRIBUCION Y METABOLISMO DEL ALCOHOL.

Al dingerir bebidas alcohélicas, el 20 % del alcohol! se absorbe
inmediata y directamente por las paredes del estomago; el restante
B0% se absorbe mas lentamente en el intestine delgado. De esta
manera, el alcohol pasa ;l torrente sanguineo, distribuvendose por
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todos los tejidos y liquidos del cuerpo (21.8B1).

Sole del 2 al 10 % del alcohol absorbido se elimina a traves de
los rifones y pulmones; el resto se oxdda en el cuerpo,
principalmente en el higado., siendo minimo su metabolismo
extrahepatico. La oxidacién del etanol por el higado tncluve su

conversion inicial a acetaldehido y posteriormente a acetato 7).

Los hepatocitos poseen tres vias principales para metabollzar el
etanal, cada una localizada en diferentes compartimentos
celulares: 1.- sistema de la alcohel deshidrogenasa -ADH-  del
citosol o freccion  soluble de la  celuwla, 2.- el sistema de
oxidacion microsomica, localizado en et reticulo endoplasmico vy
3~ mediante el sistema de ia catalasa, localizado en los

peroxisomas <(4.4T). A cortinuacién se describiran dichos sistemas.

1~ La alcohol deshidrogenasa cataliza la conversién de etanol a
acetaldehido en una reaccion que requiere de NAD como cofacter. La
d‘xidaclon de etanol genera un exceso de equivalentes reducidos
come NADH en el citesol hepatico. El acetaldehido producido en la
reaccion se —onvierte a acetato por la enzima aldehido
deshidrogenasa  localdzada principalmente en las mitocondrias En
esta ultima reaccion tambien el NAD actua como cofactor y se forma

NaDy £l increment.o en ia de NADH.MNAD safiala

Alleraciones importantes del metabslismo hepatico durante la
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oxidacién del etanol. El acetato se libera al torrente sanguineo y
pass a los tejidos periféricos donde ez oxidedo a bioxido de

carbono <CO2) y agua (Fig. 1D.

KTANOL ACKTALDEMIDO
NAD o
A
CH»-CH2-OH C!h-c(
H
HaDm

FI0 1. REACCION CATALIZADA POR LA ALCOHOL DESNIDROGENASA

2-El sistema microsémico de oxidacién del etanol (SMOE) depends
dal citocromo P-450; es una de las vias alternativas para la
oxddacion del etancl y esta presente en el reticulo endoplasmico.

La participacion de este sistema es probablemente menor en

condiciones nor les, sin bargo durante el consumo crénico se

puede producir un incremento adaptativo del mismo.

El SMOE utiliza NADP™ y oxigeno y el incremento de su actividad
durante la ingestiédn crénicz Jdz stanol esta asociada con la
proliferacien del reticulo endoplasmico Mso. Comparado con el
sictema ADH, el SMOE requiere niveles altos d& etancl r>ra la

total saturacién y maxima velocidad (Fig. 2>



ETANOL ACETALDREHIDO

NADPH (]
s

CHa-CH2-OH < CHs-C + H20
NADPF ~
H

Fi10. 2 REACCION CATALIZADA PFOR E£L SISTEMA SMOK.

3~ la enzima catalasa también es capaz de oxidar etanol in
vitro en presencia de un sistema generador de peroxido de
hidrégeno Hz0: y por tanto, la contribucion de este sistema en la

oxidacion in uvivo no es significativa (Fig.3)>.

ETANOL ACETALDERIDO
H ’o’- 40
CHs-CHz2-OH CHs-C + H20

“u

FIG. 3 MEACCION CATALIZADA FOR LA CATALASA

El acetaldehido que se genera en cualquiera de las reacciones
enzimaticas previamente analizadas, se transforma en acido
acético mediante la acciétn de la enzima deshidrogenasa aldehidica
(DHAL) y durante la reaccién se genera NADH. La oxidacien del
etanol genera acetaldehido y acetato (Fig. 42, compuestos que
afect.an Jdirectamente diversos procesos metabélicos importantes
para las mitocondrias v membranas blolégicas, del higado., el
sistema nervioso central, el musculo, .el pancreas y el Iintestino

€23>.
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FIG., 4 REACCION CATALIZADA POR LA DESHIDROGENASA ALDENILIuA

1.3 EFECTOS TERATOGENICOS. CARCINOGENICOS Y MUTAGENICOS PRODUCIDOS

POR EL ALCOHOL.

Piversos estudios (12.42,62) han mostrado que el etanol es un
agente teratogénico en el hombre; induce el sindrome fetal
© embriopatia por alecohol. Las ~arasteristicas de este sindrome
son: defectos mentales y de desarrolle. retardo en el crecimiento
intrauterino y post-natal, microcefalia, hiperactividad. anomaltas
tipicas de la cara, hipoplasia de la mandibula, bordes pequeiios de
los labios. También son frecuentes fallas en el corazon, anomalias
de los genitales. articulaciones y pllegues palmares. En total son
25 las anomalias descritas en niffios con este sindrome y su
frecuencia en hijos de madres alcoholicas en fase croénica es

aproximadamente 40 X .

Analisis epidemiologicos han demostrado una correlacion entre el
consumo de alcohol v cancer en la cavidad oral, la faringe, la
laringe v el esdéfago. v en menasr grado en el higado. el intestino,
el pancreas vy el pulmén. Sin embargo, aun no esta claro si el
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estanol actoa directa =) indirectamente coma un agente

carcinogénice o co-carcinogénico 59,620,

En algunas plantas, el etanol induce rompimientos cromosédmicos;
células meristemiticas del haba (Vicia fabz) tratadas con etanol
muestran aberraciones cromosomicas del tipo cromatidico indicando
que el compuesto agqectia en las fases presintética (G1) y sintética
<S> del cicle celular, Asimismo se ha visto que la frecuencia de

aberraciones depende de la concentracién 17,62).

En bacterias, el etanocl ha mostrade mutagenicidad en la prueba
de corto plazo E, coli RK (3559). Sin embargo, en estudios

empleands 1a prueba de Ames, los resultados han sido negativos

S0,

Los alcohélicos muestran fncrementos de aberraciones

ar icas e int

bio de cromatidas hermanas, ambas pruebas
conxideradas como expresitn del daMo genético inducido por agentes
cf;nmlcas o fisieos. No obstante, los estudios realizados en
céluiag de mamiferos in vitro muestran resultados contradictorios

60,643

1.4 ALCOHOLISMO Y REPRODUCCION
En nuestro pais se han realizado estudios gue permiten calcular
que entre el 70 y BO X de la poblacion varonil son bebedores y en
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ia poblacién femenil de la misma edad, las cifras oscilan entre el
35 y 55 X . La edad & la que mas se bebe varia entre los 30 y los

50 afos (42).

Existen datos que sefialan log efectos del alcohol =obre el
aparato reproductor, tanto en animales de laborateorio como en el
humano; el consumo erénico de alcohol provoca en las mujeres
entre otras alteraciones ¢ine c obstétricas las =sliguientes : -
menopausia temprana, alteraciones menstruales, abortos repetidos,
infertilidad vy dificult ades durante el parto . En animales
experimentales se mencionan los sigulentes cambios: atrofia de los
ovarios, el Utero y las trompas; desarrollo de foliculos
distraficos, cuerpos luleos pequefios y hemorragicos e inhibicion

de 1la ovulacién (42).

Por o que se refiere al aparato reproductor masculno, los
alcohélicos crdnicas con el higado enfermo, comunmente muestran
hipogonadismo con atrofia testicular, impotencia, poco crecimiento
de 1a barba y del vello pubico, prostata reducida de tamabo y
cinecomastia, hipoandrogenizacién e hiperestrogenizaciéon. Los
eyaculados pueden ser oligospérmicos o azoospérmicos y la
histologia testicular muestra una reduccion del diametro de los
tubulos seminiferos y fibrosis peritubular con células de Leydig
de apariencia anormal. Asimismo, recientemente =se han reconocido
dafios gonadales en individuos alccholicos  sin higado cirrotico
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como consecuencia del abuso de alcohol €31,62).

La ingesta de etanol en el hombre y en animales experimentales
reduce los niveles de testosterona en plasma y si continia en una
fase crénica se asocia al desarrollc de atrofia testicular
(31,80). El daflo inducido en células de Leydig es similar al
halilado en hepatocitos de antmales tratados con alcohol, tanto
morfométrica como a nivel del equilibrio del estade REDOX,
ofreclende evidencia cilrcunstancial de un mecanismo comun para la

toxicidad inducida por el alcohol en testiculo e higadod62).

Otros estudios han revelado que el consumo de alcohol conlleva a
una reduccién en la motivacidén y realizacion sexual, asi como una
disminucion de la capacidad para fertilizar de los espermatozoides
€8,9,31). También se ha mostrado que durante el consumo croénico
se produce inhibicisn en la oxidacién de retinol a retinal
(sustancia esencial para la espermatogenesis). Probablemente esta
inhibicién se debe a la competencia entre el etanol y el retinol

;it-:u- la enzima ADH testicular (79).

1.4 PRODUCCION, CONSUMO Y ELABORACION DEL TEQUILA.

Actualmente el tequila ocupa el cuarto lugar entre las bebidas
de mayor consumoc en México. En 1975, la produccién fue de 20 588
millones de litros, con un consumo per capita de 0.637 litros,
mientras que en 1980 su produccién fue de 41 927 millones de
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litros y su consumo per capita fue de 1090 litros 48> . A
manera de definicién se puede decir que el tequila es una bebida
destilada que =me obtiene a partir de las cabezas o pifias de Agave
L lana aungue también =e smplean otras especies vy su

elaboracién, en forma general sigue este proceso < 70 J:

COSECHA DE AGAVES \; SEPARACION DE PIRAS
COCCION DE LAS PIRAS
MOLIENDA Y EX‘I;RAGCION DE jusos
FER!(ENTACION‘DE LOS MOSTOS

DESTILACIONES SUCESIVAS

1.5 GENOTOXICOLOGIA, CELULAS GERMINALES Y COMPLEJO SINAPTONEMICO.

Dia a dia se obtiene Informacién sobre el peligro al que esté
sometide el hombre por exposiciétn a diversos agentes fisicos
quimicos y biologicos capaces de alterar su material genético
involucrande no sélo la salud del individuo, sino tambien la de su
&scendencla €18,46). Para estudiar dicho riesgo la genética
toxdcologica desarrolia metodologias que permiten conocer, el
aefecto de agentes potencialmente mutagénicas sobre el material
hereditario, empleando para este fin una variedad de sistemas
biclégicos de prueba, que involucran desde el nivel molecular
CADN), hast.a ensayos en organismos superiores, tratands de evaluar
la importancia y riesgo real que representan para el hombre (56).
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En general, los ensayss mutagénicos pueden clasificarse en
cuatro grupos: 1.~ Pruebas disefadas para detectar lesiones
inducidas a nivel molecular <(toxicidad en ADN); 2.- Valoracién de
mutaciones en el nivel celular (usando microorganismos); 23—
Pruebas que estiman dafio cromosoémico (efecto clastogénicod; 4.-
Ensayos mutagénicos en organismos superiores completos Cefectos

sobre la progenied (56).

Ei estudio genotoxico se realiza en sistemas in vive e {(n vitro,
incluyéndose ensayos en células de la linea somatica y en menor
proporcién en células germinales (46, 74). En relacién a estas
ultimas, se han desarrcllado diversas técnicas para evaluar el
dafio genético heredable en mamiferos expuestos a agentes
quimicos o sus derivados metabolicos. Este tipo de ensayos son de
suma {mportancia, pues existe la posibilldad de dafio genético,
transmigible a 1la descendencia del individuo expuesto si se
detectan alt.eraciones citogenéticas en sus células germinales.
En este tipo de ensayos las condiciones experimentales incluyen el
niéLabcusmo, 1a farmacocinstica, el transporte a las gonadas y asi
come la persistencia del dafico luego de varias divisiones celulares

y la fertilizacion <74).

Siguiendo esta linea, en afios reclentes se ha descrito una nueva
metodologia alternativa que evalta el dafio a una estructura
conocida como Comple jo Simaptonémico (CS), la cual aparece durante
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la profase meiotica La meiosis es  una  division eospecializada

durante la oual se efectda la transicion d= la fase diploide <2nd

a la fase haploide <n) del ciclo de vida de las organismos que se

reproducen sexualnente. Una seris sinoronisada d& cample jos

TreIroglos  SFomabing o .

BTy o v S5la Jdivision Laegs de I fase S

premeiovica, Tos

£oxe SQundoriz e Y 1o% pares de apomosomas
homalogeoa e EPraAT At xinapsiad,. Pastetiarmante ocurre la
rormacion de gquiasmas gue representan la recombinacion gendtica vy

Tinalmente, los pares de cromaesomas homvlogus se segregan (fig $).

Todos westos rearregios parscen  estar mediados por el Complejo
Stpaptonamico, ya gque este organelo nuclear sufre una serie de
cambios morfolésricas  que se cerrelacionan  cen  los sucesivos

rearprezlos de cromatina (fig. 8),(39,48).

burante el Cigateno se progduce el primer fenomenc egencial de
1la melosis: Los cromosomas homoélogos se  alinsan v  Se  aparean,
proceso que a menudo es denominade sinaps=is. El apareamiento es
muy especifico y comprende la formacion de estructuras especiales
d\xe sS¢  observan en microscopia de fur o electronica y que

corresponden al CS (53.39,85).

Cuands el apareamisnto comienza, el acortamiento de los
cromosomas yYa es pronunciado v existe por lo menos una relacion
200/ ebtre el large del ADN vy la longitud de aquellos. Esto
Implca gque s&lo el 03 % del ADN de los cromosomas homdlogos Se
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FIG.5 Esquema general de la meiosis que ilustra la unidn,intercambin

y separacidn de los ¢romosomas .
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halla en contacto con el componente lateral del Comple jo
Sinaptaonémico. Para explcar esto, se piensa que la unidad de la
fibra de los cromosomas rorma asas, gque s&lo en  un punto se unen
al CS , estos jpuntos funcionarian en e! alineamiento sinaptico
de los cromosomas. Por o tanto se supone que la condensacidn
precigoténica es un procese muy ordenado, que sigue un  patroHn
seme jJante en ambos homdlegos. De esta manera la sinapsis es

especifica para el correspondiente grupo de genes (22,772

El apareamientd pusde comenzar en cuaiguier sitio del! cromosoma.
En algunag <aRas se unen por Sus evtremos polarizados ¥y contintan
apareandose hacfa el otro extremo: en otreos casos, la fusion tiene
lugar simultaneamente en varios puntos a lo large del cromesoma.
.Los dos homdlogos no se fusionan durante ef aparsamiento, puesto
que permanecen Separados por un espacio de 0.35 a 0.2 micras,

mismoe que es ocupada por el CS (22.542.

1.6 ESTRUCTURA Y FUNCION DEL COMPLEJD SINAFTONEMICO

‘Bl Complejo Sinaptonemico €S una astructura protéica tripartita;
mediante pruebas bicquimicas e inmunolegicas se ha demostrado que
esta constituido por polipétides con pesos maleculares que  van
desde 30 hasta 190 Kd, mismos que se sintetizan de nove durante la

profase meiotica (38,39),

Visto al microscopio electrondco, el G5 ests formado por dos
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elementos laterales (El.> y uno central (EC.), que se forma al
aparearse los elementos laterales (fig. 7 ). Estos uUltimos
varian en diametro, desde 30 a 65 nm y el elemento central esta
entre 12 y 50 nm. El ancho total del €S varia entaonces entre 150

y 240 nm (75,84),

E! elemento central del €S esta unide a los laterales por medio
de filamentos transversales finos, que sirven para alinear y unir
a los cromosomas homologoes, wvia los elementos laterales, y para
estabilizarlos a una distancis de separacion fija. Los filamentos
transversales son fibras de protetnas finas (15 - 20 nm) que se
originan en los elementos laterales, tienen una longltud constante
y se unen en la region central de modo complejo, donde forman el
elemanto central Junto con material protéice adicional. El
Complejo Sinaptonémice se forma probablemente por la auto reunidn

de proteinas especificas (fig. 7). <39,75)>.

El ensamble del CS se realiza por etapas y en correlaciéon con
los estadios de la profase meidtica, pudiendo describirse de ia
siguiente manera : 1~ Formacion de un brazo proteinico delgade a
Ic largo de cada cromosoma homalogoe (estadio de lepto tenad; 2.-
AHneami¢enta de los brazos de los cromosomas homolegos por la
formacion de filamentos transversales. Dichos brazos se convierten
en los elementos laterales del estadio de Cigotenc; 3.~ Formacion
de un elemento central entre los elemenlos laterales (estadic de
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Cigoteno-Paquitenod. La recombinacion probablemente tiene lugar
cuand> el apareamiente cromosomico se completa <(estadio de
Paquiteno); 4.- Posteriormente, los cromosomas recombinantes se
separan y ocurre entonces la desintegracion del CS, excepto en los
lugares donde se desarrollaron los qulasinas como reswltado del

entrecruzamiento (38).

Puesto que los quiasmas se originan del CS y de los nodulos de
recombinacién (probables sitios de recombinaciénd, se ha postulado
que el CS forma un armazédn estructural alrededor de} cual sé
organiza la cromatina quée no esta implicada directamente en la
recombinacibn genética. la  cual queda detentida en la superficie
externa de los eslementos laterales. Sélo penetran a traves de los
mismos, segmentcs seleccionados de cromatina (secuenclas homologas
de nuciestidos) que entran en el espazio central donde se  aparean
y recombinan a nivel molecular Capareamienta efectivold, teniendo

lugar el intercambio gendtice (flg. 8 J,(73,77D.

"La universalidad de la ocurrencla del Complejo Sinaptonemico en
organismas eucariotes, la estabilidad evolutiva de su organizacién
estructural ¢ su papel en la formacisn de quiasmas, permiten
suponer Gue el CS es una estructura esencial, aungque no unica en

la recombinacion genética (33,54,84>.

A partir del descubrimiento y descripelen del CS ¢ 31 ) se han

z0



FIG. 8. POSTALE FUNCION PEL COMPLEJO SINAFTONEMICO EN LA
RECOMBINACION ODENETICA. DESPUES DEL AFPAREAMIENTO INICIAL. A PARTIR
DE LOS CROMOMEROS HOMOLOOOS SURSEN LAZOS QUE SE ENTIENDEN HACIA EL
ELEMENTO CENTRAL, CUEDANDO ALINEADAS soLo REGIONES HOMCLOSIAS,
OCURRIENDO LA RECOMBINACION MOLECULAR (VolleS.. 1979

21



realizado numerosos estudios sobre su estructura y funcion,
empleando microscepta de Iuz y electronica, los cuales han
servido para describir el apareamiento y sinapsis de complementos
cromosémicos normales en espermatocitos ¥y ovocitos de varias
especies (24,23,29,63,64), asi como para caracterizar sinapsis en
complementos con translocaciones, Inversiones, irregularidades en
el par XY y defectos en la segregacién cromosdmica normal
£30,55,58,65,66). También han =sido asociadas anomalias en el CS v
la presencia de problemas de fertilidad tanto en humanos como en
animales experimentales €30,40,44,78). Existen estudios que
demuestran que el CS es daflado por agentes de reconocida
potencialidad mutagénica, tanto fisicos como quimicos (fig. 9 >
por lo que ha udltimas fechas el analisis del CS se ha convertido
en un ensayo genotéxico sencilo, rapide y sensible, capaz de
evidenclar con fidelidad alteraciones tales como defectos de
apareamiento de cromosomas homodlogos que ne son comunmente
detectados mediante pruebas clitogenéticas convencionales <{analisis
de Diacinesis/Metafase I>, (5,11,16,43). Por otro lado, en nuestro
péls e}l empleo de técnicas para mostrar al CS como un parametro
para evaluar genotoxicidad no ha rectibido atencién y practicamente
no se realiza, a pesar de presentarse como una alternativa para
dilucidar los efectos mutagénicos en celulas germinales,
producidos por diversos agentes quimicos o blén por sustancilas
toxicas soclalmente aceptadas como lo son las bebidas alcoholicas.
Es de Interés por tanto, ensayar este tipo de sustanclas empleando
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los metodos citogeneticos clasicos asi como las nuevas
metodologlas a fin de evaluar el tipo y. extension del dafio
potencialmente heredable y los mecanismos {nvelucrados en  su

manifestacion,



AGENTE DOSIS MICROSCOPIA

MITOMICINA 0.05-50 mg Ke LUZ Y ELECTRONICA
CICLOFOSFAMIDA  30-300  mg/Kg LUZ Y ELECTRONICA
m-AMSACRINA 10-25 mgKg LUZ Y ELECTRONICA
VINBLASTINA 05-50 g LUZ Y ELECTRONICA
COLCHICINA 0.02-50 ug LUZ Y ELECTRONICA
RAYOS 7 i 5 Gy ELECTRONICA

RAYOS X 15 Gy LUZ Y ELECTRONICA

Fio. ® AGENTES QUIMICOS VY FISICOS QUE AFECTAN LA ESTRUCTURLA ¥

MORFOLOOIA DL COMNPLEJO SINAPTONEMICO.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

& 1a ingesta de bebidas alcohslicas provosa tLranstornos
organicos ¥y funcicnales en testiculo, los cuales se pueden
manifestar como oligospermia y azcospernmia, aunado a su probada
genotoxieidad en celulas somaticas, entonces la administracidén de
una bebida alcohélica a ratones machos podria provocar efectos en
las células germinales durant.e la melosis, mismos que se
refle jaran como alteraciones ohservables en el Comple jo
Sinaptonemico, estructura necesaria para el desarrolle normal de
la espermatogénesis, evidenciandoe asl, efecto genotosxico Yy por

tanto riesgo genético heredable.



OBJETIVOS

La ascciacion del consumo de alcohol con fallas reproductivas
esta  bien reconacida, sitt embargo cuesitiénes concernlentes  al
nivel 'y duracién de la exposicion requerida para dicha asoctacion,
ast como el mecantsmo por el cual el alcochol ejerce su efecto
toxico sobre el aparata  reproductor permanccen  Sin resolver;
{gualmente no existen datos suficientes qQue permitan una
conclusion respecto a  la  capscidad  del  alcohol  para inducir
mutaciones heredables, por tante, Eome una  contribucisn al
conecimients de la interaccton entre una bebida alcohélica v las

ceiulas germinales los objetivos de este trabajo son °

ad Determinar las posibles tmplcacicnes citogeneticas del
tequila en espermatocitos de ratéon En particular se observara
la morfologia del CS de ratones tratados en forma aguda y con
doris subletales.

> En caso de presentar un efelto positive, determinar si

existe una relacieon dosis-respuesta.

o



METODOLOGIA

Se utilizaren 25 ratones machos de la cepa NIH con peso de
25-30 g separados en grupos de S ratones cada une. Los animales
se mantuvieron con alimente (Purinad y agua ad lbitum antes y

durante el experimento.

El grupo 1 se considero come testizo positivo y se administre a
cada raton 150 mgskg de Ciclofosfamida. A los ratones de los
grupoes 2, 3 y 4 se les administro 24, 4.2 y 84 gs/kg de tequila
respeclvamente, dosis que corresponden en el mismo orden a 1.8,
174 y 12 de la dosis letal media (DLsod que previamente fue
determinada en el Laboratorio de Genetijca de la ENGB. del
LPN. El grupo S comprende a los testigos negativos a leos cuales
sa les invecté 0.4 ml de agua destilada. Todas las sustancias
fueron inoculadas en dosis unicas y por via intraperitoneal. En
los grupos 12,3 y 4 tanto Ja Ciclofosfamida como las dosis de

tequila se llevaron hasta un volumen de 0.4 ml con agua destilada.

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical 5 dias
después de cada tratamiente y los testiculos se extrajeron
quirUrgicamente. La obtencién de células germinales, asi coma las
preparaciones meldticas se realizaron de acuerdo a las
metodologias descx-n,as. en otras investigaciones (19,49,65) y que
se describe en los sigulentes pasos :
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L.os tasticulos se depositan sobre un vidrio de relo} y se les
ratira la tunica albuginea, colocando el material testicular en
un vaso de precipitados que contiene 2 ml de solucién hipotonica
KCl 0078 M y se dispersa mecanicamente con la ayuda de tijeras
de diseccion. El sobrenadante se recoge con pipeta Pasteur y se
coloca en un tubo de centrifuga, repitiendo esta operaciéon 4 & 5
veces y agregando en cada ocasién 2 ml de la solucién hipotonica.
Posteriormente, el tubo conteniendo a las células germinales se
ponen en una estufa a 37 grados centigrados durante 40 minutos.
Pasado este tiempo se centrifuga a 1500 rpm durante 10 minutos,
se retira el sobrenadante y el botén celular se resuspende
nuevamente en solucion de KClL. Este proceso se repite 2 veces
mas . Hecho lo anterior se procede a fijar laz ceélwas para lo
cual se agrega al botén celular 7 ml de mezcla fresca
metanol-acido aceético 3:14, dejando reposar 15 minutos antes de
centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. La operacién se repite
2 veces mas, retirando en cada ocasién el sobrenadante. Las

preparaciones con los espermatocitos se hacen dejando caer sobre

un  portaobjetos previ te d T L 3 gotas del botén

celular y se dejan secar al alre.

La impregnacién argéntica de las preparaclones se realizé de
acuerdo a los protocolos descritos en otros ensayos (14,28,67)
con ajgunas modificaciones introducidas en este trabajo

detallandose a contlnuacion el desarrollo de ta misma :
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Las laminillas se sumergen en una solucién amortiguadora de
boratos pH 90 dcon la finalidad de hidrolizar el DNAY y se
calocan en una estufa a 60 grados centigrados durante 2 horas.
Realizado lo anterior, se lavan profusamente con agua destilada y
Se secan en una estufa a 37 grados centigrados durante 24 horas.
Luego, las laminillas se tratan con 3 gotas de solucién AgNOs al
50 %, se les coloca un cubreobjetos vy se exponen a la luz de un
reflector eléctrico <super blanca 1253 V) durante 30 minutos,
tratando de mantener las preparaciones entre 50-60 grados
centigrados. E! cubreobjetos se retira sumergiendo la laminilla
en agua destilada y se deja secar al aire. Enseguida,a cada
laminilla se le agregan &6 gotas de plata amonlacal <2 g de
AgNOs disueltos en 25 ml de agua destilada + 33 ml de NHeOHD, y
sobre eéstas se colocan 3 gotas de formalina <09 ml de
formaldehido + 30 ml de agua destilada. Neutrallzar con acetato
de sodio hasta pH 70 y afadir acido férmico hasta wun pH
5.0-560), cubriendo rapidamente con un cubrecbjetos. en el
momento en que la preparacién se torna amarillo ambar (0-60 seg)
se sumerge en agua destilada para retirar el cubreobjetos y el
exceso de colorante. La laminilla se deja secar al alre. La fig.

10 ilustra el procedimiento antes descrito.

El complejo sinaptonémico se observd empleando microscopia de
Iz, Se analizaron 30 nocleos paquiténicos per cada ratdn,
totalizando 750 celu.lAs. Los espermatocitos estudiados fueron
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solo  aquellos  representades  =n el estadio de  papntens (10 de
acuerdo a la  division proepuesta por  Greenbaum et al, en 196

(34>, la cual se& basa en la mortolegla de diversos componentes
nucleares incluvendo configuracicn. grado de Spareaniento v

compactacion del par XY v de los elimentos autossmicas. st coma

la presencia  de  nuclecles Las  alteraciones estructurales  que

fusrun registradas v que cotnelden con aque-illas

et Ladas
previamente por Cawood Yy Breclon en 1985, Allen et al. en 1987 v
Backer et al. en 1988 [ST-RT0 R 3 fueron las siguientes. A

Desinapsis, B> Rupturas y ) Multiaxiales. (Fig.11),

Tt



Ay DESINAPSIS; FALLAS EN €L APAREAMIENTO DE LOS ELEMENTOS

LATERALES (INTEASTICIAL O TERMINALY,

INTERSTICIAL TERMINAL

B AUPTURAS! FRAOMENTOS DE CONPLEJID SINAPTONEMICO SOBRE EL  MISMO

EJE O YUERA DE KSTE.
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RESULTADOCS

Bajo el microscopio de luz, el Complejo Sinaptonémico tiene la
morfologia previamente detallada en olras Investigaciones, en las
que se utilizaron ratones como sistema de prueba y se analizé el
subestadic de Paquiteno II1 ¢25,28,34>. Dichas estructuras se
visualizan nitidamente en forma de hebras obscuras consistentes,
dispuestas sobre un fondo ambar claro, la enveltura nuclear, y

distribuidos homogéneamente (fig. 12D,

En cada nucleo se identifican 19 CS autosomicos y un sexual, gue
corresponde al par XY. Los primeros se alinean uniformemente y se
aprecian en sus extremos puntos que indican los sitios de adhesion
a la membrana nuclear. En contraparte, el CS del par sexual se
distingue facilmente por ser en general, mas srueso,
heteropicnotico positivo ¥y presentar un apareamiento parcial,
el cual corresponde a las regiones homoélogas en los cromosomas
sexuales, ademas adopta configuraciones muy diversas y esta
generalmente contenido en la llamada vesicula sexsual. Los
nucleclos que también se tiffen fuertemente se reconocieron como
pequelics cuerpos circulares en numero de 2 ¢ 3 por nucleo. Entre
ios subestadios celulares que acompafiaban a Jos pagquitencs

destacaron por su frecuencia las configuraciones cigotenicas.



Ia. [t N EESQUEMA nE UN COMPLEMENTO NORMAL DE COMPLEJO

EITRAFTONEMICO. N¥= PAR SEXNUVAL, Nu. = NUILLEQLDS. LOS PUNTOS OBSCUROS
AL  INICIO ¥ FINAL DE CaDA HERRA SELNALAN LOS SITIOS DE ADHESION 4

A ENVOLTURA NUCLEAR.
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En la tabla Nol se presentan los resultados del efecto que
idujeron sabre el CS tanto la administracion de Ciclofosfamida asi
como las diferentes dosis de tequila. El tratamiento con
Ciclofosfamida 150 mgrked, indujo aumento estadisticamente
significat.ivo de lJos tres tipos de alteraciones estructurales del
CS consideradas con respecto al grupo testigo negativo (prueba de
Wilcaxon con aproximacion normali a = 0.01). (45). Este farmaco
indujo en mayor cantidad alteraciones cuantificadas como rupturas,
en segundo teérmino las configuraciones multiaxiales y finalmente

fallas de apareamiento expresadas como desinapsis.

Por otra parte, en la tabla No. 2 se observa que los
tratamientos con tequila ejercieron un efecto diferente, ya que la
mayor proporcién de alteraciones estuvo representada por
desinapsis, mientras que las rupturas Yy configuraciones
multiaxiales fueron escasas. La aplicacién de la prueba de Kruskal
Wallls Cax = 0.01 > demostré que de las alteraciones consideradas,
la unica que presentd diferencia significativa al compararse con
el grupo testigo negativo fue la correspondiente a las desinapsis,
pues aungue el tratamiento con 8.4 g/kg incrementd el numero de
rupturas, éste no alcanzo un nivel de significancia estadistica.
Se utilize el analisis de comparaciones mutiples <(con un error por
tratamiente a = 002 vy un  error experimental a = 0.08> para
determinar a partir de cual dosis de tequila la frecuencia de
desinapsis presentaba diferencia estadistica significativa. Con
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este analisis se encontrd diferencia significativa a partir de 1la
dosis de 4.2 g-hg. en tanto que la sigulente (8.4 g kgd no difirio
significativamente de aquella, por lo que no se corroboré el
efecto dosis-respuesta al menos con las concentraciones de teguila

utilizadas en el presente experimento.
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TABLA No.i1 EFECTG LE LA

CICLUOFOSFAMIDA SOUBRE EL CUMPLEJO
STINAPTONEMICO DE RATONES NIH
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TABLA No. 2 EFECTO DEL TEQUILA SOBRE EL COMPLEJO SINAPTONEMICO EN
ESPERMATOCITOS DE RATON NIH

TESTIGO (=) 2.1 s/¥g 4.2 3/kg S.r oarka

D R W D R X D R M D R M
r 4 : f ri 1 o 0o ri 4 ! g ri 10 ]
r2 1 3 0 ra2 1 1 o ra 16 3 a re 11 2
r3 e [J Q ra 0 [ r3 10 o @ r3 g 0
rd 1 1 1 T4 by G [ r4 2 [ 1 r4 > 2
rS 0 ¢ 0 rsS 0 2 i} rS S < 1 rs @ C
TOTAL 3 & 1 a 3¢ X1 € z 4S5t 2

* = RATON; P © DESINAPSIS. R = RUPTURAS: M = MULTIANIALES
* PcO.O01 vs T i~ PRUESA DE RRUSKAL VALLIS,




DISCUSION

En los animales de reproduccién sexual, la fertilidad depende en
gran parte de la produccion de gametos funcionales. Luego de una
serie de mecanismos y rearreglos cromosémicos complejos, las
células germinales basales dan origen a ovulos y espermatozoides,
que una vez ocurrida la fecundacién forman un nuevo organismo, el
cual ajcanza toda su potencialidad biocldgica st las condiciones
para su desarrollo y la informacion genetica que porta son o6ptimas

(44D,

Sin embargo, en sociedades come la nuestra, la poblacién estd
expuesta a numerosos agentes quimicos presentes en el medio
ambiente, que son capaces de producir alteraciones ya sea en el
genoma, en el metabolismo de acidos nucleicos -] bien en
estructuras accesorias participantes en el proceso meidtico, lo
cual puede traducirse en la induccion de abortos repetidos,
problemas de fertilidad, enfermedades transmisibles a 1a
progenie v en algunos casos, la muerte del organisme afectado
7,20,87>. El argumento anterior justifica 1a necesidad de contar
con metodologias para efectuar ensayes citogeneticos a nivel de
células serminales, cuyo objetivo sea detectar sustancias

peligrosas para el desarrolle de! proceso meiotico normal
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El mejoramiento de las teécnicas cltogendticas ha conducido a un
mayor conocimiento de la estructura y conducta de los cromosomas
mitaticos y meidticos. La introduccion de un método de secado al
aire para la observacion de cromosomas meioticos en mamiferos
€27,49> asy como e} desarrollo de procedimienteos de impreghacion
argéentica que permiten la visuafizacion, medlante microscopia
optica y electronica del Complejo Sinaptonémico (19,24,25,58) han
contributde a un mejor entendimiento de eventos tales como el

apareamient.o, entrecruzamiento y Segregacion cromosomica.

En general para el analisis del Complejo Sinaptonémico se han
aplicado dos matodos B Aquellos en que se emplean
reconstrucciones tridimensionales de seccliones seriadas 50,840 vy
2.~ El extendimiento en superficie de los espermatocitos
€24,25,35). Este ultimo es el mas practicado por la facilidad vy
rapidez con gque se logra el analisis de dicha estructura, mismas
razones poT lo gue fue elegida para el desarrcollo de la presente,

investigacion.

La metodologia aqul presentada se desarrolls en algunos pasos
Por ensayoe y error, y las modificaciones introducidas sobre la
metodologta original  incluyeron un  aumento en el Llempo de
hidrélisis al que fueron sometidas las preparaciones, el secado en
estula luege de la misma Yy un mavor tiempe de exposicion bajo la
lux del reflector electrico durante la  primera impregnacicn
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argentica. Lo anterior contribuyd a montar una metodelogia
reproducible para el estudio del Comple fo Sinaptonémico v

estructuras acompaftantes utilizando un microscopio optico.

Ademas de las ventajas va sSefialadas, esta metodologta permite
evaluar el dapo inducido en un periodo de tiempo corto va que solo
se raquiere que las celulas dafiadas en la ultima fase s
premeidtica avanzen a la profase meidtica, pudiendose analizar una
gran cantidad de celulas cuyes nucleo aparecen intactos y donde el

subestadio de Paquiteno se presenta en abundancia <5,8).

La Ciclofosfamida, e! farmaco que se empleds en el grupe control
positive, es una droga utilizada ampliamente en el tratamiento de
Cancer ¢y como la mayorfa de las drogas gue pertenecen al mismo
grupo., también es un potente agente tLoxico gque regquiere de
activacion metabslica para ejercer su accion bislogica <10). Es un
clastogeno S-dependiente gque inductoer de aberracicnss cromosomicas
estructurales, intercambio de cromatidas hermanas <ICH> v
aneuploidias en ceélulas germinales de mamifero (7,113, Tambien se
ha mostrado su accion sohre el Complejo Sinaptonémico de roedores

5,0,110.

Como se observa en la tabla No. ¢, la CicicfosTamida manifesto
su genotoxicidad al incrementar la I'recuencis de desinapsis,
rupturas ¢ conriguracicnes multiadaies. todas ellas indicadoras
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de dafio a la integridad del CS y su capacidad para formar sipapsis
homoélogas adecuadas <5,11). M=diante estudios autorradiograficos
de cinetica de la profase celular en el ratén, se ha sugerido que
dichas alteraciones se inducen en la ultima fase S premeiodtica
<S>, Existen ademas correlaciones positivas entre las distintas
alteraciones provocadas por esta sustancia y alteraciones
cromosdOmicas en Metafase I y I1 <113, lo cual constituye un
importante argumento para interpretar las anomalias al CS como
indicadores del dafio genotaxico y en otro aspecto, para el uso de
la Cliclofosfamida como testigo positive. Este resultado confirma
lo esperado para esta sustancia y demuestran la eficacia del

procedimiento usado.

Respecto al etanol, principal componente de las bebidas
alecohélicas, también se ha mostrado que presenta actividad
mutagenica ¢$9,60,62). Es capaz de Iinducir mutaciones dominantes
letales en algunas especies de reedores, asi como aneuploidias
(41,59) Existe evidencla, en animales experimentales tratados con
etanol del deteriore en la capacidad del esperma para fertilizar
a jos ovulos Yy de la produccion anormal de espermatozoldes 9.
Sin embargo, hast.a ahora no se habia estudiado el efecto en CS de
una bebida alcoholica que constituye una compleja mezcla de
compuestos, El analisis de los resultadeos (tabla Ne. 2) se muestra
que dicha bebida indujo principalmente alteraciones en el
apareamiento de los elementos laterales del CS mismas que fueron
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observadas y cuantificadas como desinapsis y que como Su nombre lo
indica son regiones en donde no se reallzo el evento de sinapsis,
o bien, que habdbiendose realizado, se termina precozmente. En este
sentido cabe sefinlar que en pacientes subfértiles o infértiles
se ha observade wuna alta proporciéon de desinapsis, estando
asociada esta alteracion con  interrupcion del progreso de la
gametogenesis {detenimiento meiléticod io cual se considera
consecuencia de una separacion cromosomica prematura 40,440,
Asimismo, las desinapsis se asocian a errores en la segregacién
cromosomica normal durante la meiosis. A este respecto Rasmussen y
Holm <68) seflalan que un prerrequisite fundamental para una
adecuada disyuncion es la formacison complata del bivalente y su
conservacién hasta la anafase | cuando ocurre su  separacién
fisica: la no disyuncién en anafase I puede ocurrir entonces por
fallas en el apareamiento inicial o blen por un error que impide
e se conserve esta condicion {desinapstis precozl). En
consecuencia los resultados obtenidos en esta investigacién
sugieren la posibilidad de que las desinapsis también se presenten

en agquellos pacientes alcoholicos con problemas de fertilidad.

Aungue no se conoce el mecanismo involuarado en eéste y otros
tipos de perturbacicnes del CS (5.11), se sabs que el acetaldehido
es el primer producto especifico de la oxidacién del etanol por
medio de la enzima alcchol deshidrogenasa, la cual esta localizada
solamente en el hi;ado'sino también en cotros organos tales como el
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ovario Yy el testiculo -celulas de Leydig, espermatogonias,
epitelioc de los tubulos seminiferos, célutas intersticiales y
epididimo~ €31.59,80), Diversos experimentos han puesto de
manifiesto al acetaldehido c¢omo un compuesto genotdéxico capaz de
inductir aberractones cromosédmicas, {ntercambio de cromatidas
hermanas y aneuploidia (59.69), ¥ nec obstante que las Llebidas
alcoholicas conivienen numeresas sustanclias algunas de  las cuales
son potencialmente genoLoxicas, los datos experimentales son
consistentes en Gque el acetaldehldo es el metabolite genotdxico

del etanol 17,59,

En relxsién al efecto del acetaldehido scbre ia funcién
reproductiva, en humerosos trabajos se ha evidenciado la presencia
de una ADH funcional en testiculo de ratas luego de la ingesta de
etancl (57.80). Puesto que esta sustancia alcanza a las génadas se
pueds anticipar gque el acetaldehido = produce ahi, siendo
potencialmente capaz de alterar las células germinales <1,59,62 ).
St este es el caso. las alteraciones inducidas sobre el CS
despues de la administracion de una dosis subletal de tequila son
evidencia de dafe en la lnea germinal atribuible a la presencia
del acetaldehido en el testiculse y a su interaccién con el origen

y-/© naturaleza proteica del CS

A pesar de que no se descarta la accién de otros sustancias
toxicas presentes en ‘el tequila, agqui se proponen dos posibles
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explicaciones del incremento de desinapsis observado luego de 1la

administracién de dicha bebjda alcohdlica:

ad EL acetaldehido, ast como otros aldehidos, actua
interfiriende las actividades enzimaticas que son esenciales para
las funciones del DNA y en experimentos con mamiferos tratados
con dosis agudas o cronicas se ha observado una disminucion o
inhibicién de la sintesis de ARN y protelnas ¢59,62,73,83). Por
otra parte se ha demostrado que una peJqueda cantidad de sintesis
de ADN (03-D.4 X del totald ocurre en la profase meidtica; parte
de ésta durante el cigoteno temprano y el retso en Paquiteno. Esta
sintesis de ADN esta implicada claramente en el proceso de
apareamiento, asimismo se ha evidenciado que todos los intervalos
de la Profase mei6ttica dependen de la sintesis continua de
proteinas , de tal modo que una sustancial inhibicion de la misma
durante un subestadio resultaria en alteraciones tales como
daefectos de apareamiento, disminucién en el nimero de quiasmas,

disociacidn precoz del bivalente y disrupcién del CS (6,51,71,77).

b) Alternativamente, Sorrell y Tuma ( 76 > proponen que las
alteraciones inducidas por el acetaldehido se deben a ia
reactividad quumica del mismo y sugieren la formacién de productos
acetaldehido-proteinas durante la oxidacién del etanol, originando
principalmente bases de Schiff, que resultan de la reaccién del
carbon carbonil del acetaldehido con el grupo c-amino de la
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tisina, principal aminoacido que participa en ta unton del

ACETALDEHRIDO PROTEINA RASE DE SCHIFF
(o]
I
CHs~C N + NHz-R ————— CHa-C=N-R
]
H
F10.18. Reaccién ENTRE E£L ACETALDEHIDO Y UNA PROTEINA PARA FORMAR

URA BASE DE SCHIFF.

Existe evidencia que suglere que la actividad bielégica de las
proteinas que poseen residuos de Lisina son especialmente
susceptlibles & ser alteradas al interactuar con el acetaldehido. A
e¢ste respecto ya se ha mencionado que el CS es una estructura
proteéjca  sintetizada de novo durante la profase meiodtica y en
cuyos elementos laterales se ha detectado la presencia de
proteinas ricas en Lisina (28.53.85) y que la regulacién en la
formacién del CS puede ser alterada por defectos en sus
compopentes estructurales (7). Allen et al, (6 afirman gque
los efectos sobre varlos elementos asociados con el desarroclla del
cs, por e jemplo las proteinas meidticas o bien sobre el
metabolisme general pueden promover dafio al cs. Asi, el dafio
inducido en la profase relaciona aspectos metabdlicos ¥
estructurales alterados lo cual resulta en 1la pérdida del control
genético esencial para la coordinacion y realizacion de  un
apareamiento cromosomico efectivo. Considerando los fundamentas
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anteriares se podils suponar que las alteracicnes al s

menifectadas coma  desinapsis son  provocadas  por la  accion del
Aacet aldaetadae sobre las protetnas que Son los ceonstituyentes

En vbkra  investigoacion  donde oon un tratamiente  cronico  de
tequla no se produls un incremente en la frecuencia de nugtaciones
dominantes lvtales utilzando la misma cepa de ratdn €3>, Se

sugiris quz el resuitade se  pedria atribuir a la ellminacion o

reparacisn de las celulas dafladas inclusive aun después de
ecurrida la fertilizacion (32>, Estes rmismos mecanismos también
podsian efectuarse durante el largo precsso de la espermatogénesic
11>, por o que es nccesario realizar otros estudios en la
perspectiva de determinar si el dafic inducide en el CS es

heredable.

Finalmente, ¢l €5 se ha visto como un concomitante morfologice
dez numerosas actividades metakolicas y reguladoras dirigidas a
asegurar la sinapsis, recombinacion y segregacion adecuada de los
cromosemas homélogos. Diversas reacciones de citotoxicidad quimica
pueden converger durante su formacion hasta que finalmente el daWo
se visualiza como una alteracién en su morfologia normal <(7);
si tales perturbaciones tienen implicacion geneticamente heredable
no estA aun corrcborado come tampoco lo estad el heche de que las
bebldas alcohd¢lcas iInduzcan dafio transmisible a la descendencia.
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Sin embargo el presente trabajo evidencia que el teguila
administrado en dosis altas afecta el patréon de apareamiento
normal del €S, lo cual ofrece una posibilidad de riesgo genético

para el humano.
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ESTA TESKS O CEBE
SALR BE LA BiBauitlh

CONCLUSIONES

1~ La técnica para la visualizaczien del Complejo Sinaptonemico
con las modificsciones hechas en esta investigacion es facil de
montar, relativamente rapida, siendo los resultados reproducibles

¥ por tanto cenfiables.

2- La clclefosfamida, en dosis de 150 mgrkg incrementa
significativamente las desinapsts, las ruptiiras y las

configuraciones multiaxdiales en el CS.

3.~ El tequila no incrementa 1a frecuencia de
configuraciones multiaxiales ni de rupturas, sin embargo el
incremento de desinapsis se muestra come evidencia de dafio en un

estadio particular de la profase meldtica.

4~ Los resultados obtenidos asi come el intente por explicar su
causa son una alternativa a considerar, sin excluir otras
pesibilidades, para  entender la  interaccion entre una bebida

alcoholica y las células germinales.
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