Acta Universitaria

ISSN: 0188-6266
actauniversitaria@ugto.mx

VERSITARIA

Universidad de Guanajuato
México

Garcia-Rodriguez, Maria del Carmen; Guerrero-Palomo, Gabriela; Altamirano-Lozano,
Mario
Efecto de la administracion intragéstrica y ad libitum del vino tinto (Cabernet Sauvignon,
Merlot, Carménere y Cabernet Sauvignon/Nebbiolo) y del alcohol en la cito/genotoxicidad
evaluada en sangre periférica de ratones CD-1
Acta Universitaria, vol. 27, nim. 3, mayo-junio, 2017, pp. 19-27
Universidad de Guanajuato
Guanajuato, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=41652062003

Como citar el articulo f ((})\ /!

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacioén del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=416
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=416
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=41652062003
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=41652062003
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=416&numero=52062
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=41652062003
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=416
http://www.redalyc.org

ISSN 0188-6266

CTA

doi: 10.15174/au.2017.1221

~ INIVERSITARIA

Multidisciplinary Scientific Journal

Efecto de la administracidon intragastricay ad
libitum del vino tinto (Cabernet Sauvignon, Merlot,
Carméneérey Cabernet Sauvignon/Nebbiolo) y del
alcohol en la cito/genotoxicidad evaluada en sangre

periférica de ratones CD-1

The effect of intragastric and ad libitum administration of red wines (Cabernet
Sauvignon, Merlot, Carménére and Cabernet Sauvignon/Nebbiolo) and alcohol
in the cyto/genotoxicity evaluated in the peripheral blood of CD-1 mice

Maria del Carmen Garcia-Rodriguez*?®, Gabriela Guerrero-Palomo*, Mario Altamirano-Lozano*

Recibido: 18 de febrero de 2016
Aceptado: 15 de marzo de 2017

Palabras clave:
Vino tinto; genotoxicidad; micronucleos;
citotoxicidad; alcohol.

Keywords:
Red wine; genotoxicity; micronucleus;
cytotoxicity; alcohol.

Como citar:

Garcia-Rodriguez, M. C., Guerrero-Palomo, G.,
& Altamirano-Lozano, M. (2017). Efecto de la
administracion intragastrica y ad libitum del vino
tinto (Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére y
Cabernet Sauvignon/Nebbiolo) y del alcohol en
la cito/genotoxicidad evaluada en sangre peri-
férica de ratones CD-1. Acta Universitaria, 27(3),
19-27. doi: 10.15174/au.2017.1221

RESUMEN

Se evalud la cito/genotoxicidad en sangre periférica de ratones CD-1 expuestos a las
variedades de vino tinto Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére y Cabernet Sauvignon/
Nebbiolo. Grupos de cinco organismos fueron tratados: a) con el vehiculo, b) vino tinto
o etanol (diluidos al 75% y 10%, respectivamente) ad libitum, y c) vino tinto sin diluir o
etanol diluido al 13.5% (dos dosis diarias-0.25 ml, intragastricamente [i.g.]). La cito/
genotoxicidad se evalu6 mediante el ensayo de micronucleos (MN) y la relacion entre
eritrocitos policromaticos/normocromaticos (EPC/ENC) a las O h, 24 h, 48 hy 72 h. La
administracion i.g. de Cabernet Sauvignon, Merloty etanol mostraron ligeros incrementos en
los MN que resultaron significativos; sin embargo, la administracién ad libitum de los vinos
mostré una tendencia a reducirlos. Nuestros hallazgos sugieren que los MN podrian estar
relacionados con la biodisponibilidad, farmacodinamica y farmacocinética del etanol y de los
antioxidantes del vino tinto. No se observaron efectos citotoxicos.

ABSTRACT

We evaluated the cyto/genotoxicity in peripheral blood of CD-1 mice exposed to different
varieties of red wine Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére and Cabernet Sauvignon/ Neb-
biolo. Groups of five CD-1 mice were treated with: a) vehicle only; b) red wine or ethanol
ad libitum (diluted 75% and 10%, respectively); c¢) undiluted red wine or ethanol diluted to
13.5% (two daily doses-0.25 ml via intragastric [i.g.]). The cyto/genotoxicity was evaluated
by micronucleus (MN) assay, and by the relationship between polychromatic/monochro-
matic erythrocytes at O h, 24 h, 48 h and 72 h. Significant but slight increases of MN were
observed only in the treatments i.g. of Cabernet Sauvignon, Merlot, and ethanol. However,
the administration ad libitum of red wines tended to decrease the MN. Our findings suggest
that the MN could be related with the bioavailability, pharmacodynamics, and pharmaco-
kinetics of ethanol and the antioxidants of red wine. No cytotoxic effects were observed.

INTRODUCCION

El vino es una bebida consumida por la humanidad desde hace mas de
6000 anos que cumple tanto funciones alimenticias como socio-religiosas
(Soleas, Diamandis & Goldberg, 1997). Aunque al consumo de vino se le
ha asociado con efectos perjudiciales, también han llamado la atencién
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sus efectos benéficos en la salud a partir de la llama-
da “paradoja francesa”, definida como la proteccion
o reduccion de enfermedades cardiovasculares por
el consumo regular y moderado de bebidas alcohé-
licas, especialmente vino tinto (Artero, Artero, Tarin
& Cano, 2015; Biagi & Bertelli, 2015). Por consumo
regular y moderado, seguin las “Guias Alimentarias”,
se considera al dia un vaso de 150 ml de vino o 10 g de
alcohol para las mujeres, y el equivalente a dos vasos
de vino (300 ml de vino o 20 g de alcohol) para los hom-
bres. Aunque, estas recomendaciones pueden variar de
acuerdo a la edad, estilo de vida, dieta, uso de drogas o
suplementos, entre otros (Sancho & Mach, 2015; U.S.
Department of Health and Human Services, 2011).

La ingesta de vino tinto, ademas de incrementar la
capacidad antioxidante (Whitehead, Robinson, Allaway,
Syms & Hale, 1995), reduce las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), modula las vias de sefalizacion ce-
lular y reduce la agregacion de plaquetas (Lindberg &
Amsterdam, 2008; Pandey & Rizvi, 2009), lo que puede
explicar la reduccion en el riesgo de las enfermedades
cardiovasculares. A partir de diversos estudios tanto
in vitro como in vivo se han podido atribuir los efectos
benéficos a la salud a sus compuestos polifendlicos,
que pueden presentar propiedades anti-inflamatorias,
anti-alergénicas, inmuno-moduladoras, anti-bacteria-
nas, anti-virales, anti-fibroticas, hipotensivas, anti-
coagulantes y anti-genotoxicas (Artero et al., 2015;
Garcia-Rodriguez, Nicolas-Méndez, Montano-Rodriguez
& Altamirano-Lozano, 2014; Shahidi & Ambigai-
palan, 2015). Ademas de disminuir la incidencia de
patologias neurodegenerativas como el Alzheimer,
Parkinson e incluso la induccién de algunos tipos de
cancer (Sancho & Mach, 2015; Sun, Wang, Simonyi &
Sun, 2008). Los vinos tintos pueden contener hasta
3000 mg/L de compuestos polifendlicos, estos son una
mezcla compleja de flavonoides (como las antocianinas
y flavan-3-oles) y no flavonoides (como el resveratrol,
cinamatos y acido galico). Los flavan-3-oles o flava-
noles son los mas abundantes en el vino tinto, ya que
componen hasta el 50% del total de los constituyentes
fendlicos. Las variedades Cabernet Sauvignon, Merlot,
Carméneére y Pinot Noir son las que presentan una
mayor concentracion. A pesar de que las propiedades
benéficas del consumo del vino tinto estan siendo am-
pliamente estudiadas, hay pocos estudios in vivo de
evaluaciones genotoxicas y citotoxicas debido a la li-
mitacion de los estudios clinicos por su naturaleza
observacional. Por ello, estudios en los que se emplean
modelos experimentales como el raton pueden ampliar

20  Vol. 27 No. 3 Mayo-Junio 2017

la informacién basica para establecer las dosis farma-
cologicas. El empleo de ensayos como el de microntcleos
(MN) en sangre periférica nos permiten evaluar la ge-
notoxicidad y hacer su seguimiento durante todos los
dias del tratamiento (cinética de MN), ya que solo se
requiere una o dos gotas de sangre de la vena caudal
para hacer las evaluaciones. En estas mismas mues-
tras se puede evaluar la citotoxicidad mediante la
relacion entre los eritrocitos policromaticos/nor-
mocromaticos (EPC/ENC) (Hayashi et al., 2000). Por
lo que, en el presente trabajo se evalué la genotoxici-
dad y la citotoxicidad en sangre periférica de ratones
CD-1 tratados por via oral (ad libitum intragastrica-
mente [i.g.]) con las variedades de vino tinto Cabernet
Sauvignon, Merlot, Carménere y Cabernet Sauvignon/
Nebbiolo, asi como con alcohol diluido en los mismos
porcentajes contenidos en promedio en los vinos tin-
tos empleados en el estudio.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon grupos de cinco ratones macho selec-
cionados al azar de la cepa CD-1, de 2 a 3 meses de
edad (35 g—40 g) obtenidos del bioterio Harlan de la
Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA-Harlan®)
de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacio-
nal Auténoma de México (UNAM). Los animales fueron
aclimatados durante dos semanas en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FES-Z),
UNAM. Se les permiti6 el libre acceso tanto al agua
como al alimento (NUTRI-CUBOS, para roedores pe-
quefios Purina®-México). Los ratones se mantuvieron
bajo condiciones controladas de temperatura (22 °C) y
circulacion de aire, asi como de periodos de luz-oscu-
ridad de 12 h—-12 h (7:00 h - 19:00 h Iuz). E1 Comité
de Bioética de la FES-Z, UNAM, aprobé los protocolos
experimentales utilizados en este estudio.

Reactivos

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos de Sig-
ma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). Naranja de
Acridina (NA) [CAS No. 10127-02-3]; Bromuro de Eti-
dio [CAS No. 1239-45-8]; Etanol [CAS No. 64-17-5].
Los vinos tintos empleados fueron de marcas comer-
ciales. En la tabla 1 se describen las caracteristicas y
regiones de los vinos empleados en el estudio.

Efecto de la administracion intragastrica y ad libitum del vino tinto (Cabernet sauvignon, Merlot, Carménére
y Cabernet sauvignon/Nebbiolo) y del alcohol en la cito/genotoxicidad evaluada en sangre periférica
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Tabla 1.
Descripcion y consumo promedio diario por raton de las variedades de vino tinto administradas ad libitum al 75% durante el estudio (cuatro dias).
Testigo Cs1 Cs2 CS/N Merlot Carméneére
Aio cosecha -- 2006 2005 2005 2005 2007
Etanol (%) - 12.4 14.5 13.0 14.5 13.9
Valle de Calafia, Valle de Guadalupe, Valle de Calafia, Valle de Guadalupe, Valle de Rapel
Region Viticola - Baja California, Baja California, Baja California, Baja California, . peL
. P P P Santiago, Chile
Meéxico Meéxico Meéxico Meéxico
Consumo diario/ , , 1.4 1.5 1.5 1.5 1.6

raton (ml)

Cabernet Sauvignon (CS1); Cabernet Sauvignon (CS2); Cabernet Sauvignon/Nebbiolo (CSIN).

Fuente: Elaboracién propia.

Disefno experimental

Se seleccionaron las variedades Cabernet Sauvignon,
Merlot y Carméneére por encontrarse dentro de las va-
riedades de vino tinto mas consistentes en cuanto a la
cantidad de antioxidantes totales (Van Leeuw, Kevers,
Pincemail, Defraigne & Dommes, 2014). De la varie-
dad Cabernet Sauvignon se estudiaron dos cosechas,
la primera (2006) correspondia al Valle de Calafia, Baja
California, México (CS1) y la segunda (2005) corres-
pondia al Valle de Guadalupe, Baja California, México
(CS2). También se seleccion6 un vino de la variedad
Merlot del Valle de Guadalupe, Baja California, México,
y una mezcla de las variedades Cabernet Sauvignon/
Nebbiolo (CS/N) de la region del Valle de Calafia, Baja
California, México. A excepcion del vino tinto Carméne-
re, todos corresponden a la misma regiéon (Baja Cali-
fornia Norte, México). El vino tinto Carménere (Valle
del Rapel, Santiago de Chile) se seleccioné debido a
que esa cosecha fue denominada como histérica debi-
do a sus propiedades organolépticas. El vino tinto se
administré por via i.g. y ad libitum, por ser la via oral
la forma comun de “exposicion” de los humanos.

Para las administraciones ad libitum, se calculo la
cantidad consumida de vino tinto y etanol diariamen-
te (indice de consumo diario por ratén) empleando bebe-
deros con control de volumen (graduados/ml). El vino
tinto y el etanol se prepararon en “fresco” todos los dias,
y se administraron inmediatamente. El vino tinto ad-
ministrado i.g. se emple6 sin diluir, se “aplicaron” dos
tratamientos de 0.25 ml dos veces al dia durante tres
dias. En los grupos tratados con alcohol se empleo eta-
nol diluido al 10% (ad libitum) y al 13.5% (i.g.), ya que
estos porcentajes representan el contenido promedio
de etanol de los vinos tintos empleados en ambas vias
de administracion. El grupo testigo fue tratado y mante-
nido bajo las mismas condiciones que los otros grupos,
pero solo se le administro6 el vehiculo. Los grupos fueron
conformados de la siguiente manera: a) testigo; solo se
administré el vehiculo (agua potable), b) tratamientos

Efecto de la administracion intragastrica y ad libitum del vino tinto (Cabernet sauvignon, Merlot, Carménére
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ad libitum; se les permiti6 el libre acceso al vino tinto o
etanol (diluidos al 75% y 10% respectivamente) duran-
te tres dias, y c) tratamientos i.g.; se les administraron
dos dosis diarias de 0.25 ml de vino tinto sin diluir o
etanol al 13.5% durante tres dias.

Se tomaron muestras de sangre periférica (S ul) de
la vena caudal a las O h, 24 h, 48 h y 72 h después
de iniciados los tratamientos. Las muestras se coloca-
ron directamente sobre laminillas pre-tratadas con NA
preparadas de acuerdo con la técnica establecida por
Hayashi, Morita, Kodama, Sofuni e Ishidat (1990). Las
preparaciones se mantuvieron en la oscuridad a una
temperatura aproximada de 4 °C hasta su analisis. Las
evaluaciones se realizaron mediante la identificacion
de EPC, ENC y MN bajo un microscopio de fluorescencia
(Nikon Optiphot-2) con una excitacién azul (480 nm)
y un filtro de barrera (515 nm — 530 nm). La tincién
diferencial que se obtuvo con la NA permitié diferen-
ciar a los EPC de los ENC, ya que los EPC se tifien
de anaranjado fluorescente debido a la presencia aun
de ARN-ribosomal, mientras que los MN se tinen de
color amarillo fluorescente por su contenido de ADN
(figura 1). El dano genotoxico fue cuantificado mediante
el analisis de 2000 EPC por cada raton, en los que se
identifico la presencia o ausencia de MN. Mientras
que el dano citotéxico se baso en el analisis de 1000 eri-
trocitos totales por ratén, en los que se estableci6 la
relacion EPC/ENC.

Los criterios de evaluacion y condiciones de tra-
bajo se establecieron con base en los lineamientos de
la OCDE (474), de la Food and Drug Administration
(FDA), de la Environmental Protection Agency (EPA),
del Collaborative Study Group for the Micronucleus
Test (CSGMT) y del Mammalian Mutagenesis Study
Group of the Environmental Society of Japan (JEMS.
MMS) para ensayos de MN a corto plazo en sangre
periférica de raton (Hayashi et al., 2000; Mavournin,
Blakey, Cimino, Salamone & Heddle, 1990).
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Figura 1. Frotis de sangre periférica de ratén tefida con Naranja de Acridina
donde se muestran ejemplos de: a) EPC tefiidos de color naranja fluo-
rescente (claros); b) MN tefiido de amarillo fluorescente en EPC (punto
blanco) y ¢) ENC que se observan como sombras sin tefiir.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 2.
Promedios de MN evaluados en los EPC de los grupos tratados con las diferen-
tes variedades de vino tinto y con etanol ad libitum y por via i.g.

MN/EPCA media MN/EPCA media

LT N Hora | ie(adlbitum) tfde (i.g)
0 0.1+0.1 0.7£0.5
24 0.1+0.2 1.0+0.3
Testigo 5
48 0.2+£0.2 0.9+0.4
72 0.2+0.3 1.0£0.5
0 0.7+0.6 0.5+0.3
24 1.2£0.3 1.5£0.5
Etanol 5
48 1.5+0.4 2.1£0.6%°
72 1.0£0.5 1.1£0.6
0 0.5+0.3 0.0+£0.0
24 0.8+0.4 1.7+0.8°
Cs1 5
48 0.7+0.2 1.4+0.4°
72 0.4+£0.4 0.9+£0.5
0 0.7+£0.2 1.4+0.2
24 0.8+0.4 1.7£0.5
Cs2 5
48 0.5+0.3 2.2+0.32
72 0.4+£0.2 1.8+£0.3
0 0.6+0.4 1.1£0.4
24 0.6+0.4 1.7£0.6
CS/N S
48 0.4+£0.2 1.2+0.5
72 0.3+0.2 1.2£0.5
0 0.0+0.0 0.6+0.4
24 0.4+0.5 1.0+0.3
Merlot 5
48 0.4+0.5 1.9+0.44
72 0.8+0.4 1.0£0.3
0 0.2+0.2 0.9+0.4
. 24 0.6+0.6 1.0£0.8
Carménere S
48 1.0+£0.6 1.6£0.8
72 0.4+0.4 0.9+0.4

Los vinos tintos fueron diluidos al 75% cuando se administraron ad libitum.

El etanol se diluyé al 10% (ad libitum) y al 13.5% (i.g). CS1 (Cabernet Sauvignon
1); CS2 (Cabernet Sauvignon 2); CSIN (Cabernet Sauvignon/Nebbiolo). 2p < vs.
testigo 48 h; ®p<vs. Etanol 0 h; p<vs. CS1 0 h; “p <Merlot 0 h.

7000 EPC por raton; i.g.

Fuente: Elaboracién propia.
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Analisis estadistico

Las frecuencias de MN y la relacion de EPC/ENC se
presentan como promedios (media * desviaciéon estan-
dar [d.e.]) y se compararon mediante un analisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey.
Mientras que la Frecuencia Neta de la Induccién de MN
(NIF-MN, por sus siglas en inglés) se analizé6 con una
Chi-cuadrada. Se emplearon los programas SPSS/PC
V18™ y Statistica/PC V6.0™ para hacer los analisis es-
tadisticos. Se consideré una p <0.05 como significativa.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los consumos promedio dia-
rios por raton de las diferentes variedades de vino tinto.
Se observa que no hay variaciones significativas entre
los consumos del vino tinto y el agua (alrededor de
1.5 ml/dia). Al evaluar la cinética de MN no hubo efec-
tos significativos en los grupos que se les administré el
vino tinto ad libitum, y aunque el tratamiento con eta-
nol ad libitum incrementé los promedios de MN, estos
no resultaron significativos al compararse con el gru-
po testigo ni contra su propia hora O, que representa
las evaluaciones de cuando aun no se iniciaban los
tratamientos (tabla 2). Sin embargo, cuando se admi-
nistraron los tratamientos por via i.g. se incrementaron
los promedios de MN en los grupos tratados con CS1,
CS2 y Merlot. En general el mayor efecto se observo a
las 48 h después de iniciados los tratamientos. El gru-
po tratado con etanol es el que muestra los mayores
incrementos que resultaron significativos al compararlos
con el grupo testigo y contra su propia hora O (tabla 2).

Debido a la variabilidad observada en los prome-
dios de MN en la hora O en todos los grupos (tabla 2) y,
considerando que a esta hora atin no se iniciaban los
tratamientos, se realiz6 el calculo del NIF-MN partien-
do de la premisa de que la induccion de los MN en la
hora O de cada grupo es su propio testigo. De ahi que se
resto la frecuencia de MN observada en la hora O a las
evaluadas en las siguientes horas (Garcia-Rodriguez,
Lopez-Santiago & Altamirano-Lozano, 2001):

NIF-MN = Numero de MN evaluados en el tiempo
Xi - Numero de MN evaluados en el tiempo O.

Xi = evaluaciones después de la administracién de
los tratamientos.

Tiempo O = evaluacién en la hora O (antes de la
administracion de los tratamientos).

Efecto de la administracion intragastrica y ad libitum del vino tinto (Cabernet sauvignon, Merlot, Carménére
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En la figura 2 se muestra el analisis por tiempo
y por grupo del NIF-MN calculado para 10 000 EPC,
en donde se corrobora que los tratamientos ad li-
bitum no presentan efectos significativos sobre las
frecuencias de MN, de hecho, con este analisis, se
observa una tendencia a disminuir los MN basales
(CS2y CS/N) alas 48 hy 72 h, siendo mas claro en
esta ultima. Cabe senalar que la diferencia signifi-
cativa observada a las 48 h en el grupo tratado via

[
h
)

a)24 h
204
154

104
1T Im.. ®HE
0_

2571 b)48 h
201
154

104

259 ¢) 72 h

Frecuenciade MN/10,000 EPC  Frecuencia de MN/10,000 EPC  Frecuencia de MN/10,000 EPC

R
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< o ¥ Gﬁ
(i) Ad libitum

Multidisciplinary Scientific Journal

i.g. con CS2 (tabla 2), una vez realizado el calculo
del NIF, no resulta significativo. Finalmente, en la
tabla 3 se muestran los promedios de la relacion
de los EPC/ENC de los grupos tratados con las di-
ferentes variedades de vino tinto y con etanol al ser
administrados ad libitum y por via i.g, en donde se
observa que ninguno de los tratamientos modifico
significativamente la relacién entre los EPC con res-
pecto a los ENC.

25+
20+
154

104

2519
204
154

104

S &S D 5 ¢

> < (@ N |

o O W i’d@
¢

(i) i.g.

Figura 2. Representacion del calculo del NIF-MN en las 24 h, 48 h'y 72 h después del inicio de los tratamientos con las diferentes variedades de vino tinto y con etanol
administrados ad libitum (i) e intragastricamente (ii). Significancia: *p < 0.05 vs. testigo. Los vinos tintos fueron diluidos al 75% cuando se administraron ad
libitum, mientras que el etanol se diluyé al 10% (ad libitum) y al 13.5% (i.g). CS1 (Cabernet Sauvignon 1); CS2 (Cabernet Sauvignon 2); CSIN (Cabernet

Sauvignon/Nebbiolo).
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3.
Promedios de EPC con relacion a los ENC de los grupos tratados con las
diferentes variedades de vino tinto y con etanol ad libitum y por via i.g.

EPC/1000 ENC EPC/1000 ENC

Grupo N Hora media +d.e media * d.e
(ad libitum) (i.g.)
0 72.2+3.1 72.0+8.4
24 75.8+1.7 77.8+3.8
Testigo 5
48 73.4+3.7 77.2+5.8
72 73.6 £3.5 75.6+3.8
0 75.4+£2.7 78.8+3.0
24 75.2+5.0 76.4£2.7
Etanol 5
48 75.8+2.5 74.6 £2.7
72 74.6 £2.7 73.4+3.3
0 74.2+3.0 91.4+12.7
24 73.4+2.1 88.0+10.0
Ccsl1 5
48 73.4+2.9 91.2+13.6
72 72.6 £3.2 82.4+3.8
0 73.0£2.5 73.8+3.7
24 72.8+2.4 70.6+3.8
Cs2 5
48 71.6+4.6 68.0+4.2
72 72.8+2.7 64.0 £2.8
0 73.4+3.2 80.6 £8.0
24 73.2+3.0 74.2+6.8
CS/N 5
48 71.6+3.6 68.0+4.1
72 73.8+3.0 73.8+3.7
0 72.0£2.9 82.0+4.6
24 70.8+3.0 79.6+3.8
Merlot 5
48 69.2+1.9 77.4+2.3
72 71.8+2.8 74.6+2.1
0 72.8+3.3 74.0£4.6
24 71.8+5.9 71.0£4.9
Carménére 5
48 65.0+£3.4 60.4 £2.7
72 74.4£4.5 68.2 £4.8

Los vinos tintos fueron diluidos al 75% cuando se administraron ad libitum.

El etanol se diluyd al 10% (ad libitum) y al 13.5% (i.g).

CS1 (Cabernet Sauvignon 1); CS2 (Cabernet Sauvignon 2); CSIN (Cabernet Sau-
vignon/Nebbiolo). i.g. (intragastrica).

Fuente: Elaboracién propia.

DISCUSION

Si bien el consumo de bebidas alcohdlicas ha sido
ampliamente cuestionado por los profesionales de la
salud, el consumo moderado de vino tinto ha mostra-
do efectos benéficos en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares (Iriti & Varoni, 2014). Sin embargo,
dentro de los resultados observados tanto en los es-
tudios epidemiol6gicos como en los clinicos hay datos
contradictorios, ya que si bien en algunos se repor-
tan efectos fisiologicos en la modulacién de algunas
enfermedades, en otros no se han presentado efectos
daninos asociados al consumo del vino tinto (Biagi &
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Bertelli, 2015; Xiang et al.,, 2014). Esto puede ser de-
bido a que el consumo de vino tinto en humanos es
afectado por factores socioeconémicos y el estilo de
vida (Yoo, Saliba, McDonald, Prenzler & Ryan, 2013).
Aunado a que las concentraciones y componentes del
vino también pueden variar dependiendo de la varie-
dad de la vid, la region, el tipo de vino, el clima, la
cosecha (temprana o tardia), los procedimientos de
prensado de la uva, el tiempo/tipo de fermentacion
(mosto con la piel y las semillas), el proceso de enveje-
cimiento, etc. (Stockham et al., 2013; Van Leeuw et al.,
2014; Waterhouse, 2002). De ahi que las dosis farma-
colégicas han generado dudas sobre la extrapolacion
clinica por la limitacién de los estudios clinicos
dada su naturaleza observacional. De ahi que los
estudios in vivo empleando animales de experimen-
tacion resultan un buen modelo para controlar estos
factores o variables. El ensayo de MN in vivo (roedores)
se utiliza como bateria de prueba reglamentaria para
predecir la carcinogenicidad de los agentes quimicos
mediante su capacidad para producir genotoxicidad
evaluada mediante el dano clastégeno y aneuploido-
geno (Tweats et al., 2007). De manera simultanea a
las evaluaciones de MN se debe establecer la relacion
entre EPC/ENC, ya que es un indicador de citotoxi-
cidad principalmente presentada por una reduccion
de los EPC (muerte celular) (Hayashi et al., 2000). En
el presente trabajo se evalué la cito/genotoxicidad en
ratones tratados i.g. y ad libitum con las variedades
de vino tinto Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére
y Cabernet Sauvignon/Nebbiolo. Estas variedades se
seleccionaron por ser las que presentan una cantidad
de antioxidantes mas consistente (Van Leeuw et al.,
2014). Los vinos correspondieron a la misma regiéon
(Baja California Norte, México), dado que no hay estu-
dios de evaluaciones genotéxicas y citotoxicas de las
variedades de vino tinto producidas en particular en
nuestro pais. Solo se consider¢ el vino tinto Carméne-
re de otra region (Valle del Rapel, Santiago de Chile)
con el propésito de comparar los resultados por ser
una cosecha denominada como histérica debido a sus
propiedades organolépticas.

A pesar del sabor del vino tinto, el consumo prome-
dio diario por raton (alrededor de 1.5 ml) no se afec-
t6 al comparase con el consumo promedio diario del
grupo testigo. La dosis consumida diaria por ratén
(tratamiento ad libitum) equivale a consumir aproxi-
madamente dos botellas de vino tinto durante 24 h en
humanos, a pesar de que esta cantidad representa seis
veces la cantidad recomendada (regular y moderada),
no se observaron efectos significativos en las frecuen-
cias de MN y la relacion de los EPC/ENC (tablas 2y 3,
figura 2), por el contrario se observé un tendencia a
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disminuir las frecuencias basales (figura 2). El vino
tinto se diluy6 al 75% cuando fue administrado ad
libitum, esto con base en un estudio previo donde se
observé que la administracion sin diluir de vino tinto
(Cabernet Sauvignon) presentaba efectos fisiologicos
debido a la falta de consumo de agua (Garcia-Rodriguez,
Mateos-Nava & Altamirano-Lozano, 2015), al diluir el
vino tinto con agua potable se logra afectar lo menos
posible el consumo de agua en los organismos (des-
hidratacion) al ser esta la Uinica fuente de liquidos a la
que tuvieron acceso los ratones durante el estudio.
En un estudio ex vivo realizado con muestras de san-
gre periférica obtenidas a las 1 h, 3 h, 8 hy 24 h de
4 personas que consumieron una sola dosis de 300 ml
de vino tinto, se observé una disminucién de MN en
linfocitos expuestos a peroxido de hidrégeno (H,O,)
mediante la técnica del bloqueo-citocinesis, las reduc-
ciones resultaron tiempo-dependientes, siendo mayor
la reduccién en las muestras obtenidas después de
la primer hora post-consumo (Fenech, Stockley &
Aitken, 1997). Esto sugiere una proteccion del dafno
oxidante inducido por el H,0, mediada por los com-
ponentes antioxidantes del vino tinto. Se ha observado
que en particular los compuestos fendlicos del vino tin-
to son capaces de proteger del dafio al ADN inducido
por agentes oxidantes in vitro (Greenrod & Fenech,
2003; Macedo et al., 2013) e in vivo (Garcia-Rodriguez,
Carvente-Juarez & Altamirano-Lozano, 2013; Garcia-
Rodriguez et al., 2014), por lo que la tendencia a la
disminucion de los MN basales observada en el presente
estudio pudiera estar relacionada con estos compo-
nentes fenolicos del vino tinto, sin embargo es necesario
ampliar este tipo de estudios probando especificamen-
te los componentes antioxidantes del vino tinto para
obtener datos concluyentes sobre su posible proteccion
del dafnio genotoxico.

Cuando se administr6 a los ratones por viai.g. un ter-
cio de la dosis consumida ad libitum de los vinos
tintos se observaron incrementos en los MN significati-
vos particularmente con las variedades de C1, Merloty
con el etanol, siendo mayor incluso para este ultimo.
El hecho de que las dosis consumidas ad libitum no
presentaran efectos a pesar de ser mayores que las ad-
ministradas i.g., nos permite sugerir que las frecuencias
de MN observados podrian estar relacionados con la
biodisponibilidad, farmacodinamica y farmacocinética
tanto del etanol como de los antioxidantes presentes en
cada variedad de los vinos estudiados (Biagi & Bertelli,
2015; Choy, Black, Mandakas, Mirro & Black, 1995;
Van Leeuw et al.,, 2014). De igual manera es recomen-
dable identificar y cuantificar las concentraciones de
los antioxidantes que presentan en particular cada
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una de las variedades de vino tinto, con la finalidad de
realizar correlaciones tanto de su posible proteccion
del dafio genotéxico, como de su relacién con los posi-
bles beneficios en la salud humana.

Cabe sefialar que, aunque los incrementos en los
MN resultaron significativos, estos no representan un
dano genotoxico claro, ya que con base en los linea-
mientos de la FDA y la OECD se considera un agente
genotoxico aquel que induce mas de 3 MN/1000 EPC
(Heddle et al.,, 1983; Topham, Albanese, Bootman
Scott & Tweats, 1983).

La mayoria de los profesionales médicos estan de
acuerdo en no promocionar el consumo de vino tinto
Unicamente por razones de salud, ya que no se debe
reemplazar un estilo de vida saludable por el consumo
de vino. Sin embargo, los consumidores moderados de
vino, sin complicaciones médicas, pueden considerar
su consumo de vino como un habito saludable. No
obstante, mas ensayos clinicos son necesarios para
elucidar los mecanismos de la accién del alcohol y los
componentes polifenélicos del vino tinto.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se observo en un modelo ex-
perimental in vivo que dosis incluso superiores a
las recomendadas no inducen dano cito/genotoxico
(por el contrario, se muestra una tendencia a redu-
cirlo) siempre y cuando sean consumidas a lo largo del
dia (ad libitum) y no de manera aguda (i.g.). Nues-
tros hallazgos nos permiten sugerir también que los
incrementos de MN observados por la administraciéon
i.g. del vino tinto podrian estar relacionados con la bio-
disponibilidad, farmacodinamica y farmacocinética del
etanol y de los antioxidantes del vino tinto.
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