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RESUMEN

La mayoria de bebidas alcohélicas que se consumen en el Pertt no cuentan con
un registro sanitario; ademds, presentan componentes diferentes de los previstos
en la norma. La adulteracién de estas bebidas alcohélicas se evidencia en los
niveles altos de etanol y bajos de metanol. El consumo agudo de concentraciones
altas de metanol produce dafno del nervio 6ptico y disminucién de mielina y
oligodendrocitos. El objetivo del estudio fue determinar el efecto del consumo
crénico de concentraciones bajas de metanol en los oligodendrocitos del nervio
éptico. Se utilizaron 60 ratas albinas macho, Rattus norvegicus, cepa Holtzman, edad
8 semanas. Fueron distribuidas aleatoriamente en 5 grupos de 12 ratas albinas cada
uno: 1 grupo blanco y 4 grupos experimentales. Se utilizaron bebidas alcohdlicas
adulteradas: pisco (p), anisado (2) y cognac (¢), y bebidas alcohdlicas autorizadas:
Pisco (P) y Cerveza (C) para elaborar los preparados alcohélicos correspondientes
(grupos experimentales): pac, pac+C, Pisco'y Pisco+C. La concentracién de metanol
en las bebidas alcohélicas adulteradas fue de 14,1 mg/100 ml (valor limite 150
mg/100 ml para bebidas destiladas segtin la Norma Técnica Peruana—Inpecorr). El
grupo blanco recibié agua ad libitum, y los grupos experimentales, una dosis diaria
de 5,06 gramos de etanol/kg de peso corporal por sonda orogistrica. Luego de 12
semanas las ratas albinas fueron sacrificadas por corte medular a nivel cervical; se
extrajo y fijé el nervio ptico en formol neutro al 10 %. Posteriormente, se realizd
un corte transversal a nivel proximal del nervio 6ptico y se procedié al estudio
histopatoldégico de los oligodendrocitos, axén y mielina con la coloracién de
Hematoxilina & Eosina. Se estudié la densidad oligodendroglial con el método
estereoldgico del point counting, no encontrdndose una diferencia significativa entre
los 5 grupos mediante la prueba HDS Tukey (p=0,290). No existié variacién en la
densidad oligodendroglial. Se concluye que el consumo crénico de metanol a bajas
concentraciones no produce alteracion en la densidad oligodendroglial.

Palabras clave: metanol, nervio dptico, oligodendrocito, estereologfa, bebida
alcohélica adulterada.
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ABSTRACT

I. INTRODUCCION

Consumption of alcoholic beverages in Peru do not have a sanitary registry
presenting components different from the regulations. The adulteration of these
alcoholic beverages is evidenced in high levels of ethanol and very low levels of
methanol. Acute consumption of high concentration of methanol causes optic
nerve damage with myelin and oligodendrocytes loss. The purpose of this study was
to investigate the effect of chronic consumption of low concentration of methanol
on optic nerve oligodendrocytes. 60 male Holtzman rats, Rastus norvegicus, 8 weeks
of age were used. Rats were randomly divided into five groups (1 control and 4
experimental). We used adulterated alcoholic beverages: pisco (p), aniseed (2) and
cognac (¢) and licensed alcoholic beverages: Pisco (P) and Beer (C) to prepare the
corresponding alcoholic mixed drinks (experimental groups): pac, pac+C, Pisco,
Pisco+C. The concentration of methanol in the adulterated alcoholic beverages was
14.1 mg/100 ml (limit value 150 mg/100 ml for distilled beverages according to
the Peruvian Technical Standard-INpecorr). The control group received water ad
libitum and the experimental groups a dose of 5.06 g of ethanol/kg body weight
by orogastric tube. Twelve weeks later, the extraction of the optic nerve was carried
out, fixing it in neutral buffer formalin 10% and then performing a transverse
section at the proximal level of the optic nerve. Subsequently, a transversal section
was made at the proximal level of the optic nerve and histopathological study
of oligodendrocytes, axon and myelin with Hematoxylin & Eosin staining was
carried out. Oligodendroglial density was studied with the stereological method
of point counting, and no significant difference was found between the 5 groups
using the Tukey HDS test (p = 0.290). Although there was no alteration in the
oligodendroglial density. It is concluded that methanol at low concentration does
not produce alteration in oligodendroglial density.

Key words: methanol, optic nerve, oligodendrocyte, stereology, adulterated
alcoholic beverage.

y estd compuesto por los axones de las
células ganglionares de la retina y células
gliales"?. La historia de la numeracién de

El nervio éptico, también llamado segun-
do nervio craneal, transmite la informa-
cién visual desde la retina hasta el cerebro.
Nace de las células ganglionares de la reti-
nay termina en el quiasma 6ptico (origen
aparente), para luego llamarse tracto ép-
tico. Los axones de las células gangliona-
res de la retina estdn mielinizados por los
oligodendrocitos y se sitGan por fuera del
globo ocular; estos axones forman el ner-
vio 6ptico. El nervio 6ptico estd rodeado
por meninges a lo largo de todo su reco-
rrido. Se origina a partir del tallo éptico en
la semana siete del desarrollo embrionario

los nervios se remonta a la clasificacién de
Galeno en 7 pares (siglo II d. C.), para pa-
sar luego a los 9 pares de Willis (1664) vy,
finalmente, a la versién moderna de los 12
pares de Soemmerring (1778). Sin embar-
go, desde finales del siglo XIX se genera un
debate sobre el verdadero origen del nervio
dptico. Se ha reconocido que el segundo
par craneal es diferente de los once pares
craneales restantes, y debe considerarse
parte del sistema nervioso central (SNC)
por poseer oligodendrocitos y no células de
Schwann, como el sistema nervioso perifé-

rico (SNP)>%°,
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Existen dos tipos de oligodendrocitos,
también llamados oligodendroglias: los
oligodendrocitos interfasciculares —que se
encargan de la produccién de la vaina de
mielina y aislamiento del axén— y los oli-
godendrocitos satelitales, de los cuales atn
no se precisa su funcién. Desde nuestro
conocimiento sobre el oligodendrocito hu-
mano la biologfa es limitada; los resultados
de estudios de roedores son a menudo ex-
trapolados a los humanos. El gran nimero
de oligodendrocitos en humanos es expo-
nencialmente elevado, aunque la densidad
de oligodendrocitos por mm3 es notable-
mente similar entre roedores y humanos®
(véase Figura 1).

Los oligodendrocitos son células pos-
mitdticas que se desarrollan de células pre-
cursoras de oligodendrocitos (OPC), que
migran dentro de la sustancia blanca en
desarrollo desde sus zonas germinales. El
nimero final de oligodendrocitos en cual-
quier parte del SNC podria, en principio,
depender de la cantidad de OPC que mi-
gran a él, la cantidad de veces que los OPC
se dividen antes de que se diferencien, y la
cantidad de oligodendrocitos y OPC que
experimentan muerte celular normal en la
region”®?.

Bebida alcohdlica adulterada es aquella
que ha sido privada parcial o totalmente de

FIGURA 1

Oligodendrocitos. Los oligodendrocitos son mds pequefos y tienen menos

prolongaciones que los astrocitos. Cada oligodendrocito envia varias prolon-

gaciones que se enrollan en los axones, formando entre 30 a 100 capas con-
céntricas alrededor del mismo. Un oligodendrocito puede mielinizar de 30 a

50 axones adyacentes.

Fuente: http://neuromatiq.com/fr/chapitres/3-principes-de-base/03-les-cellules-gliales
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sus elementos caracteristicos, reemplazdn-
doselos 0 no por otros inertes o extranos
de cualquier naturaleza para disimular u
ocultar alteraciones, deficiente calidad de
materias primas, defectos de elaboracién, o
para modificar la medida del producto. La
produccién informal e ilicita de bebidas al-
cohdlicas se practica en muchas partes del
mundo, incluso en paises donde el alcohol
estd prohibido. Algunos nombres comunes
para estas bebidas son moonshine (EUA),
kumi kumi (Kenia), tuak (Malasia), tona-
ydn (México), racumin, tumbaloco 'y penal
en el Pert. Los consumidores eligen estas

bebidas alcohélicas adulteradas debido a su
bajo costo'*!.

El metanol o alcohol metilico es un
producto de la fermentacién, especialmen-
te cuando los mostos de uva son macera-
dos con las cdscaras, y se encuentra tanto
en bebidas fermentadas alcohélicas como
no alcohdlicas. El metanol aparece en toda
la fase de destilacién del pisco, en mayor
proporcién en la primera parte o cabeza; la
cabeza es la primera porcién de destilado
que sale de los alambiques, cuyo grado al-
cohdlico es alto. La tnica razén por la que
un pisco podria presentar niveles de me-
tanol por encima de la norma es porque
ha sido mal elaborado o por adulteracién'.

Entre las propiedades fisicas del meta-
nol destacan su densidad de 792 kg/m3
y punto de ebullicién de 64,7 °C, por lo
que se evapora antes que el alcohol etili-
co o etanol, y se encuentra en cantidades
importantes en la cabeza de los destilados,
pero también en la cola, el tltimo chorro,
con un nivel muy bajo de alcohol; ambos
son desechados en la destilacién. La dosis
letal minima oral en humanos es de 0,3-1
g/kg de peso corporal, y dosis mayores a
1,4 g/kg causan la muerte. La ingestién de
10-30 ml (dosis téxica) de metanol puro

en adultos puede causar dano permanen-
te en el nervio 6ptico, mientras que el
coma y la muerte ocurren con volimenes
de 30-240 ml (dosis letal). El metanol,
cuando se encuentra en concentraciones
ligeramente superiores a las permitidas,
se percibe irritante en boca y nariz, con
matices intensos de olor. De acuerdo al
Reglamento de la Denominacién de Ori-
gen P1sco', la concentracién de metanol
debera encontrarse en los rangos de 4-150
mg/100ml!41>16,

El etanol es absorbido en el estémago
e intestino delgado. Su metabolismo estd
controlado en gran parte por el higado, cu-
yos hepatocitos contienen la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) y oxidan el etanol en
acetaldehido. Luego, este es oxidado a dcido
acético dentro de la mitocondria del hepa-
tocito. Existe una segunda via menos co-
nocida localizada en el cerebro: el complejo
enzimético Microsomal Ethanol Oxidizing
System (MEOS), que presenta citocromos,
los cuales son inducidos por el etanol —igual
como sucede en el higado—. El metanol es
absorbido y rdpidamente distribuido por
el agua del cuerpo, no se une a proteinas y
su vida media oscila entre 2 y 24 horas. De
modo similar al etanol, el metanol es meta-
bolizado principalmente en la mitocondria
del hepatocito en el higado. La enzima ADH
lo oxida a formaldehido y subsecuentemen-
te por el aldehido-deshidrogenasa a 4cido
férmico. Tanto el etanol como el metanol
compiten por la enzima ADH, aunque esta
enzima prefiere metabolizar el etanol (afini-
dad 20 veces mayor); por ello, el tratamien-
to para la intoxicacién por metanol se basa
en el uso de etanol y hemodidlisis del me-
tabolito (dcido férmico) en casos graves'” .

Los estudios sobre intoxicacién por me-
tanol corresponden a un consumo agudo,
en un solo momento, y tratan respecto a las
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lesiones producidas sobre todo en el tejido
nervioso debido a las altas concentraciones
que presentarfan algunas bebidas alcohdli-
cas adulteradas, suceso que ocurre espord-
dicamente en el Pert. Poco se ha estudiado
sobre intoxicacién crénica con metanol a
concentraciones bajas. El objetivo de este
estudio fue determinar el efecto del con-
sumo crénico de concentraciones bajas de
metanol —presente en las bebidas alcohdli-
cas adulteradas— en los oligodendrocitos del
nervio éptico de rata albina, para asi extra-
polar los hallazgos a humanos.

Il. MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

Muestra

Se utilizaron 60 ratas albinas, Rattus
norvegicus, cepa Holtzman. Edad: 8 sema-
nas, sexo masculino, 120 + 20 gramos de
peso corporal. Lugar de manutencién y
procedimientos: bioterio animal de la Es-
cuela de Medicina Humana de la Univer-
sidad Norbert Wiener (UN'W); alimenta-
cién con cebada (10 g de cebada/100 g
de peso corporal) y agua ad libitum. Cada
rata albina fue colocada en una jaula fun-
cional de malla metélica de 12 litros de
volumen (30 cm de profundidad x 20 cm
de alto x 20 cm de ancho). El bioterio se
mantuvo con 12 horas de luz/oscuridad y
temperatura de 24 + 2 °C.

Bebidas alcohdlicas

Se compré botellas de pisco adulterado,
cognac adulterado y anisado adulterado.
Fueron obtenidas en el centro de la ciudad
de Lima, a un costo de 22 soles por las 3
botellas. Asimismo, se compré botellas de
pisco de venta autorizada, el mds barato
del mercado, y botellas de cerveza marca
Pilsen. Se rotulé Pisco —en mayusculas— a

la bebida autorizada (P es su abreviatura)
y pisco —en minusculas— a la bebida adul-
terada (p es su abreviatura) para poder di-
ferenciarlas; asimismo, Cerveza —con ma-
yusculas— a la bebida autorizada (C es su
abreviatura).

Sonda orogdstrica

Para la administracién diaria de las be-
bidas alcohdlicas se confecciond una sonda
de 12 cm de largo a partir de una aguja de
puncién lumbar n.° 20 tipo Quincke, a la
cual se le dio una curvatura y se le retiré el
bisel; en su lugar se colocé una esfera hueca
y roma de aleacién de plata y bronce.

METODOS

Preparados alcohélicos. A partir de
las bebidas alcohélicas mencionadas se
hicieron los siguientes preparados:

* “Tumbaloco’, al que llamamos pac: partes
iguales de pisco adulterado + anisado adulte-
rado + cognac adulterado.

* “Penal”, al que llamamos pac+C: partes
iguales de pisco adulterado + anisado adul-
terado + cognac adulterado + cerveza Pilsen.
* “Pisco”, al que llamamos Pisco: el pisco de
venta autorizada mds barato del mercado.

* “Pisco+Cerveza’, al que llamamos Pisco+C:
tres partes del pisco de venta autorizada més
barato del mercado + una parte de cerveza
autorizada.

Aleatorizacién y distribucién de la
muestra. La muestra fue distribuida al azar
en 5 grupos (1 grupo blancoy 4 grupos ex-
perimentales) de 12 ratas albinas cada uno,
a las cuales se les administré de manera
diaria y durante 12 semanas: agua ad libi-
tum (grupo blanco) y las bebidas alcohd-
licas anteriormente mencionadas (grupos:

pac, pac+c, Pisco y Pisco+C).
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Andlisis cuantitativo de etanol y me-
tanol en las bebidas alcohélicas adul-
teradas y autorizadas. Fue realizado en
el Centro de Informacién, Control Toxi-
colégico y Apoyo a la Gestion Ambiental
(Cicorox) de la UNMSM, siguiendo el
método de espectrofotometria UV-visible
para limites de deteccién de 0,02 mg/ml y
cromatografia de gases para limites de de-
teccion de 0,01 mg/ml.

Célculo de la dosis. Se sigui6 el cdlculo
realizado por Diaz*. Al grupo experimen-
tal se le administré una dosis estandarizada
de etanol obtenida por extrapolacién de
una persona adulta de sexo masculino de
70 kg de peso corporal que consuma una
botella diaria (750 ml) de bebida alcohdli-
caadulterada al 15 % de etanol durante un
periodo mayor de 5 anos.

Una de las mayores confusiones al ad-
ministrar una dosis adecuada de etanol
en ratas albinas es la ligereza con la que se
revisan las condiciones experimentales al
efectuar comparaciones entre diferentes
estudios. El metabolismo basal, es decir, la
produccién de calor durante 24 horas en
condiciones de reposo, al ser calculado por
kilogramo de peso corporal resulté mayor
mientras menor fuera el peso corporal del
animal a estudiar. Segin la medicién del
metabolismo o ley de la superficie corporal
de Voit, la cantidad de Kcal/Kg/dia en el
hombre es de 32,1; para la rata albina es
de 128,4. Por tanto, el metabolismo basal
para la rata albina es aproximadamente 4
veces mayor que en el hombre, por lo que
se les administré diariamente a las ratas
una dosis multiplicada por el factor 4, en
comparacion con el ser humano.

El grupo experimental recibié una do-
sis de 5,06 gramos de etanol/kg de peso
corporal. La LD50 para consumo oral de

etanol en ratas albinas es de 7,06 g/kg de
peso corporal; la dosis diaria aplicada fue
inferior a esta. El volumen administrado
fue de 4 + 2 ml; el volumen maximo del
estémago de una rata albina adulta es de 7
ml; el volumen administrado fue inferior a
este. La LD50 para consumo oral de me-
tanol en ratas albinas es de 5,628 g/kg de
peso corporal; la dosis diaria administrada
fue mucho menor a esta.

Manipulacién de la rata albina y son-
deo. Se sujet6 suavemente a la rata albina,
con la mano izquierda, colocando la palma
sobre el dorso del animal de experimenta-
cién, con el dedo indice y medio alrede-
dor del cuello, y los demds alrededor del
térax. Una vez inmovilizada, con la mano
derecha se procedié al deslizamiento de
la sonda orogéstrica por la boca y eséfago
hasta llegar a la luz del estémago. Luego,
con el dedo indice, se presiond lentamente
el émbolo de la jeringa para administrar el
volumen de bebida alcohdlica asignado.

Sacrificio del animal de investiga-
cién. El sacrificio fue por un corte medular
a nivel cervical; previamente, la rata albina
fue anestesiada con la bebida alcohdlica a
la cual fue sometida de manera crénica du-
rante el estudio.

Extracci6n del nervio 6ptico y globo
ocular. Se observé si el nervio 6ptico se-
gufa atin unido al quiasma 6ptico; en caso
estuvieran unidos, se les separé mediante
un corte transversal con hoja de bisturi n.°
11. Estando el nervio éptico unido solo al
globo ocular y a la piel, masculo y hueso
que lo rodean, se procedi6 a cortar la piel
restante, y, con tijera recta, el hueso maxi-
lar en sentido recto hacia la nariz. El corte
se realiz6 teniendo como soporte una son-
da acanalada, la cual se atraves6 por enci-
ma del globo ocular; luego se fragmenté
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el hueso que estuvo alrededor del globo
ocular con una pinza hemostdtica. Esta ac-
ci6n se realizé con precisién, pues aqui se
encuentra el agujero por donde transcurre
el nervio 6ptico; luego se removié la parte
dsea con pinza plana. Se procedi6 a extraer
el nervio Gptico junto a otros pares cranea-
les (pares 6culomotores y nervio trigémi-
no) (véase Figura 2). Con una pinza recta
se cogi6 el nervio 6ptico desde su inicio en
el globo ocular y se cortaron los musculos
que los mantenian unidos. Luego se colo-
c6 el nervio 6ptico y globo ocular en un
fragmento de depresor lingual de madera
(bajalenguas), de dimensiones 2 cm de
ancho x 3 cm de largo x Imm de ancho,
mediante hilo de seda negra, atando en un
extremo el globo ocular y en el otro la par-
te distal del nervio 6ptico. Se estir6 suave-
mente la muestra extraida y se le anudé al
depresor lingual. Posteriormente se colocd
el depresor lingual en un frasco de formol
neutro al 10 %, de manera que la cara que

contenia al nervio éptico quedara en con-
tacto directo con el formol.

Separacién nervio éptico-globo ocu-
lar. Una semana después del proceso de fi-
jacién en formol se realizd, mediante corte
transversal, la separacion del nervio 6ptico
del globo ocular en su porcién rostral; el
nervio fue colocado en forma perpendicu-
lar al molde de base metélica para su inclu-
sidén posterior en parafina.

Deshidratacién, aclaramiento e in-
clusién. Este proceso se llevé a cabo en el
Departamento de Neuropatologia del Ins-
tituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas
(INCN). Se deshidraté la muestra utilizan-
do soluciones de alcohol en orden crecien-
te. Para el aclaramiento se utilizé butoxie-
tano en lugar de xilol. Posteriormente se
colocé la muestra en parafina para proce-
der a realizar cortes transversales de nervio
dptico de 8 pm de espesor. Se montaron

FIGURA 2

Encéfalo murino. Esquema del encéfalo de nervio 6ptico en vista lateral iz-

quierda mostrando ambos nervios épticos (NO).

Fuente: The Waxholm Space Sprague Dawley rat atlas of Papp et al. (2014).
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los cortes en liminas y se emple6 la tincion
Hematoxilina & Eosina (H&E).

Micrografiado a 400x. Se utilizé un
microscopio biolégico Eclipse Ci-L Nikon
con una cdmara adaptada al fototubo del
mismo. Tres campos de nervio éptico fue-
ron estudiados por cada rata albina.

Morfometria, estereologia. La este-
reologfa es el conjunto de métodos con el
cual se obtienen datos cuantitativos tridi-
mensionales a partir de secciones bidimen-
sionales. Se trata de una extrapolacién del
plano al espacio, de acuerdo con el resul-
tado de diferentes conceptos tedricos de
estadistica, geometria integral y probabi-
lidad geométrica. Es importante resaltar
que es una herramienta libre de sesgo, pues
presenta medidas de cuantificacién apro-
vechando propiedades geométricas intrin-
secas de la estructura a estudiar: tamano,
forma, tipologia y funcién.

Se realizé en primer lugar el estudio
morfométrico identificando la morfologia
o citoarquitectura de los oligodendrocitos,
para confirmar que el campo de estudio
correspondiera al nervio éptico y no al ner-
vio periférico (aqui se encuentran las célu-
las de Schwann). Ya identificados los oligo-
dendrocitos, se procedié a diferenciarlos de
los astrocitos y células ganglionares.

Para realizar la morfometria de las 13-
minas de nervio 6ptico en corte transversal
se utilizé el software JMicroVision versién
1.2.7; se evalué la densidad de los oligo-
dendrocitos por campo con el método del
point counting de acuerdo a la siguiente
férmula: niimero de puntos que toca a un
oligodendrocito multiplicado por el ntime-
ro de puntos estudiados y dividido todo
entre el nimero de puntos totales del cam-
po (llimese nimero de puntos estudiados

a aquellos puntos que excluyen las partes
que estén vacias en el niimero de puntos
totales de campo). El nimero de puntos to-
tales que existen en nuestra cuadricula y se
superponen a un campo de 400x es de 70:
10 puntos a lo largo y 7 puntos a lo ancho.

Estadistica. Se empled el software
IBM SPSS Statistics versién 22 y se rea-
liz6 un andlisis descriptivo utilizando el
estadistico promedio. Se utilizé la prueba
de Kruskal Wallis para comparar la media
aritmética entre los 5 grupos (grupo blanco
y grupos experimentales), pues los datos
presentaron una distribucién no normal.
Para la prueba de comparaciones multiples

se utilizé la prueba HSD de Tukey.

Etica. Se siguieron las normas estable-
cidas en la Ley 30407, Ley de proteccién y
bienestar animal, que estipula las condicio-
nes éticas para el manejo de animales de la-
boratorio. Se rechaza asi cualquier acto de
crueldad y se evita, de la misma manera,
sufrimiento innecesario para el animal de
laboratorio®.

III. RESULTADOS

En contraste con lo hallado por Diaz
2015, en los ultimos 13 afos, periodo
2004-2017, la concentracién de etanol
ha aumentado en 3 veces, mientras que la
concentracién de metanol ha disminuido
hasta en 150 veces. El valor limite de me-
tanol es de alrededor de 300 mg/100 ml (o
su equivalente en 3000 mg/l o 3 g/1), segtin
las distintas normas internacionales, y es de
150 mg/100 ml segin la NTP—INDECOPI.
El promedio de metanol en las bebidas
alcohdlicas adulteradas del estudio fue de
14,13 mg/100 ml, mientras que el prome-
dio en las bebidas alcohdlicas autorizadas
del estudio fue menor a 0,01 mg/100 ml.
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Esto se contrapone a la cantidad de meta-
nol hallada en 2004, que fue 15 veces su-
perior a la NTP* (véase Tablas 1 y 2).

El tamafo de nervio dptico en las ratas
albinas es de 20 mm; el humano es de 50
mm. Se logré una buena técnica de exten-

dido del nervio dptico al colocarlo junto
al paquete muscular en un fragmento del
depresor lingual de madera, lo que evitd
su retraccién y espiralizacién. Ello facilitd
realizar los cortes transversales. Al micros-
copio dptico se evidencié y confirmé que
la ubicacién de la arteria central de la reti-

TABLA 1
Bebidas alcohdlicas. Concentracién de metanol y etanol.

Bebidas Metanol (mg/100 ml) Etanol (ml/100 ml)
alcohélicas
Afo 2004 Ano 2017 Afo 2004 Ano 2017
p = pisco adulterado 2951 10,0 23,68 33,00
a = anisado adulterado 1967 17,4 14,16 23,60
¢ = cognac adulterado 1725 15,0 13,17 35,50
P = Pisco autorizado no estudiado menora 1l no estudiado 42,00
C = Cerveza autorizada  no estudiado menora 1 no estudiado 5,00
TABLA 2

Preparados alcohdlicos. Concentracién de metanol y etanol.

Preparados Metanol (mg/100 ml) Etanol (ml/100 ml)
alcohélicos
Afo 2004 Afo 2017 Afo 2004 Ano 2017
pac 2210 14,13 16,90 30,70
pac + C 1658 10,60 13,90 24,20
Pisco no estudiado  menora 1 no estudiado 40,00
Pisco + C no estudiado  menora 1 no estudiado 31,20

na murina es por fuera del nervio éptico, a
diferencia del humano que discurre por el
centro del nervio 6ptico (véase Figura 3).
El nervio éptico present una fina cubierta
de meninges, a diferencia del nervio perifé-
rico, que estd cubierto de epineuro. El co-
lor del nervio 6ptico en H&E es de un tono
mds violeta que el nervio periférico, lo cual
ayudo a diferenciarlos de manera rdpida.
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En el estudio morfométrico se obser-
va que el tamano del oligodendrocito es
el mismo en todos los grupos; no hubo
alteracién en su morfologfa nuclear, lige-
ramente ovalada, ni en sus prolongaciones
citoplasmdticas (no evidenciadas en con-
diciones normales en coloracién H&E al
microscopio 6ptico). El didmetro mayor
fue de 5 pm, y el didmetro menor, de 3
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FIGURA 3
Nervio 4ptico. Corte transversal.

pm; presentaron una tincién nuclear eo-
sinéfila oscura y, en la mayoria de casos,
rodeados de un halo blanco citoplasma-
tico en forma de huevo frito. Asimismo,
en un corte transversal del nervio éptico
se encontré una distribucién aleatoria de
oligodendrocitos y no lineal, como en un
corte longitudinal.

Respecto al debate sobre si el ner-
vio éptico deberfa considerarse parte del
SNC, nuestra propuesta es que si: se pre-
sentd como glfas formadoras de mielina a
los oligodendrocitos y no a las células de
Schwann. La distribucién aleatoria de oli-
godendrocitos fue la misma que el SNC.
Incluso, de no saber que el tejido era el
nervio dptico, podriamos haber afirma-
do que estdbamos en sustancia blanca de
SNC. Explicado esto, se comprendié por
qué el globo ocular es considerado una
prolongacién del cerebro.

No existe atrofia ni disminucién de su-
perficie del nervio ptico en su corte trans-
versal que enmascare la pérdida de oligo-
dendrocitos; el nervio 6ptico presentd una
estructura homogénea y, asi mismo, una
distribucién aleatoria de los oligodendro-
citos. La estereologia es el mejor método
de conteo de la densidad oligodendroglial,
pues no se contaron todos los oligodendro-
citos existentes en un campo de 400x, sino
que se utilizé el método del point counting
mediante una cuadricula colocada al azar
que nos permitié contar solo los oligoden-
drocitos tocados por los puntos de conteo
(interseccién de lineas).

Para la densidad oligodendroglial se
realiz6 la prueba de homogeneidad de va-
rianzas; como resultado se observé una dis-
tribucién no normal de los datos. Por tal
motivo, y por tener 5 grupos para compa-
rar, se utilizé la prueba no paramétrica de
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Kruskal Wallis, la cual nos indicé que no
existen diferencias significativas (p=0,556)
entre los 5 grupos. Se realizé el test HSD
de Tukey, el cual confirmé que no existen
diferencias significativas entre los grupos al
compararlos entre si (véase Tabla 3).

IV. DISCUSION

Para el andlisis de la concentracién de me-
tanol en las bebidas alcohdélicas adulteradas
y autorizadas se selecciond la norma técni-
ca ecuatoriana de determinacién de meta-
nol, que tuvo éxito tanto en ese pais como
a nivel mundial debido a la innovacién en
la deteccién de metanol en bebidas alco-
hélicas adulteradas. Se utilizé el método de

andlisis cuantitativo por espectrofotome-
trfa UV-visible*.

Sobre el origen de las bebidas alcohé-
licas adulteradas (pisco, anisado y cognac
adulterados) se plantean tres posibilidades:
se tratarfa de alcohol industrial, alcohol
rectificado o fracciones desechadas de la
destilacidn, es decir, cabeza y cola. No po-

dria tratarse de alcohol industrial pues al
ser este un subproducto del etanol tendria
un alto contenido de aldehidos y ésteres,
entre otros. Podria el origen del metanol
de las bebidas alcohélicas adulteradas pro-
venir de la cabeza, al ser el metanol uno
de los alcoholes mds livianos en el proceso
de destilacion. Al analizar el metanol y eta-
nol de las bebidas alcohdlicas adulteradas
se encontrd cantidades elevadas de etanol,
pero muy bajas de metanol, incluso por
debajo de los valores permitidos; tal es el
caso del pisco adulterado, que contiene 10
mg/100 ml, cuando la NTP establece mdr-
genes comprendidos entre 4 y 150 mg/100
ml. El promedio encontrado en el pisco de
venta autorizada fue de 65 mg/100 ml. Por
lo antes expuesto, las concentraciones bajas
de metanol no provendrian ni del alcohol
industrial ni de las fracciones desechadas de
la destilacién, quedando abierta la posibili-
dad de tratarse de alcohol rectificado. Esto
explicaria el por qué de la Ley 29632%.
cuyo fin es desnaturalizar el alcohol recti-
ficado y evitar asi su utilizacién en la pro-
duccién de bebidas alcohdlicas.

TABLA 3
Pruebas de comparaciones multiples
HSD Tukey
Densidad oligodendroglial
Bebidas alcohélicas N 1
Pac 12 2,12
Pisco 12 2,77
Blanco 12 2,89
Pac + ¢ 12 3,44
Pisco + C 12 3,80
Significatividad 0,290

La prueba pos hoc de Tukey muestra que no existe diferencia significativa entre los 5 grupos.
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Las concentraciones bajas de metanol
encontradas en las bebidas alcohdlicas
adulteradas estén por debajo de la NTP;
consiguientemente, no llegan al LD50 para
consumo oral de etanol en ratas albinas. La
neuropatia éptica por consumo cronico de
concentraciones bajas de metanol podria
ser acumulativa en el tiempo, pero a su vez
el metabolismo basal de la rata albina es
elevado y depuraria el metanol sistémico.

El point counting fue el mérodo estereo-
l6gico escogido para el estudio de la den-
sidad oligodendroglial, pues el tamano
del oligodendrocito es mayor al punto de
interseccién de las lineas de la cuadricula;
por tanto, no hay sesgo en el conteo de
los mismos.

Los oligodendrocitos no tienen capaci-
dad regenerativa del nervio éptico, y por
ello no pueden aumentar en niimero en el
SNC. La alteracién en el nimero de estos
implicarfa una injuria que perjudicaria el
axén o su mielina; frente a esto, el ndmero
de oligodendrocitos aumentarfa como me-
canismo de defensa. Sin embargo, frente a
una injuria en el SNC los axones lesionados
no se regeneran debido a que los oligoden-
drocitos y la mielina liberan factores inhi-
bidores de crecimiento axonal, tales como
Nogo-A, glicoproteina asociada a mielina
(MAG) y glicoproteina oligodendrocito de
mielina (MOG)**3,

Pero, ;qué se dana con el metanol exac-
tamente en el nervio ptico? ;La neuropatia
dptica por metanol a bajas concentraciones
dana el ax6n, la mielina o el oligodendroci-
to? El mecanismo del dafio del nervio ép-
tico por metanol no estd del todo esclare-
cido. Estudios previos mencionan un dafio
primario de la retina (neuronas que dan
origen al nervio dptico), mientras que otros
estudios mencionan un dafio primario del

nervio dptico, con dafo posterior de la re-
tina. No hubo, en nuestro estudio, altera-
ci6n alguna del ndimero de axones, mielina
u oligodendrocitos, por lo que es probable
que el dano se observe, si lo hubiera, en la
retina misma, en las células ganglionares.

Es posible que el nervio morfolégica-
mente esté intacto, lldmese nervio al pa-
quete que incluye axdn, cubierta de mie-
lina y oligodendrocito. Cabe recordar que
los estudios de microscopia dptica evaldan
la morfologia tisular y a partir de ello se
infieren posibles alteraciones en la fisiolo-
gia normal del tejido; por tanto, existe la
posibilidad de una alteracién fisiolégica no
cuantificada al momento del estudio por
microscopia éptica o que el dafio atin no
se evidencie y sea inminente.

En una investigacién previa, Diaz
2017, encontramos que el consumo créni-
co de pisco de venta autorizada mds barato
del mercado causa mayor densidad neuro-
nal aponecrética en la corteza piriforme.
La pregunta ahora es ;por qué no se produ-
ce aquel mismo dafo en el nervio Gptico?
Posibles respuestas: los dafios son distintos
segtn los tejidos, la concentracién de me-
tanol administrada a la rata albina fue baja,
o la morfologia es normal, pero la fisiologia
estd alterada.

El tiempo de administracién de las be-
bidas alcohdlicas en ratas albinas fue de 12
semanas, que corresponderfan a siete afos
de consumo crénico en humano, tiempo
suficiente para activar mecanismos com-
pensatorios que eviten la aparicién de la
enfermedad. Probablemente, al inicio de
la administracién crénica de bebidas alco-
hélicas si hubo dano morfolégico cuanti-
ficable o tal vez se encontraria en un lapso
mucho mayor de administracion. Se traba-
j6 estandarizando la misma dosis de etanol
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y no de metanol, pues las concentraciones
de metanol se encontraron incluso 10 ve-
ces por debajo de la NTP.

Nuestro estudio pretende replicar la
realidad del consumo crénico del alcohol
metilico, es decir, el consumo en bajas
concentraciones durante un largo periodo;
no se asemeja a los estudios que utilizan
concentraciones elevadas de metanol para
replicar intoxicaciones agudas.

Para estudios posteriores con metanol
a bajas concentraciones en ratas albinas, se
recomienda utilizar una larga data, mayor
a doce semanas, y realizar estudios histo-
patoldgicos seriados; asimismo, estudiar la
densidad de las neuronas ganglionares de
la retina del globo ocular.

V. CONCLUSION

El consumo crénico de metanol a bajas
concentraciones, presentes en las bebidas
alcohélicas adulteradas, no produce alte-
racién en la morfologfa ni en la densidad

oligodendroglial.
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