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RESUMEN

Objetivo: Establecer la existencia de cambios bio-
químicos y funcionales en la retina tras la adminis-
tración crónica de etanol en ratas adultas, y estudiar
la capacidad del antioxidante ebselen para corregir
estos efectos.
Métodos: Se utilizaron ratas macho Sprague-Daw-
ley, que fueron alimentadas con una dieta líquida
con etanol, mientras el grupo control recibió una
dieta isocalórica libre de etanol. Después de seis
semanas, los ojos fueron extraídos y homogeniza-
dos sin cristalino, y se determinaron parámetros
relevantes en la modulación del estrés oxidativo,
tales como el contenido de glutation (GSH) y de
malondialdehído (MDA) como antioxidante intra-
celular y producto de la peroxidación de lípidos,
respectivamente. Además, se comprobó la funcio-
nalidad de la retina mediante electrorretinograma
(ERG).

ARTÍCULO ORIGINAL

ABSTRACT

Purpose: To assess the involvement of biochemical
and functional changes to the retina after chronic
ethanol intake in adult rats, and the capacity of the
antioxidant ebselen to prevent these changes.
Methods: Male Sprague-Dawley rats were used in
the study. They were fed an ethanol-containing
liquid diet, whereas a control group was given an
ethanol-free isocaloric diet. After six weeks of
experiment, the eyes were extracted and homogeni-
zed without the lens, and markers of oxidative stress
were assayed, i.e., glutathione (GSH) and malon-
dialdehyde (MDA) as an intracellular antioxidant
and a lipid peroxidation product, respectively.
Moreover, retinal function was assessed by electro-
retinogram (ERG).
Results: The retinal MDA concentration was signi-
ficantly increased in the ethanol-fed animals com-
pared to controls, whereas the GSH content was
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INTRODUCCIÓN

El consumo crónico de etanol tiene una alta pre-
valencia en nuestra sociedad, pudiendo ejercer su
acción tóxica por un efecto directo sobre la genera-
ción de radicales libres, o a través de sus metaboli-
tos (1), fundamentalmente el acetaldehído (2). El
estrés oxidativo se define como una situación de
desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidan-
tes en favor de los primeros (3). Se ha demostrado
que la ingesta crónica de etanol conduce a un
aumento de los productos de la peroxidación lipídi-
ca y a un descenso de factores antioxidantes (4)
como el glutation (GSH) y sus enzimas relaciona-
dos (5). Los radicales libres son capaces de produ-
cir daños en distintos tejidos, y en la actualidad se
investiga la posibilidad de utilizar antioxidantes
como neuroprotectores en tejidos dañados por el
etanol (6).

La retina es el tejido neurosensorial del ojo y sus
membranas son extremadamente ricas en lípidos
poliinsaturados. Esta característica la hace especial-
mente sensible a los radicales libres oxigenados y a
la peroxidación lipídica (7). Varias enfermedades
oculares se relacionan con el estrés oxidativo, tales
como la retinopatía diabética y la uveítis (8,9).
Datos publicados previamente por nuestro laborato-
rio describen una disminución del contenido de
GSH, así como una mayor concentración de malon-

dialdehído (MDA) en el nervio óptico de ratas alco-
hólicas (10). Estos resultados junto a la importancia
del estrés oxidativo en enfermedades retinianas y en
el alcoholismo crónico, nos llevaron a investigar el
papel de estos parámetros en la retina y ensayar el
tratamiento con el antioxidante ebselen.

El ebselen es un compuesto seleno-orgánico bio-
lógicamente activo, con propiedades antiinflamato-
rias (11). Posee actividad similar a la glutation
peroxidasa y se ha documentado su efecto como
secuestrante de peroxinitritos (12). Actualmente se
investiga el papel de este antioxidante en enferme-
dades como la retinosis pigmentaria, la retinopatía
diabética y la uveítis.

SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS

Para este estudio se utilizaron 24 ratas macho
Sprague-Dawley (6 por grupo). La manipulación y
cuidado de los animales se realizó siguiendo las
normativas internacionales de la Comunidad Eco-
nómica Europea (orden 86/609/CEE) y la de
A.R.V.O. (Association for Research in Vision and
Opthalmology).

Se dividieron las ratas, de 300-325 g, en 2 grupos
de 12. Estos dos grupos se aparearon en función de
su peso para el control de alimentación. El primer
grupo (etanol) recibió como alimento la dieta Lie-

Resultados: La concentración de MDA en la retina
fue significativamente mayor en el grupo alimenta-
do con etanol, mientras el contenido de GSH fue
significativamente menor en este grupo, al compa-
rarlo con el grupo control. El etanol también indujo
una disminución de la onda b del ERG. El trata-
miento con ebselen fue capaz de corregir los valo-
res de MDA, GSH y la amplitud de la onda b en el
ERG hasta valores control.
Conclusión: Estos resultados indican que la inges-
ta crónica de etanol como único factor etiológico,
altera el estado redox de la retina así como su fun-
ción (ERG), descartando la influencia del estado
nutricional. Aun así, son necesarios nuevos estudios
para confirmar el mecanismo protector del ebselen
en este modelo del alcoholismo crónico.

Palabras clave: Etanol, estrés oxidativo, glutation,
peroxidación de lípidos, electrorretinograma, antio-
xidante, ebselen.

significantly reduced in the ethanol-fed group com-
pared to controls. Ethanol also induced a decrease
in ERG b-wave amplitude. Ebselen treatment resto-
red the MDA and GSH concentrations and ERG b-
wave amplitude to control values.
Conclusion: These results indicate that chronic
alcohol consumption alone and without the influen-
ce of nutritional factors alters the retinal redox sta-
tus as well as its function (ERG). Further studies are
required to better understand the protective mecha-
nism of ebselen in this experimental model of chro-
nic alcoholism (Arch Soc Esp Oftalmol 2007; 82:
757-762).

Key words: Ethanol, oxidative stress, glutathione,
lipid peroxidation, electroretinogram, antioxidant,
ebselen.



ber-De Carli (13), una dieta utilizada habitualmen-
te en modelos del alcoholismo crónico. El grupo
etanol fue a su vez dividido en 2 grupos de 6 ratas,
administrando ebselen a las ratas de uno de ellos
junto con la dieta alcohólica (0,1 mg/ml de dieta).
Los valores de alcoholemia oscilaron entre 195-225
mg/dL durante las últimas cinco semanas (análisis
de sangre obtenida de la cola de animales seleccio-
nados aleatoriamente durante todo este período,
analizando dos animales por semana). El grupo
control recibió una mezcla isocalórica de maltosa
dextrinada sustituyendo al etanol, y fue dividido
también en dos grupos de 6 animales, uno de los
cuales recibió ebselen junto con la dieta.

Los animales recibieron la dieta durante 6 sema-
nas y se mantuvieron, en jaulas individuales, en el
estabulario del departamento de Fisiología, Farma-
cología y Toxicología de la Universidad Cardenal
Herrera-CEU, en condiciones controladas de tem-
peratura (20º) y humedad (60%), bajo ciclos cons-
tantes de luz-oscuridad de 12 horas. Inmediatamen-
te después del sacrificio de los animales, se enucle-
aron ambos ojos y se extrajo el cristalino. Las
muestras se homogenizaron en tampón fosfato
potásico 0,2 M, pH 7. Está demostrado que el con-
tenido de antioxidantes en estas muestras corres-
ponde a la retina en un 97% (14).

Para la cuantificación del MDA se determina el
nivel del complejo formado entre el MDA con el
ácido tiobarbitúrico, siguiendo una modificación
del método de Richard (15) descrita por nuestro
grupo (16), empleando un equipo de cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC, Waters). La con-
centración de GSH se determinó por una modifica-
ción del procedimiento descrito por Reed et al. (17),
basado en la reacción del ácido iodoacético con los
grupos tioles seguido de una derivatización cromó-
fora de los grupos amino con el reactivo de Sanger
(1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a deriva-
dos que son rápidamente separados por HPLC, lo
que permite la cuantificación de concentraciones
nanomolares de GSH. El contenido de proteínas se
determinó según el método propuesto por Lowry
(18). El análisis estadístico se ha realizado según la
prueba t de Student, considerándose significativa
una p < 0.05. Los datos están expresados como
media ± desviación estándar (DE).

La medición del ERG se realizó a las ratas pre-
viamente anestesiadas con ketamina (100 mg/kg
peso) y azepromazina (2,5 mg/kg peso), y adapta-
das a la oscuridad. Se administró un colirio anesté-

sico y midriático. Se utilizó un electrodo de lazo de
contacto conjuntival de oro, un electrodo de refe-
rencia en la nuca y un electrodo de masa en la cola
de la rata. Los estímulos empleados son flashes con
una duración máxima de 4 ms [media 2; rango 100;
intensidad 1 (0.06 x 22 lumen sec/ft2)]. Se coloca
delante un flash blanco estándar con un filtro de 2,5
unidades logarítmicas de densidad óptica. La banda
pasante del amplificador y preamplificador se esta-
blece en 3-50 Hz. Los registros se recogen en un
equipo informático MacLab (Castle Hill, Austra-
lia). Se midió la amplitud de las ondas a y b del
ERG.

RESULTADOS

El volumen medio de dieta ingerido por los dife-
rentes grupos se recoge en la tabla I. No se encon-
traron diferencias significativas en la evolución de
la media del volumen de dieta consumido por cada
grupo.

En la figura 1 se muestran los valores de MDA en
la retina. En el grupo etanol se encontraron valores
de MDA mayores que en el grupo control (etanol
1,42 DE 0,17, control 0,70 DE 0,04 nmol/mg prote-
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Tabla I. El volumen medio de dieta ingerida de los
distintos grupos

Volumen dieta ml/día (media ± DE)

Control 71,78 DE 12,6
Control + Ebselen 68,84 DE 11,8
Etanol 69,52 DE 9,8
Etanol + Ebselen 70,23 DE 8,7

Fig. 1: Estudio de las concentraciones de MDA
(nmol/mg proteína) en retina de los distintos grupos tras
6 semanas de experimento. * p < 0,05 frente a todos los
demás grupos.



ína), mientras que la administración de ebselen dis-
minuyó estos valores, igualándolos a los valores
control (etanol+ebselen 0,76 DE 0,16,
control+ebselen 0,78 DE 0,08 nmol/mg proteína).

Los valores de GSH en las muestras obtenidas
vienen expresados en la figura 2. La concentración
de GSH disminuyó en la retina de animales alcohó-
licos (etanol 12,18 DE 2,37, control 23,38 DE 1,69
nmol/mg proteína). El tratamiento de los animales
alcohólicos con ebselen aumentó los valores de
GSH hasta igualarlos a los valores control (eta-
nol+ebselen 19,26 DE 2,88, control+ebselen 21,06
DE 3,45 nmol/mg proteína).

En la figura 3 se observan los valores de la ampli-
tud de la onda b del ERG, que se encuentra signifi-
cativamente disminuida en los animales alcohólicos
tras 6 semanas de dieta alcohólica (etanol 126,0 DE
8,9, control 163,7 DE 12,7 µV). El tratamiento con
ebselen consigue restaurar esta reducción en la
amplitud de la onda b (etanol+ebselen 150,0 DE
9,0, control+ebselen 191,7 DE 12,8 µV). No se

encontraron diferencias significativas en la ampli-
tud de la onda a en ninguno de los grupos estudia-
dos (datos no mostrados).

DISCUSIÓN

Durante años no se ha aceptado la existencia de
una verdadera neuropatía óptica alcohólica, negán-
dose un efecto tóxico intrínseco del etanol. La pér-
dida visual que se produce en muchos alcohólicos
se ha englobado generalmente en un cuadro conoci-
do como ambliopía tabaco-alcohólica, atribuyéndo-
se un efecto sinérgico del consumo de alcohol con
el tabaco, con carencias vitamínicas secundarias a
una nutrición deficiente, que conduce a una pérdida
en la visión central (19). Además, se ha descrito
recientemente que la ambliopía tabaco-alcohólica
causa daño a la propia retina y no solamente al ner-
vio óptico (20).

Se ha demostrado recientemente en modelos
experimentales de administración crónica de etanol,
un aumento de la concentración de productos de la
peroxidación de lípidos en el nervio óptico (9). El
hecho de que las membranas de los segmentos
externos de los bastones contengan una concentra-
ción muy alta de ácidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (21), las hace particularmente suscep-
tibles al daño oxidativo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
en homogenado de ojo sin cristalino de ratas alco-
hólicas crónicas, donde la única diferencia con el
grupo control es el alcohol administrado en la die-
ta, muestran un incremento de los productos deriva-
dos de la peroxidacion lipídica (MDA), así como el
descenso de los niveles de antioxidantes endógenos
(GSH). Estas son evidencias que apoyan el papel
del estrés oxidativo en patologías oculares asocia-
das al alcohol. Es un hecho bien documentado en la
bibliografía que el 97% de los metabolitos del
homogenado de ojo sin cristalino corresponden a la
retina (14). Las elevadas concentraciones de MDA
en los ojos de las ratas alcohólicas confirman la
importancia de la peroxidación lipídica en el daño
causado por la ingesta crónica del etanol. Hay un
consenso general acerca de que las determinaciones
de MDA por HPLC son marcadores efectivos de la
implicación del estrés oxidativo en una condición
patológica y son útiles para evaluar el efecto de tra-
tamientos con antioxidantes (22). Los datos presen-
tados en este trabajo demuestran una normalización
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Fig. 2: Estudio del contenido de GSH (nmoles/mg pro-
teína) en retina tras 6 semanas de experimento. * p <
0,05 frente a todos los grupos.

Fig. 3: Amplitud de la onda b del electrorretinograma
de los distintos grupos. * p < 0,05 frente a todos los
otros grupos.



de los niveles de MDA y GSH en ratas alcohólicas
cuando se administra ebselen junto con la dieta,
sugiriendo una posible vía de tratamiento para evi-
tar daños causados por el estrés oxidativo como
consecuencia de la ingesta crónica del etanol.

Electrorretinográficamente, en el grupo etanol se
obtiene una amplitud media de la onda b de 120,0
DE 8,9 µV, prácticamente una reducción del 25%
con respecto al valor control. Esta importante dis-
minución en la amplitud de la onda b concuerda con
otro estudio que ha demostrado que los cambios
electrorretinográficos en pacientes con ambliopía
tabaco-alcohólica se originan generalmente en las
capas de células ganglionares y nuclear interna de
la retina (20). Nuestros datos sugieren que además
del nervio óptico, la propia retina esta afectada por
el consumo crónico de etanol. La realización del
ERG permite relacionar los parámetros de estrés
oxidativo con la integridad funcional de la retina.
Los resultados presentados apuntan a que existe una
patología ocular, concretamente en la retina, que es
atribuible a la ingesta crónica del etanol como úni-
co factor etiológico.

La administración de ebselen a las ratas alcohóli-
cas produjo una recuperación hasta valores control
de las amplitudes de la onda b en el ERG, además
de una normalización de los parámetros del estrés
oxidativo. El uso de ebselen, un agente con activi-
dad similar a la glutation peroxidasa y secuestrante
de peroxinitritos (3), podría considerarse como un
método adecuado para el tratamiento de las altera-
ciones causadas por el etanol observadas en este tra-
bajo. Considerando la capacidad de penetración del
ebselen a través de la barrera hemato-retiniana (23),
su baja toxicidad, y el hecho de que nuestro grupo
ha demostrado previamente su eficacia en el trata-
miento de otras patologías oculares (9,14), así como
para la neurotoxicidad inducida por etanol (6), los
resultados presentados permiten proponer al ebse-
len como posible tratamiento en pacientes alcohóli-
cos con problemas oculares. Aún así, se requieren
nuevos estudios para confirmar el mecanismo de
acción del ebselen en este modelo de alcoholismo
crónico.
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