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RESUMEN

Objetivo: Profundizar en los conocimientos de los
mecanismos de diferenciación y proliferación celu-
lar durante el desarrollo de la retina, estudiando los
mecanismos de mitosis y apoptosis en un modelo
de exposición prenatal al alcohol en la rata.
Método: Se utilizaron ratas Wistar (200 g peso) y
su descendencia, en dos grupos alimentados con
dieta líquida: 1) el grupo expuesto al etanol (5%
etanol peso/volumen como 35% calorías diarias
totales) y 2) un grupo control isocalórico (carbohi-
dratos como 35% calorías diarias totales). Se obtu-
vieron los globos oculares el día 21 de gestación
para incluirlos en parafina y realizar la inmunode-
tección de células apoptóticas (TUNEL) y mitóticas

ARTÍCULO ORIGINAL

ABSTRACT

Objective: To improve knowledge of the mecha-
nisms of cellular differentiation and proliferation
during retinal development, by studying cellular
and molecular damage in a rat model of prenatal
ethanol exposure.
Methods: Female, juvenile Wistar rats (200g body
weight) and their offspring were divided into two
groups, which were fed a liquid diet: 1) ethanol-
exposed group (5% ethanol weight/vol as 35% of
daily total calories) and 2) isocaloric control group
(maltose/dextrin as 35% of daily total calories).
Eyeballs were obtained at 21 days of gestation,
embedded in paraffin, and immunodetection proce-
dures performed on apoptotic (TUNEL) and mitotic
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INTRODUCCIÓN

El diagnóstico de los síndromes tóxicos gestacio-
nales (STG) se ha efectuado a lo largo de la historia
basándose en antecedentes del abuso del agente
tóxico (drogas ilícitas o alcohol) por la mujer ges-
tante. Las descripciones coinciden con la presenta-
ción de una «facies» característica y un recién naci-
do de bajo peso, nacido de madres que han consu-
mido alcohol o drogas. Aunque los efectos nocivos
del abuso de alcohol sobre el organismo en desarro-
llo habían sido sospechados a lo largo de la historia,
la tríada patognomónica: malformaciones cráneo-
faciales, retraso mental y déficit en el crecimiento,
fue establecida en 1973 y denominada síndrome
alcohólico fetal (SAF) por Jones y Smith (1). A par-
tir de entonces surgieron diversos trabajos epide-
miológicos y experimentales que analizaban las
consecuencias de la exposición gestacional al alco-
hol (2-6). El examen oftalmológico de los niños que
padecían SAF demostró la disminución significati-
va de agudeza visual, elevada incidencia de defec-
tos de refracción, estrabismo, anomalías de los seg-
mentos anterior y medio y alteraciones del fondo
ocular, cuando los niños con diagnóstico del SAF se

compararon con controles de la misma edad y sexo
nacidos de madres que no habían ingerido bebidas
alcohólicas durante el embarazo (7-10). Sin embar-
go aún no se han demostrado las bases celulares de
los efectos del alcohol y otros agentes teratogéni-
cos, sobre el sistema nervioso. Es bien conocido
que durante el desarrollo del sistema visual tanto
los procesos de diferenciación y proliferación celu-
lar como la muerte programada de los elementos
supernumerarios o dañados, conocida como apop-
tosis, desempeñan una función primordial para la
organización citoarquitectural de los tejidos neura-
les y para el correcto establecimiento de la función
visual. Si se analiza el porcentaje de eliminación de
las células ganglionares retinianas de la rata, apro-
ximadamente un 90% de éstas mueren durante la
primera semana tras el nacimiento, de manera que
aquellas que consiguen sobrevivir realizan las
sinapsis con sus elementos diana que a su vez apor-
tarán los factores tróficos necesarios para inhibir las
vías de señalización de la apoptosis, permitiendo
que sobrevivan.

Puesto que se ha descrito con anterioridad que el
abuso crónico de alcohol interfiere con el metabo-
lismo y la señalización de diversos procesos esen-

que se fotografiaron a microscopía confocal, reali-
zando análisis morfológico y morfométrico para
estudiar estadísticamente los datos.
Resultados: Las microfotografías revelaron un
aumento significativo de perfiles apoptóticos
(p<0,05) y paralelamente un descenso de procesos
mitóticos en el grupo expuesto al etanol frente al
control. Las células ganglionares y los fotorrecepto-
res presentaron más diferencias en estos dos proce-
sos que el resto de fenotipos celulares retinianos.
Los datos obtenidos sugieren anomalías en los pro-
cesos de diferenciación y proliferación celular de la
retina causados por la exposición al alcohol.
Conclusiones: El abuso de alcohol durante la ges-
tación altera el desarrollo de la retina por inducir
anomalías en los procesos mitóticos y apoptóticos.
El aumento de apoptosis y disminución de las mito-
sis pueden deberse a cambios en la expresión de
genes reguladores, así como en las vías de señaliza-
ción de ambos procesos en estadios precoces del
desarrollo.

Palabras clave: Alcohol, intoxicación crónica,
neurotoxicologia, apoptosis, mitosis.

profiles, which were observed and photographed
using a confocal microscope.
Results: Analysis of the microphotographs revea-
led a statistically significant increase of apoptotic
profiles and a decrease in mitotic profiles in the
ethanol exposed group compared to controls
(p<0.05). Ganglion cells and photoreceptors sho-
wed more changes than other retinal cell phenoty-
pes. These findings suggest that abnormalities in
the differentiation and proliferation processes of the
retina were caused by the alcohol exposure.
Conclusions: Alcohol abuse during pregnancy
alters development of the visual system by inducing
developmental changes in the mitotic and apoptotic
processes of the retina. These latter changes may be
the result of changes in the expression of regulatory
genes as well as the result of alteration in signalling
pathways for both differentiation-proliferation and
apoptotic events (Arch Soc Esp Oftalmol 2008; 83:
37-44).

Key words: Ethanol, chronic intoxication, neuroto-
xicology, apoptosis, mitosis.



ciales para el mantenimiento de la salud (11) y se
han definido las vías de señalización de la apopto-
sis en relación a diversas patologías oftalmológicas
(12), en el presente trabajo postulamos que el alco-
hol, como agente teratógeno puede inducir daño
celular irreversible en estadios precoces del desa-
rrollo de la retina, compatibles con las característi-
cas oftalmológicas que presentan los niños con el
síndrome tóxico gestacional, realizando los experi-
mentos para evaluar los procesos de diferenciación-
proliferación celular y apoptosis en un modelo de
exposición pre- y postnatal en la rata.

SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS

Animales: grupos, dietas y obtención del tejido

El modelo experimental se llevó a cabo en la rata
Wistar (5,13-16) y se ajustó a los requerimientos de
la CE para este tipo de estudios de investigación ani-
mal. ocho ratas hembras de la raza Wistar y en edad
juvenil (200 g de peso) se aclimataron a las condi-
ciones estándar de laboratorio durante una semana y
fueron divididas en dos grupos: 1) cuatro ratas que
recibieron una dieta líquida en las que el etanol (5%
peso/volumen) aportó el 35% de las calorías diarias
(GETOH) 2) cuatro ratas que fueron alimentadas
con dieta liquida conteniendo maltosa-dextrina en la
misma proporción que el etanol en el grupo anterior
y que se consideró como grupo control nutricional
paralelamente alimentado (GCN). Las ratas se man-
tuvieron con esta alimentación durante 6 semanas,
anotando diariamente su ingesta y peso corporal. La
alcoholemia se midió en la sangre obtenida de la
cola, antes y durante la gestación, y se analizó por
cromatografía de gases (5). Luego se aparearon y se
llevó un control estricto durante toda la gestación. El
día 21 de gestación (G21) dos ratas de cada grupo
fueron sacrificadas por decapitación para obtener los
fetos. Éstos fueron examinados, pesados, determina-
da su alcoholemia y clasificados de acuerdo a sus
características y edad. cuatro fetos de cada rata, de
ambos grupos, fueron decapitados para obtener los
globos oculares y nervios ópticos. Unos se destina-
ron a mediciones para obtener diversos parámetros
del desarrollo mediante microscopía óptica y otros
se procesaron para técnicas de inmunocitoquímica a
microscopía confocal.

Los ojos de los fetos fueron fijados con parafor-
maldehído 4% durante toda la noche. Después se

lavaron con PBS para incluir las muestras en para-
fina y realizar los cortes y así observar las caracte-
rísticas histológicas que no se podían apreciar de
forma óptima cuando se microseccionaba directa-
mente con criostato.

Para la inclusión en parafina se utilizó el proce-
dimiento estándar, incluyendo las muestras en para-
fina y realizando los cortes y desparafinando los
mismos antes de empezar con las técnicas inmu-
nohistoquímicas.

Protocolo para la identificación y recuento de
células apoptóticas

Protocolo de la técnica TUNEL [terminal dUTP
nick end labeling (TUNEL)]. Las secciones trans-
versales del espesor de la retina se pretrataron con
0,02% Tritón X-100 en PBS-tween 20 (0,01%)
durante 30 minutos y se preincubaron con tampón
de reacción TdT durante 10 minutos. A continua-
ción se incubaron, dos horas en una cámara húme-
da a 40-45ºC, con TdT reaction mixture que está
formado por: enzima TdT 4µl, tampón TdT 992µl,
biotina 16 dUTP 4µl. Rápidamente se lavó en el
mismo tampón que en la preincubación durante 10
min. Para parar la reacción se lavó tres veces duran-
te dos minutos con PBS-Tween 20 (0,01%). Segui-
damente se incubó con FITC-Avidin D de Vector
Labs (1:50) en PBS durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Después se lavó tres veces durante
dos minutos con PBS-Tween 20 (0,01%). Se reali-
zó el contraste con PI Counterstain Solution” por 30
min, y se volvió a lavar con PBS durante cinco
minutos. Las secciones fueron montadas para pos-
terior visualización al microscopio confocal Olym-
pus BX 51 (Olympus, Tokio, Japón).

Protocolo para la identificación y recuento de
células mitóticas

Las secciones transversales de la retina de las
ratas se sumergieron en Tritón 1% diez minutos, y
se lavaron con PBS para sumergir de nuevo con
PBBSA (PBS + Bovine Serum Albumin) durante
30 minutos. Se incubaron con el anticuerpo prima-
rio Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
2,5% en BSA durante una hora, y se lavaron con
PBS tres veces de cinco minutos. A continuación se
añadió el anticuerpo secundario Cy 3 (Jackson
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Inmuno Research) al 0,5% en PBBSA durante una
hora, y se lavó con PBS tres veces durante cinco
minutos. Seguidamente se añadió TOPRO 3 iodide
(Molecular Probes T3605) 0,02% en PBS durante
cinco minutos y se lavó con PBS cinco minutos. A
continuación las secciones fueron montadas para
posterior visualización al microscopio confocal
Olympus BX 51.

Análisis estadístico

Para validar las características del modelo expe-
rimental de exposición prenatal al alcohol, se deter-
minó la concentración de alcohol en la sangre de la
cola tanto a las madres gestantes (primera, segunda
y tercera semana de la gestación) como a los fetos,
se determinó la ingesta de comida y el aumento de
peso corporal y se registraron los datos analizando
la media y desviación estándar, expresadas en gra-
mos, conforme a nuestros estudios previos (15-17).
Se pesaron los globos oculares de los fetos, inme-
diatamente tras la extracción, utilizando una balan-
za de precisión Metzler y se anotaron los datos res-
pectivos para analizar la media y desviación están-
dar, expresadas en miligramos. Las micrografias de
los nervios ópticos se analizaron mediante los datos
correspondientes a los diámetros mayor y menor de
la sección transversal y se halló el área de la sección
aproximando al área de una circunferencia (que se
asemeja a la apariencia morfológica del nervio ópti-
co en el animal inmaduro) siguiendo nuestros estu-
dios anteriores (17-20), registrando los datos para
analizarlos hallando la media y desviación estándar
de la muestra, expresados en micras cuadradas. Las
micrografias de las retinas se examinaron y se halla-
ron las medias y desviación estándar de las medidas
de la sección transversal incluyendo todas las célu-
las del espesor total del tejido, siguiendo nuestros
trabajos publicados con anterioridad (18-20).

Todos estos datos se han expresado como la
media y desviación estándar de 4-6 microfotogra-
fias por rata.

En cuanto a la inmunodetección de las células
apoptóticas o mitóticas, según cada técnica emplea-
da se contabilizaron las células de tinción positiva
para cada caso respecto el área medida en µm2 y se
expresaron como densidad de células apoptóticas
y/o densidad de células mitóticas, utilizando para
ello 4-6 micrografías por cada animal y tejido ana-
lizado.

Todos los datos fueron registrados en una hoja
diseñada para este fin mediante el programa Excel
para Windows (Excel for Windows, Illinois, USA)
y fueron analizados estadísticamente mediante el
programa SPSS 11.0 (SPSS for Windows, SPSS
Inc, Chicago, USA). Las diferencias entre grupos
fueron analizadas mediante el test «t» de Student y
alternativamente con el test de Kolmogorov-Smir-
nov.

RESULTADOS

El modelo experimental en la rata demostró la
disminución del peso y tamaño de los animales
expuestos al etanol frente a los controles durante el
período de desarrollo prenatal, así como del tamaño
y peso del globo ocular durante la fase final de la
gestación (en G21: 18 DE 4 vs 10 DE 2 mg). De
forma similar, el espesor de la retina prenatal fue
significativamente menor en los animales expuestos
al tóxico (en G21:128 DE 23 vs 81 DE 14 µm), así
como el área de la sección transversal del nervio
óptico (en G21:50.000 DE 8.000 vs 31.000 DE
9.000 µm2) fue significativamente inferior en el
grupo expuesto al alcohol que en el grupo control.

Por otra parte, la realización de las inmunodetec-
ciones en las secciones transversales de la retina
tratadas con la técnica del TUNEL y el análisis por-
menorizado de las fotos de la retina en fetos de rata
de 21 días confirma la utilidad de la técnica para
estudiar los fenómenos de apoptosis en la retina en
el periodo prenatal, lo que puede ser tenido en cuen-
ta tanto para los estudios del desarrollo retiniano
como para los trabajos relacionados con la neuroto-
xicología del desarrollo.

Los perfiles de células en proceso de apoptosis
quedan reflejados por la inmunotinción en verde.
Los datos de nuestro experimento muestran un
aumento significativo estadísticamente de las célu-
las apoptóticas respecto al área (µm2) en el grupo
expuesto al etanol, frente a los controles, conforme
se puede observar en la figura 1 y 3.

Cuando se analizaron las inmunodetecciones en
el microscopio confocal correspondientes a las sec-
ciones transversales de la retina con la técnica de
identificación de perfiles mitóticos se observa un
descenso notable de los procesos mitóticos en el
grupo expuesto al etanol, frente al grupo control,
aunque no llega a ser significativo estadísticamente
conforme se puede observar en la figura 2 y 4.
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DISCUSIÓN

Las mujeres que ingieren bebidas alcohólicas de
forma abusiva o presentan dependencia de psicotro-
pos durante el embarazo corren el riesgo de tener
hijos que muestren un patrón de malformaciones
que pueden oscilar desde anomalías menores (reco-

nocidas mundialmente como defectos de recién
nacido asociados al abuso de alcohol y drogas
«drug and alcohol related birth defects») hasta
manifestaciones multiorgánicas severas, las cuales
en su máxima expresión constituyen el síndrome
alcohólico fetal (1-4) y el síndrome fetal de la coca-
ína y metamfetamina (21,22). La frecuencia estima-
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Fig. 1: Microfotografía Confocal. Sección transversal
de la retina de la rata. Técnica de TUNEL. Perfil apop-
tótico de retina de feto de rata de 21 días expuesta pre-
natalmente al alcohol. A: Grupo Control, B: Grupo
Alcohol. Escala subgrupo 1: 65µm, subgrupo 2: 25µm.

Fig. 2: Microfotografía Confocal. Sección transversal
de la retina de la rata. Inmunotinción. Perfil mitótico de
retina de feto de rata de 21 días expuesta prenatalmente
al alcohol. A: Grupo Control, B: Grupo Alcohol. Escala
subgrupo 1: 70µm, subgrupo 2: 35µm.

Fig. 3: Después de realizar el estudio estadístico de la
t-Student se obtuvo un p-valor <0,05, con lo que se
demuestra en nuestro estudio que existe un mayor núme-
ro de células apoptóticas en el grupo alcohol que en el
control.

Fig. 4: Después de realizar el estudio estadístico de la
t-Student se obtuvo un p-valor >0,05, por lo que no hay
una diferencia significativa estadísticamente. Pero se
observa una diferencia notable entre el grupo alcohol y
control.



da de estos síndromes tóxicos es similar en los paí-
ses industrializados, oscilando entre 1 a 2/1.000
niños nacidos vivos para el alcohol (23,24). Sin
embargo, la falta de reconocimiento de los signos
patognomónicos de estos síndromes, unido a la
ausencia de trabajos epidemiológicos en nuestro
país, nos permite incidir en el tema, puesto que no
creemos que estos datos sean muy diferentes en el
resto de países de Europa (25). Sin embargo, el des-
conocimiento de los cuadros típicos hace que
muchos niños sean diagnosticados como posible
«sufrimiento fetal» y/o malformación congénita de
origen desconocido y frecuentemente como niños
difíciles o hiperactivos por educadores y psicólogos.

Por un lado, teniendo en cuenta la especial vulne-
rabilidad del sistema visual durante el desarrollo, la
exposición al tóxico durante la embriogénesis y
período perinatal explicaría «per sé» la alteración en
los patrones de morfogénesis ocular. Durante las pri-
meras 8 semanas tras la concepción, todos los órga-
nos y sistemas vitales han comenzado a desarrollar-
se, de manera que la placa neural comienza a for-
marse en la tercera semana y el macizo facial y el
primordio ocular aparecen alrededor de la cuarta
semana. El desarrollo del embrión continúa y existe
otro período vital para el desarrollo del SNC y
estructuras relacionadas con él, y que abarca desde
el tercer trimestre de gestación hasta el nacimiento y
período perinatal en el cual se desarrollan las células
neuroglíales y se produce la mielinización axonal.
Basándonos en estos hechos, podríamos especular
que los efectos teratogénicos del alcohol y de otros
tóxicos similares, comienzan probablemente duran-
te el período embrionario precoz y continúan a tra-
vés de toda la gestación, lo cual hemos podido com-
probar con el modelo experimental de SAF en la
rata, donde hemos constatado la disminución en el
peso y tamaño del animal, así como la disminución
en tamaño y peso del globo ocular durante todo el
desarrollo, en los ojos expuestos pre y postnatal-
mente al etanol, resultados que coinciden con otros
previos de nuestro grupo de investigación en neuro-
toxicología del sistema visual (15-22).

La formación del globo ocular requiere una serie
de hechos con la interacción de diversos tejidos.
Los estadios iniciales implican una muerte celular
extensa asociada al propio proceso de morfogéne-
sis. Un poco mas tarde, la supresión de la muerte
celular programada es fundamental para la diferen-
ciación del tejido en el adulto. Hay estudios que
describen que la supresión de la apoptosis en célu-

las del cristalino por factores de crecimiento (FGF)
es uno de los principales componentes de sus accio-
nes durante el desarrollo del cristalino (26). La
apoptosis inducida es esencial en determinados
momentos del desarrollo, por ejemplo durante la
reabsorción de la vascularización primitiva. Sin
embargo, la aparición de mayor densidad de perfi-
les apoptóticos en la retina del animal expuesto al
etanol frente al control, demuestra que existe un
aumento de la muerte celular programada inducida
por la exposición al tóxico. Estos hechos, junto a la
disminución de los perfiles mitóticos, demuestran
una inhibición de la proliferación celular junto al
aumento de la muerte de las células retinianas, lo
cual coincidiría con las descripciones de un nervio
óptico hipoplásico, similar al descrito por nosotros
con los parámetros morfológicos y morfométricos
utilizados con el modelo experimental que venimos
utilizando para nuestros estudios (17-20).

En resumen, la inducción de apoptosis y la dis-
minución de la mitosis subsecuente a la exposición
prenatal al alcohol en periodos críticos del desarro-
llo podría explicar la reducción del tamaño de la
retina y nervio óptico y la disminución de la densi-
dad celular que acontece en la hipoplasia del nervio
óptico (20), patognomónica de los niños nacidos de
madres alcohólicas.

Con este y otros trabajos similares demostramos
que ningún período de la gestación escapa a la
acción del alcohol, por lo que recomendamos que
las madres gestantes no consuman bebidas alcohó-
licas (tanto las de menor o mayor contenido de
alcohol) durante todo el periodo gestacional con el
fin de salvaguardar el desarrollo del sistema visual
de sus hijos. A raíz de nuestras investigaciones nos
permitiríamos aconsejar a las autoridades sanitarias
incluir las advertencias pertinentes a este respecto
en las bebidas alcohólicas y en los refrescos con
contenido alcohólico, tal y como ocurre en otros
países occidentales.
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