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Efectos de las bebidas
alcohdlicas en el desarrollo
embrionario de Gallus gallus

Alcoholic beverages effects
in the development of the chick
embryo (Gallus gallus)
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Resumen

El consumo excesivo de bebidas alco-
holicas durante la gestacion puede aumen-
tar la probabilidad de efectos negativos en
el desarrollo embrionario, con consecuen-
cias como las descritas por el sindrome de
alcoholismo fetal (SAF) y en algunos casos
malformaciones anatoémicas. Mediante una
aproximacién experimental, se establecio
un patréon teratogénico de los licores sobre
las primeras etapas del desarrollo embrio-
nario en el modelo vertebrado Gallus ga-
llus. En la primera etapa, se tomaron hue-
vos fecundados de gallina y se instilaron a
través del saco aéreo en el dia 0 con un
volumen de 0.1mL para cada uno de los
licores evaluados. En la siguiente etapa, un
segundo grupo de huevos fecundados fue
tratado en el dia 4 posincubacién, usando
la misma metodologia. Para ambos grupos,
los embriones de los huevos fueron ex-
traidos el dia 11 de incubacién. A través
del anilisis descriptivo de los embriones
se establecidé que las malformaciones mas
frecuentes sobre el desarrollo embrio-
nario tardio fueron la evisceracién y la
anoftalmia. A partir de la metodologia y la

N

aproximacién experimental evaluada, los
resultados sugieren que las bebidas alco-
hoélicas causan efectos teratogénicos sobre
el desarrollo y que estos estan relacionados
con la concentraciéon alcohélica de las be-
bidas, estableciendo una relaciéon propor-
cional entre estas y las malformaciones mas
extremas.

Palabras clave: teratogénesis,
alcohol, malformaciones,

alcoholismo fetal, anoftalmia.

Abstract

Excessive abuse of liquors during preg-
nancy may rise the odds of side effects
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in the developing embryo, with dramatic
consequences like the described by the
fetal alcohol syndrome and evident ana-
tomical malformations. The present study
uses an experimental approach to test and
establish the teratogenic patterns caused by
different graded liquors in the early stages
of the embryonic development of Gallus
gallus a well-studied vertebrate model,
the chicken. The experimental procedure
was done as follows, in the first stage fer-
tilized chicken eggs were instilled around
the air sac on day 0 with 0.1 mL, for each
graded liquors (24 %, 34 %, and 43 %, al-
cohol percentage by volume). In a second
stage, a group of eggs were treated on day
4 post-incubation, using the procedure

1. Introduccién

Las bebidas
como depresores del sistema nervioso y su con-

alcoholicas son  clasificadas
sumo establece alteraciones en la percepcién de
la realidad y en el estado sensitivo de la persona,
proporcionando un estado de bienestar, desin-
hibicién y tranquilidad transitorio. Asi mismo,
con frecuencia generan adiccidn. El alcohol, al
igual que muchas otras sustancias adictivas, se
considera toxico cuando el consumo es exce-
sivo. Es, por tanto, de particular interés analizar
sus efectos sobre la salud, ya que las restricciones
gubernamentales a este tipo de bebidas (Ley 30
de 1986) recaen en campanas de prevencion y
programas educativos. Un enfoque académico
puede reforzar estas campaflas mediante con-
tribuciones fundamentadas en hallazgos expe-
rimentales que, sin lugar a dudas, aumentan la
concientizacién por parte de la comunidad en
general e incluso la universitaria.
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mentioned above. For both groups, the
embryos were extracted from eggshells on
day 11 of incubation. For these treatments,
the most frequent malformations observed
on the late embryonic development of the
chick were evisceration and anophthalmia.
Based on this methodology and experi-
mental approach evaluated, the results sug-
gest that liquors cause teratogenic effects
in the developing embryo and that there is
a relation between alcoholic volume per-
centage and the most extreme malforma-
tions observed.

Keywords: teratogenesis,
alcohol, malformations, fetal
alcoholism, anophthalmia.

Aun asi, la experimentacién con organis-
mos vivos sigue siendo un tema complejo de-
bido a los costos y las implicaciones éticas y
legales (Guerrero et al., 2013). Sin embargo,
la publicacién de numerosos estudios sobre
los efectos del alcohol en la salud —como
los realizados por Padilla, Gémez y Garrido
(2015) y Lopez y Filippetti (2014)— ha re-
velado sus importantes efectos teratogénicos,
que mayormente se resumen en el sindrome
alcohdlico fetal (SAF). Estas contribuciones
han sido posibles gracias al estudio y el ana-
lisis de sus efectos en otros modelos animales
como monos, ratas, pollos, entre otros. Si bien
estas investigaciones han confirmado el efecto
teratogénico que posee el alcohol en el desa-
rrollo de diferentes tipos de organismos, los
mecanismos de accidon por los cuales induce a
malformaciones no son conocidos en su tota-
lidad (Illanes et al., 1995). Carpenter en 1849
identificd que las mujeres alcohdlicas tienden
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a presentar hijos con anomalias (Sulik, Johns-
ton y Webb, 1981). Lemoine (1968) y Jones
et al. (1973) describieron que el sindrome al-
cohdlico fetal se caracteriza por un conjunto
de anomalias neurolégicas y extraneurologi-
cas. Posteriormente, Sandor (1968) y Sandor
y Elias (1968) encontraron que el etanol pro-
duce malformaciones en la médula espinal y
retraso general en el crecimiento y desarrollo
del embrién de pollo. Por otra parte, Gilani et
al. (1986) establecieron un patréon de malfor-
maciones en embriones de pollo provocados
por etanol y pirazol’, que pueden ser: cuerpo
reducido, evisceracidn, microftalmia, lesiones
hemorragicas y edemas, entre otras.

El presente estudio tiene como objetivo
analizar y evaluar los efectos teratogénicos de
distintas bebidas de contenido y graduacion
alcohdlica, disponibles en el mercado para el
consumo general, en los estadios tempranos
del desarrollo de embriones de pollo. Este
analisis se evalud aproximadamente desde el
dia 4 posincubacién, donde la organogénesis
del higado ha concluido y el 6rgano es fun-
cional y puede metabolizar el alcohol (Gilani
et al., 1986).

2. Materiales y métodos

La fase experimental se basé en el método
descrito por Illanes et al. (1995), en huevos
fecundados de gallina (Gallus gallus). Se incu-
baron a ~37.5°C y se us6 un diseflo expe-
rimental que incluyd tres licores diferentes a
distintas concentraciones en volumen de al-
cohol: aguardiente (marca Néctar, 24 %), ron
(marca Santafé, 34%) y whisky (marca Ballan-
tines, 43%). Este fue introducido al embrién

5 - -~ .
Compuesto organico clasificado como alcaloide con

efectos farmacoldgicos en el ser humano, raro en la
naturaleza.
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por instilacidn en el saco aéreo de cada huevo.
El procedimiento se realizé en dos etapas: en
la primera, se instilaron 9 huevos en el dia 0;
en la segunda, se instilaron 9 huevos en el dia
4 (~96 horas) de incubacidn, correspondien-
te al estadio 24 del desarrollo embrionario de
pollo descrito por Hamburger y Hamilton
(1992/1951). Para los tratamientos control, se
usaron 6 huevos que no recibieron ninguna
concentracién alcohdlica y que adelantaron
su desarrollo embrionario de manera normal
hasta el dia de la extraccién embrionaria.

En todos los casos enunciados anterior-
mente, la extraccion y obtencion de los em-
briones a partir de los huevos se llevo a cabo
a los 11 dias de incubacidn, correspondien-
te al estadio 37 (Hamburger y Hamilton,
1992/1951). El procedimiento de instilacion
de los distintos licores sobre el huevo consistid
en la puncién de la cascara del huevo en la re-
g16n del saco aéreo, por el que posteriormente
se introdujo un volumen de 0.ImL mediante
una jeringa de insulina con aguja estéril. Fi-
nalmente, este orificio se selld con cinta adhe-
siva para no interrumpir el desarrollo normal.
Los huevos fueron incubados usando dos lam-
paras con bombillos de 70w con el saco aéreo
apuntando hacia las lamparas para facilitar la
instilacién, asi como la posterior extraccidon
de los embriones. En el dia 11 de incubacidn,
se procedid a efectuar la extraccidon de los
embriones, para lo cual se abrié una amplia
ventana en la cascara. En los embriones ob-
tenidos se evaluaron el peso y las anomalias
anatémicas y se tomo registro fotografico para
el analisis y la discusién. Se determinaron las
anomalias del desarrollo embrionario por tipo
y frecuencia de ocurrencia y se analizaron es-
tadisticamente. Por Gltimo, los embriones mas
representativos se fijaron en formol a 16%
para su conservacion.
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Tabla 1. Disefio experimental utilizado

(4]
k)
[=]
9
b el D>
(o]
ElE| |2
o o P~
SIS =
Dia 0 6 3 3 3 15
Dia 4 0 3 3 3 9
24

Fuente: elaboracién propia.

Nota: nimero de huevos empleados y tra-
tamientos aplicados en cada etapa (dia O y dia
4). El nimero total de huevos empleados fue
de 24 unidades, que se desglosaron en 6 hue-
vos para cada etapa.

3. Resultados

Una vez instilados e incubados los huevos y
extraidos los embriones, fue posible evidenciar
que algunos embriones expresaron diferentes
anomalias, asi como variaciones en las tasas de
supervivencia y anomalias morfoldgicas (fi-
guras 1 y 2). Se observé una clara tendencia
entre la frecuencia y ocurrencia de anomalias
anatémicas con respecto a la concentracién
alcoholica, ya que los embriones sometidos a

A. B.
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las bebidas con concentracidén mas baja de al-
cohol (aguardiente y ron) presentaron mayor
cantidad de anomalias, a diferencia de la bebi-
da de mayor concentraciéon (whisky), que no
presentd malformaciones claras. Al realizar la
comparacién de los resultados macroscopicos
obtenidos en las dos etapas, no se encontraron
diferencias una vez transcurridos los 11 dias
de incubacidn; es decir, los embriones prove-
nientes de huevos tratados con la bebida alco-
hoélica desde el dia O presentaron los mismos
resultados que aquellos tratados en el dia 4 de
incubacion, ya que tuvieron el mismo tipo de
malformaciones.

Las anomalias observadas en el desarrollo
fueron evisceracién de 6rganos toracicos y ab-
dominales y anoftalmia unilateral del embrién
(figuras 1 y 2). En los embriones expuestos a
concentraciones alcohodlicas de 34% y 43% se
evidencié que la aparicién de anomalias fue
menor con respecto a los embriones tratados
con concentracién de alcohol de 24 % (figu-
ra 3). Para el analisis del peso corporal de los
embriones obtenidos se calcul6 el promedio
(figura 4), evidenciando que los embriones
tratados con aguardiente presentaban un pro-
medio mayor con respecto al resto de trata-
mientos. Con estos datos se realizé una tabla
Anova (tabla 2) (p=0,4606).

Figura 1. Imagen macroscédpica de dos embriones tratados con aguardiente (Néctar, 24 %) con presencia de
malformaciones. A. Vista lateral del embrién con presencia de edema de arcos viscerales (e). B. Vista lateral

del embrién con evisceracion de corazén (¢) y anoftalmia unilateral, enfocada en la evisceracion. C. Vista

lateral del embrién con evisceracién y anoftalmia unilateral (a), enfocada en la anoftalmia.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Imagen macroscopica de embrién
tratado con ron (Santafé, 34 %), con presencia de
malformaciones. Vista lateral del embrién donde se
observa presencia del corazén (c) y edema en arcos
viscerales (e).

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3. Presencia de embrién y cantidad

de embriones con presencia de anomalias
posexposicién a las diferentes concentraciones de
bebidas alcohdlicas utilizadas.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4. Peso promedio de embriones posexposicién
a diferentes concentraciones de bebida alcohdlica.
Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 2. Anova del peso corporal con
respecto a los tratamientos

o | : ' E
e | +——] a -

Tratamiento

Whisky

o 1 2 3 4

Fuente: elaboracién propia.

4. Discusién

Los resultados obtenidos en esta prueba
coinciden con los hallazgos publicados por
Illanes et al. (1995), en los que los embriones
que fueron tratados con la concentracién mas
baja de alcohol presentaron mayor cantidad de
malformaciones (por ejemplo, evisceracion de
organos toracicos y abdominales, edema ge-
neralizado comprometiendo principalmente
las extremidades pelvianas y porcion inferior
del tronco y anoftalmia unilateral y bilateral).
Por otra parte, tampoco observaron que el pa-
tron de malformaciones presentadas en los dos
tratamientos (dia O y dia 4) demostrara dife-
rencia alguna con respecto al momento en el
cual fue instilada la sustancia. Esto también fue
sustentado en los estudios realizados por San-
dor y Elias (1968), Romanoft (1972), Gilani
et al. (1986) y Jones et al. (1973), que hacen
referencia a la concentracion de etanol y su
efecto teratogénico. Alli se menciona que este
se encuentra relacionado con la reabsorcion
embrionaria y que las concentraciones mas
altas de alcohol influyeron en la cantidad de
embriones con reabsorcién.

Esto puede suponer que el promedio de
peso obtenido en este estudio posiblemente
esta relacionado con esta caracteristica, ya que
los embriones sometidos a las concentraciones

Facultad de Ingenieria y Ciencias Basicas



mas altas de bebidas alcohodlicas presentaron
un menor promedio de peso con respecto a
los embriones sometidos a la concentracion
mas baja; asi mismo, puede estar influenciado
por el tipo de camada a partir de la cual se ob-
tuvieron los huevos, pues existe la posibilidad
de que estos varien su tamano de acuerdo con
la dieta previa y el tamaflo que presentaba su
parental (Rivas, 2013).

La evisceracidn presentada puede estar re-
lacionada con la inhibicién de los factores de
la formacion de los arcos viscerales en el es-
tadio 24 de Hamburger y Hamilton (1951),y
la anoftalmia, con los factores implicados en
la formacion del ojo, como Sonic hedgehog
(SHH), que al ser alterado provoca malforma-
ciones (Gilbert, 2009). Ademas, como lo men-
cionan Ahlgren et al. (2002), los embriones
tratados con etanol presentan un gran patrdén
de muerte celular o apoptosis, observandose
esto en células de la cresta neural premigra-
torias y migratorias que pueden dar origen
a distintas estructuras faciales, estructuras del
oido, células del sistema nervioso, e incluso a
estructuras en organos vitales como el cora-
z6n. Debido a esto se generaran distintas mal-
formaciones si se induce a la apoptosis de estas
células por medio del alcohol; ademas, si las
células del tubo neural no realizan la debida
migracion, este no podra realizar los debidos
cierres, causando asi posibles malformaciones.

La evisceracién observada en la figura 1
permitié evidenciar que se presentaron fallas
en los cierres del tubo neural de algunos em-
briones, por lo que se presentd evisceracion
del corazén o de los drganos abdominales;
también se puede presentar anencefalia, entre
otros. Por otra parte, este mismo autor men-
ciona que el alcohol puede bloquear la senali-
zacidon de SHH vy, por ende, la pérdida de este,
lo cual se evidencid en que algunos embriones
solo desarrollaron un ojo. Esto ocurre debido
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a que SHH juega un papel muy importante
en la bilateralizacion del area facial y a que se
evita una centralizacion de los genes que pro-
mueven la formacién de los ojos, estimulando
la ubicacion correcta de estos. Por lo tanto, si
hay fallas en SHH habra complicaciones en la
formacion de los dos globos oculares y solo se
generara uno de estos (Gilbert, 2009).

Como se observa en la figura 4, el trata-
miento con aguardiente (24%) presentd un
mayor promedio de peso con respecto al resto
de tratamientos, pero segun la tabla Anova (ta-
bla 2), obtenida en el anilisis estadistico con
un p=0,4606, fue posible evidenciar que el
ntmero utilizado no fue suficiente, por lo tan-
to, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de peso obtenido
entre un nivel de tratamiento y otro, con un
nivel de confianza del 95 %.

5. Conclusiones

Los efectos teratogénicos del etanol estin
en proporcidén a su concentracion, represen-
tados en evisceracion, anoftalmia, pérdida de
peso, entre otros. Compuestos presentes en las
bebidas alcoholicas pueden ser factores influ-
yentes en las malformaciones, los cuales no se
lograron analizar a profundidad en este traba-
jo, por lo que se necesitan mas ensayos para
este fin. Asi mismo, se sugiere realizar el estu-
dio con un mayor namero de individuos para
corroborar los resultados obtenidos.
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