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The effect of high doses of ethanol (2 and 4 g/kg) administered to rats in pre-ovulatory
periods (18th hour of diestrus) was studied.

Plasma levels of estradiol and progesterone were measured at 10 hours of oestrus and
changes in the ovarian cycle and the number of mature follicles were recorded.

Compared with the control group, the receptive phase of estrus of the treated animals was
longer lasting over 2 to 3 days. There was also an increase in the number of mature follicles as
well as an increase in the plasma level of estradiol on the morning of estrus. Progesterone values
showed no significant variations. Ethanol administered- at the 18th hour of diestrus inhibits
ovulation but not follicle development and allows the maintenance of high levels of estrogens on
the morning of estrus. As a result the keratinization of the vaginal epithelium and the estrus
phase are prolonged by 2 or 3 days.
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Desde hace tiempo se conoce que la
ingestion cronicade alcohol etflico en ma-
dres gestantes tiene un efecto antifertili-
zante (1, 14, 27, 28) y produce efectos
teratogenicos en la descendencia (3, 13,
24-26). En contraposition a la extensabi- 
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bliografia que existe sobre los efectos
cronicos del etanol, es muy escasalarefe-
rida a dosis agudas (11, 12) y especial-
mente cuando se administra en periodos
preovulatorios en los que se esta produ-
ciendo la maduracion folicular. En traba-
jos anteriores se habia observado que la
administration de dosis unicas de etanol
(4 g/kg) a la hora 18 de diestro —que co-
rresponde al periodo preovulatorio en
que se inicia el desarrollo folicular—, da
lugar a una importante action teratoge-
nica con aumento del porcentaje de fetos 



6 J. MARCO, J. ESPINOSA. M. MANCEBO Y M. PARAFITA

muertos y malformaciones (21). Tambien
se observe una fuerte disminucion del nu-
mero de ratas preiiadas y del numero de
embriones por rata, que no dependi'a de
una accion antiimplantatoria del etanol,
sino de una accion central, ya que dismi-
nuye tambien el numero de ratas que ovu-
lan y el numero de ovulos por rata. Poste-
riormente se comprobo que el etanol a la
hora 18 de diestro, posiblemente al afec-
tar la sfntesis de hormonas reguladoras
hipotalamicas, produce una fuerte reduc­
tion de los niveles plasmaticos de LH,
una menor disminucion de los niveles de
FSH y un increment© en los valores de
prolactina (20).

En este trabajo se continuan estas in-
vestigaciones, estudiando los efectos a
nivel ovarico de dosis unicas de etanol (2
y 4 g/kg), administradas a la hora 18 de
diestro. Se valoran las alteraciones del
ciclo ovarico, el desarrollo folicular y los
niveles de las hormonas ovaricas proges-
terona y estradiol.

Material y metodos

Se utilizan ratas Wistar hembras de
peso aproximado a 2(X) g, que se mantie-
nen en condiciones de iluminacion artifi­
cial controlada de 14 horas de luz y 10 de
oscuridad, a temperature ambiente de 20-
25° C y con comida y agua ad libitum. Se
realiza control del ciclo ovarico mediante
frotis vaginales diarios a la misma hora
segun se ha descrito anteriormente (12-
15), utilizandose solo las ratas que pre­
sentan ciclo regular por Io menos 12 dias
antes de losexperimentos. Para el estudio
de las alteraciones del ciclo ovarico. los
frotis vaginales se siguen realizando du­
rante 10 dias despues del tratamiento.

El alcohol etilico se disuelve en suero
fisioldgico al 25 % y se administra por via
intraperitoneal en dosis unicas de 2 6 4
g/kg a la hora 18 de diestro. En los anima­
tes control se administra intraperitoneal- 

mente un volumen equivalent© de suero
fisioldgico.

La determination de progesterona y
17-/3-estradiol se realiza por radioinmu-
noensayo (RIA), utilizando kits de reacti-
vos marcados con I125 de Nordiclab. Las
muestras sanguineas se obtienen a las
10:00 a.m. del primer dia de estro, sacrifi-
cando los animates por decapitation des­
pues de una ligera anestesia con eter. La
sangre se centrifuga a 3.500 rpm durante
15 min y el suero obtenido se fracciona en
alicuotas que se conservan a —20° C
hasta la realization del RIA. La determi­
nation de progesterona (ng/ml) se realiza
por un metodo directo (9), mientras que
para el 17-/3-estradiol (pg/ml) hubo un
proceso previo de extraction con eter
dietflico (10). En ambos casos, la radiacti-
vidad libre se separa de la ligada al com-
plejo antigeno-anticuerpo mediante pre­
cipitation con polietilenglicol. La radiac-
tividad se mide en un contador gamma
(GAMMAmatic-II, Kontron) y la curva
estandar se ajusta mediante un metodo
spline-logaritmico, con un error maximo
en el ajuste, para ambos casos, del 1 %.
Las muestras se determinan por dupli-
cado, obteniendo un coeficiente maximo
de variabilidad intraensayo del 3,5 %.

Para el estudio del desarrollo folicular,
se extraen los ovarios en las ratas sacrifi-
cadas a las 10:00 a.m. del primer dia de
estro y se realiza el contaje de foliculos
maduros con lupa segun se ha descrito
anteriormente (6-8).

La distribution de experimentos es la
siguiente: a) tres grupos de 10 ratas, uno
para control, y los otros dos tratados con
etanol en dosis de 2 y 4 g/kg respectiva-
mente, en los que se valoran las alteracio­
nes del ciclo ovarico; A>) tres grupos de 10
ratas, uno control y dos tratados con eta­
nol en dosis de 2 y 4 g/kg respectiva-
mcnte, que se sacrifican a la hora 10 del
primer dia de estro y en los que se deter­
minan los niveles plasmaticos de proges­
terona y estradiol, asi como el numero de
foliculos maduros en los ovarios.
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Los resultados se expresan mediante la
media y el error estandar. La diferencia
entre grupos se analiza mediante el test de
Student para datos desapareados.

Resultados

La administracion de etanol a la hora 18
de diestro modifica el ciclo ovarico (tabla
I), produciendose con la dosis de 4 g/kg
un alargamiento de la fase receptiva de
estro en todas las ratas, que se mantiene
de 2 a 3 dias en vez de un dia, con un valor
medio de 2,2 dias (p < 0,001). Cuando el
tratamiento es con una dosis de 2 g /kg,
solo en 3 ratas se prolonga la fase de dies­
tro y en 5 el ciclo es normal.

El numero de foliculos maduros que se
observa en el ovario a la hora 10 de estro
(fig. 1), es de 4,5 ± 0,4 en el grupo control,
mientras que en el grupo tratado con eta­
nol en dosis de 2 g /kg es de 5,9 ± 0,4 y con
la dosis de 4 g/kg es de 13,7 ± 0,5, siendo
el incremento en los dos grupos tratados
significative respecto al control.

Los niveles sericos de progesterona
obtenidos a la hora 10 de estro son 0,4 ±
0,1 ng/ml en el grupo control, 0,3 ±0,1
ng/ml en el tratado con etanol en dosis de
2 g/kg y 0,7 ± 0,2 ng/ml en el tratado con
dosis de 4 g/kg, no observandose varia-

Fig. 1. Efecto de dosis unicas de etanola la hora 18
de diestro sobre el desarrollo foliculary niveles seri­
cos de estradiol y progesterona, en ratas sa-

crificadas a la hora 10 del primer dia de estro.
Se expresa la media y el error estandar para n = 10
en cada grupo experimental. * p < 0,01 respecto al
control. " p < 0,001 respecto al control y al grupo

tratado con etanol (2 g/kg).

ciones significativas entre estos grupos
(figure 1).

Los niveles sericos de estradiol a la
hora 10 de estro se incrementan significa-
tivamente en los grupos tratados con eta­
nol con respecto al control, cuyo valor
medio es de 8,6 ± 0,7 pg/ml mientras
que en el grupo tratado con 2 g/kg es de
13,7 ± 1,8 pg/ml (p < 0,01) y en el grupo
tratado con 4 g/kg es de 29,3 ± 4,9 pg/ml

Tabla I: Efecto de dosis unicas de etanol a la hora 18 de diestro sobre e! ciclo ov&rico.
Cada grupo experimental es de 10 ratas.

Condiciones
experimentales

N.° de ratas con
ciclo normal

N.® de ratas con
(aso do estro

atargada

Duracidnde la
fase de estro

(dias/n.° ratas)

N.’deratasccn
fase de diestro

atargada

Dura ciin data
fase de diestro
(dias/n.® ratas)

Control 10
(100%) 0 1/10 0 1/10

Etanol (2 g/kg) 5
(50%).

3
(30%)

2/2
4/1

2
(20%)

2/2
1/8

Etanol (4 g/kg) 0 10’
(100%)

2/7
3/3 0 1/10

• p< 0.001
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(p < 0,001), valor que es mas de tres
veces superior al control.

Discusion

Anteriormente se habfa observado que
la administration de etanol (4 g/kg) a la
hora 18 de diestro disminufa la secrecion
de gonadotrofmas hipofisarias, con una
fuerte reduction de los niveles de LH,
mientras que los valores de FSH dismi-
nufan en menor grado (20). El efecto de-
presor del etanol sobre la LH ha sido
senalado tambienporotros autores (4,15,
22, 24). La reduction de los niveles de
FSH parece que no afecta de forma im-
portante el desarrollo folicular, ya que se
observan abundantes folfculos maduros
en el ovario al tratar con etanol. Sin em­
bargo, la fuerte reduction de los niveles
de LH impide en gran parte la rotura foli­
cular (5), ya que anteriormente se habfa
comprobado que solo se producfa ovula­
tion en 4 de 13 ratas, con un numero de
ovulos muy inferior al control (21). Ade-
mas, cuanto mayor es la dosis de etanol
administrada, mayor es el numero de folf­
culos que se observan en el ovario, indi-
cando que se esta inhibiendo la ovulation
pero no el desarrollo folicular.

For otra parte, al no producirse ovula­
tion por efecto del etanol, las celulas de la
teca interna de los folfculos continuan se-
cretando estrogenos, observandose nive­
les de estradiol significativamente mayo-
res respecto al control, que se incremen-
tan con la dosis de etanol y que guardan
relation con el numero de folfculos madu­
ros que se observan en la manana de es­
tro. Los niveles elevados de estrogenos
son los responsables de la queratiniza-
cion del epitelio vaginal (2) y del alarga-
miento de la fase receptiva de estro que se
observa al tratar con etanol, especial-
mente con la dosis de 4 g/kg.

Los valores sericos de progesterona no
varian significativamente, posiblemente
porque en la manana del primer dia de
estro no se ha producido todavia en los 

ovarios control una luteinization sufi-
ciente para que los cuerpos luteos secre-
ten progesterona. Probablemente, si se
determinaran los niveles de progesterona
al dfa siguiente, se encontrarian diferen-
cias significativas entre el control y los
grupos tratados, ya que los cuerpos lu­
teos de los animates control se habrian
desarrollado totalmente y secretarian
grandes cantidades de progesterona,
mientras que en los tratados con etanol
que sufren inhibition de la ovulation, no
presentarian cuerpos luteos y, por lo
tanto, los niveles de progesterona serian
mucho menores.

Resumen
Se estudia el efecto de dosis agudas de etanol (2 y

4 g/kg) administradas a ratas en el periodo preovula-
torio de la hora 18 de diestro. Se valoran las altera-
ciones del ciclo ovarico, el numero de folfculos ma­
duros y los niveles plasmaticos de estradiol y pro­
gesterona a la hora 10 de estro.

Se observa en los grupos tratados, respecto al
control, un alaigamiento de la fase receptiva de
estro que se mantiene de 2 a 3 dfas, aumento del
numero de folfculos maduros e incremento de los
niveles plasmaticos de estradiol en la manana de
estro. Los valores de progesterona no varian
significativamente.

Se concluye que el etanol —administrado en dosis
agudas a la hora 18 de diestro— inhibe la ovulacion
pero no el desarrollo folicular, permitiendo que se
mantengan elevados los niveles de estrogenos en la
manana de estro y, como consecuencia, se prolonga
durante 2 6 3 dfas la queratinizacion del epitelio
vaginal y la fase de estro.
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