Efectos del consumo materno
de alcohol durante la gestacion.
Estudio experimental

Dr. E. Herrera, Dr. D. Lopez, Dr. X. Textar,
Dr. A. Zorzano y Dr. M. Llobera

Departamento de Bioquimica, Facultad de Meaicina; Universidad
de Alcald de Henares, Madrid.

Catedra de Fisiologia General, Facultad de Ciencias

‘ Universidad de Barcelona.

Departamento de Investigacion

Centro Ramén y Cajal, Madrid



Summary

Ethanol is transformed in the mother by the catalytic action of alcohol
and acetaldehyde-dehydrogenases, and the products of these reactions (NADH
and acetaldehyde) are responsable of most of the negative effects of ethanol.
Ethanol crosses the piacenta freely, reaching in the fetal circulation the same
levels as in the mother. The placenta has the capacity to oxidyze acetalde-
hyde, thus maternal acetaldehyde does not reach the fetus. Besides this, the
fetus does not have ethanol metabolyzing enzymes. By using the rat as experi-
mental model, we have found that metabolites known to cross the placenta such
as glucose and ketone bodies vary in the fetus in a parallel manner as in the
mother after alcohol intake. However, compounds known not to cross the pla-
centa such as triglycerides do not change in the fetus whereas they increase in
both plasma and liver of the mother after alcohol intake. After birth, retarded
development of newborns from mothers receiving alcohol throughout gestation
is progressivelly recuperated, but this recuperation depends on the parameter
studied and the nutritional and environmental condition.

The animal model herein used is valid for studies on the fetal alcohol syn-
drome, and although extrapolation to humans must be done with caution. pre-
sent results indicate that most negative effects of maternal alcoho! ingestion on
the fetus are secondary to ethanol action on maternal metabolism, and thev mav
be ameliorated by an adequate postnatal nutritional condition.



La evidencia de los efectos negativos de la ingestion de alcohol durante la
gestacion sobre el desarrollo fetal (1, 2), y el progresivo incremento de la inci-
dencia del Sindrome de Alcohol Fetal (FAS) (2, y las propias presentaciones de
este Simposio), obligan a estudiar los mecanismos a través de los cuales se produ-
cen, asi como determinar los posibles factores que puedan llegarlos a aminorar
y/o compensar. Para conocer estos aspectos, se requiere un estricto control de
las condiciones experimentales, e incluso interrumpir la gestacion, para estable-
cer los cambios que se producen tanto en la madre como en sus fetos, tras la in-
gestion de alcohol en determinadas etapas. Por razones éticas obvias, este tipo
de estudios ha de realizarse en animales experimentales. Se han utilizado nume-
rosos modelos y disefios experimentales, que logran reproducir en animales del
laboratorio diversos aspectos del FAS, y la bibliografia referente al tema ha sido
revisada recientemente por nosotros (3, 4).

Durante los ultimos cuatro afios hemos venido utilizando la administra-
cion de etanol en el agua de bebida a la rata, para estudiar la forma en que la in-
gestion de alcohol durante la gestacion modifica las relaciones metabdlicas feto/
madre, y las repercusiones que ello tiene en el desarrollo corporal, neuronal y
metabolico de las crias. Una parte de los resultados obtenidos han sido publica-
dos recientemente (3-9). v aqui vamos a hacer un resumen de ellos, junto con
otros hallazgos v comentarios, atin no publicados. Con este abordaje experimen-
tal, hemos pretendido lograr conocer algunos aspectos basicos de los mecanis-
mos moleculares por los que el alcoho! que llega al feto modifica dichos para-
metros. Parte dé estos mecanismos son consecuencia de la forma en que la ma-
dre metaboliza el alcohol que ingiere, por lo que vamos a describir brevemente
este proceso.

Metabolismo del etanol

En el adulto, el etanol que se ingiere es absorbido rapidamente por el tracto
gastrointestinal, y en su mayor parte llega al higado, donde es preferentemente
oxidado a acetaldehido. Esta oxidacion es catalizada por tres enzimas distintas
(Fig. 1), que varian su contribucion al proceso en funcién de varios factores, en-
tre los que cabe destacar la propia concentracion de alcohol en sangre y la si-
tuacidon metabdlica y endocrina del individuo. La primera de estas enzimas es la
alcohol deshidrogenasa (ADH), que es la que contribuye con mayor eficacia a la
oxidacion del etanol (10). Es una enzima citosdlica, dependiente de NAD*, que
se ha encontrado en varios tejidos, tanto en humanos (4, 11) como en la rata (4,
12, 13), pero que presenta su maximo de actividad en higado. La segunda de es-
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tas enzimas que catalizan la oxidacion del etanol es una catalasa. que utiliza pe-
roxido de hidrogeno como agente oxidante (14), mientras que la tercera es real-
mente un «sistema multienzimatico microsomal» (MEOS), que utiliza NADPH
y oxigeno molecular (15). Independientemente de la importancia comparativa’
de estas vias, en todas ellas el acetaldehido es el producto inmediato de la oxida-
cion del etanol (Fig. 1), y el proceso siempre tiene lugar fuera de las mitocon-
dnias.
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Figura 1. Esquema de la metabolizacion del etanol hasta acetato.

El acetaldehido entra al interior de las mitocondrias, donde la acetaldehido
deshidrogenasa (ALDH) lo oxida a acetato, en una reaccion que es dependiente
de NAD*, como lo era ia catalizada por la ADH en el citosol (Fig. 1). El acopla-
miento de estas reacciones produce un incremento del potencial reductor extra e
intra-mitocondrial, como ya hemos descrito con mayor detalle en anteriores
ocasiones (3, 4). Dicho incremento del potencial reductor es responsable de gran
parte de los efectos metabolicos de la ingestidn del etanol (incremento de la lipo-
génesis, inhibicion de la oxidacion de acidos grasos, del ciclo del &cido citrico,
de la gluconeogénesis, etc.).

Una parte del acetaldehido formado en el higado tras la oxidacién del eta-
nol difunde a la circulacidn, alcanzando a los tejidos extrahepaticos, donde se
metaboliza. De hecho, a diferencia de la ADH, la ALDH se encuentra presente
practicamente en todos los organos y tejidos donde se ha buscado (incluyendo
los eritrocitos de la sangre) (16), por lo que su oxidacidn puede tener lugar en
otros tejidos diferentes al higado. A este acetaldehido que circula por sangre y
llega a los tejidos extrahepaticos, se le han achacado también parte de los efectos
negativos del alcohol. Por ejemplo, se le considera responsable de gran parte de
las modificaciones que produce la ingestion de etanol sobre los neurotransmiso-
res cerebrales (17), e incluso de su toxicidad.



Metabolismo del etanol en la madre gestante,
y su llegada al feto

Desde finales del sigio pasado se conoce que el alcohol ingerido por la ma-
dre alcanza al feto en concentraciones que se aproximan a las de la circulacion
materna (18). De hecho, como se observa en la figura 2, cuando nosctros damos
alcohol a la rata prerfiada, éste alcanza en la sangre de los fetos y en el liquido
amnidtico la misma concentracion que en la circulacién materna. Esto concuer-
da con el hecho demostrado por otros autores de que el etanol cruza libremente
la placenta (19). Como también se observa en la figura 2, la concentracion de
etanol que se alcanza en la sangre de la rata prefiada a las 3 h de la ingestion
oral de 4 g de etanol/kg de peso corporal, es igual a la que aparece en la sangre
de ratas virgenes que han sido tratadas de igual forma. Ello indica que la gesta-
cién no afecta la distribucion corporal del etanol que ingiere la madre, precisa-
mente gracias a su facil transferencia placentaria.
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Figura 2. Niveles de etanol y aceraldehido en sangre y liquido amnidético a las 3 horas de la ad-
ministracion oral de 4 g de etanol/kg de peso corporal. a ratas virgenes y prefiadas (21 dias de gesta-
cidn). La comparacion estadistica entre los valores de virgenes v prefiadas no es significativa para
ambos parametros; la de los fetos v liquido amniotico frente a los valores en las madres se representa
por asteriscos: *** = p;0.001.
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A diferencia de lo que ocurre con los valores de etanol, la concentracién de
acetaldehido en sangre de la rata gestante es ligeramente superior a la que apare-
ce en la rata virgen (Fig. 2). Esto no parece deberse a una distinta velocidad de
aparicion de acetaldehido en sangre, sino mas bien a un «incremento de su con-
centracion», por no llegar a distribuirse en las estructuras fetales. De hecho,
como se observa en la figura 2, la sangre fetal presenta cantidades practicamente
indetectables de acetaldehido, y en el liquido amnidtico es cero. Este aumento
de la concentracién de acetaldehido en la sangre materna no llega a ser significa-
tivo con relacién a los valores presentes en las ratas virgenes (Fig. 2), posible-
mente porque la presencia de actividad de ALDH en la placenta (20) esta acele-
rando la degradacién de dicho metabolito, compensando asi la posibilidad de un
mayor incremento.

La ausencia de acetaldehido en la sangre fetal y el liquido amnidtico tras la
ingestion de alcohol por la madre, permite hacer tres consideraciones que cree-
mos importantes: 1. En la tltima parte de la gestacion, la oxidacién de acetalde-
hido por la placenta es suficiente para impedir la llegada de acetaldehido al fe-
to. Realmente, la concentracion de acetaldehido que nosotros hemos detec-
tado en la sangre materna tras la ingestion de etanol (Fig. 2) es muy elevada,
y dificilmente se supera en humanos, incluso consumiendo cantidades muy al-
tas de etanol. Por ello, cabe sugerir gue la ingestion de etanol en la mujer emba-
razada no produce la llegada de acetaldehido al feto. 2. El feto no tiene capaci-
dad para metabolizar el alcohol que le liega a través de la placenta. En caso con-
trario tendria que aparecer acetaldehido en la sangre fetal tras la ingestién de
etanol por la madre, lo cual no ocurre, como se observa en la figura 2. Esta ase-
veracion se fundamenta también en el hecho de que, al igual que se ha descrito
para el feto humano (21), nosotros hemos encontrado actividades muy bajas
de ADH en el higado de los fetos de rata, a los 17, 19 ¢ 21 dias de vida intraute-
rina (Tabla 1). La incapacidad del feto para metabolizar el alcohol que le llega
de la madre, y su inasequibilidad al acetaldehido que alcanza a la placenta por
el lado materno, permiten sugerir que el dafio que la ingestidn de alcohol en la
madre produce sobre el desarrollo fetal es, bien consecuencia de efectos inespe-
cificos del alcohol sobre las estructuras fetales, o bien el resultado indirecto de
los efectos metabdlicos que el alcohol tiene en la madre, modificando de alguna
forma la disponibilidad de los sustratos metabdlicos que normalmente cruzan la
placenta. Verdaderamente, no conocemos cudl de estas dos posibilidades es la
correcta, pero ambas pueden estar participando simultdneamente, aunque con
distinta intensidad, segun la fase del desarrollo fetal. Asi, por ejemplo, se ha des-

TABLA |
ACTIVIDADES DE ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH) EN HIGADO
DE FETO DE RATA Y ANIMALES ADULTOS
(Las actividades enzimiticas se determinaron a pH 8,8, y con una concentracién de sustrato de 16,7
mM, en espectrofotometro de alta sensibilidad)

Unidades/g
Fetos de 17 dias 0-0 (indetectable)
Fetos de 19 dias 0-0.1 -
Fetos de 21 dias 0-04
Animales adultos 22-34
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crito recientemente que la administracion de una dosis tinica de alcohol a la rata
prefiada en una fase tan precoz de la gestacion como es el 4.° dia después de la fe-
cundacidn, produce una alteracion en el desarrollo cerebral de las crias, que se
pone de manifiesto por cambios en los niveles de neurotransmisores en cerebro
al nacimiento (22). Esta alteracion no se produce, sin embargo, cuando la madre
recibe la misma dosis de alcohol durante la segunda mitad de la preiiez (22).
Ello indica que, para que se produzca un dano fetal por la ingestion de alcohol
en la madre durante la segunda mitad de la gestacion, se requieren tratamientos
mas prolongados y @ mayor dosis que en la primera mitad, capaces de modificar,
a su vez, la cantidad (e incluso {a naturaleza) de los nutrientes que atraviesan la
placenta.

Relaciones metabélicas feto/madre tras la ingestion de alcohol

El feto recibe les sustratos metabdlicos de Ia madre a través de la placenta
por mecanismos diversos (difusion facilitada, como en el caso de la glucosa;
transporte activo, como en el caso de los aminodcidos; difusion simple, como en
el caso de los cuerpos cetdnicos), pero siempre por un mecanismo dependiente
de su concentracion en la circulacion materna (23). Es evidente, por tanto, que
cambios metabolicos en la madre repercutan en la llegada de dichos sustratos al

;;/’ TRATADAS
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Fivwra 3. Efecto de la ingestion cronica de etanol (23 "o, en el agua de bebida) durante fa gesta-
cion, sobre los niveles de glucosa en sangre. en ratas prefiadas a los 21 dias de gestacion. La compara-
cion estadistica entre ratas tratadas con etanol v controles se representa por asteriscos: *** = p/0.001.
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feto. Nosotros hemos estudiado recientemente la respuesta metabdlica de la rata
prefiada a la ingestion aguda de etanol. Hemos observado que cuando la admi-
nistracion se realiza en animales alimentados. el alcohol produce en la madre un
incremento en plasma de los niveles de glucosa y de la relacién de B-hidroxibutj-
rato/acetoacetato, y que este cambio se observa de forma paralela en sus respec-
tivos fetos (24).

Era importante determinar si el feto seguia también los cambios metabdli-
cos que ocurrian en la madre por la ingestion de alcohol, cuando esta se realiza-
ba de fofma crénica. Con este propdsito, se sometieron ratas hembras al trata-
miento de dosis crecientes de alcohol en el agua de bebida, hasta llegar a la con-
centracion de 25 % de etanol. Una vez alcanzada esta dosis, se cruzaron los ani-
maies y se mantuvieron con este tratamiento durante toda la gestacion. De for-
ma paralela se siguieron ratas controles, sometidas a las mismas condiciones
ambientales, pero sin ingestion de alcohol, y todos los animales se sacrificaron al
dia 21 de prefiez. Como se observa en la figura 3, los niveles de glucosa en san-
gre estaban disminuidos en las madres tratadas con alcohol en relacion a sus
controles. En los fetos de madres que ingerian alcohol, los niveles de glucosa en
sangre también estaban disminuidos con relacion a sus controles y, de hecho, la
relacion feto/madre de glucosa sanguinea no diferia entre los dos grupos experti-
mentales. Asi pues, al igual que con ¢l tratamiento agudo, vemos cémo ante un
metabolito que cruza la placenta (la glucosa), la ingestidn crénica de alcohol en
la madre prefiada produce un efecto similar en la madre y en sus fetos.

El paralelismo de los cambios metabdlicos entre la madre y sus fetos, cuan-
do aquélla ingiere alcohol, se rompe cuando el metabolito no cruza la placenta.
Asi, por ejemplo, como vemos en la figura 4, mientras que la ingestion cronica
de alcohol en la madre produce un incremento de la concentracion de triglicéri-
dos en plasma y en el higado de la madre, no modifica estos parametros en el
feto (en la figura no se muestran los valores de triglicéridos en plasma fetal por-
que eran practicamente indetectables, y su valor igualmente bajo en los fetos de
ratas controles y de las tratadas con alcohol).

Estos resultados de parametros metabolicos de ratas prefiadas tratadas de
forma aguda o crdnica con alcohol, y sus respectivos fetos, nos permiten con-
cluir que el feto sigue de forma pasiva los cambios metabdlicos de la madre,
cuando se trata de sustratos que cruzan la placenta. Por el contrario, aquellos
cambios producidos por el alcohol en metabolitos maternos que no puede cru-
zar la placenta, no repercuten de forma directa en el feto. La repercusion ha de
ser indirecta y, de hecho, el observado incremento de la hipertrigliceridemia ges-
tacional en la madre que ingiere alcohol, ha de afectar de forma negativa la dis-
ponibilidad de otros sustratos hacia el feto. Dicho incremento de triglicéridos
plasmadticos en la madre ha de ser el resultado de una aumentada sintesis de
aquéllos (recuérdese que el alcohol estimula la lipogénesis, como hemos comen-
tado en la primera parte de este trabajo), lo que conllevara una disminucion de
la disponibilidad de sustratos lipogenéticos para el feto.
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Figura 4. Efecto de la ingestion crénica de etanol (25 % en el agua de bebida) durante la gesta-
cion sobre la concentracion de triglicéridos en plasma e higado, en ratas prefiadas. a los 21 dias de la
gestacion. La comparacion estadistica entre ratas tratadas con etanol v controles se representa por as-
teriscos: * = p/0,05; ***=p/0,001.

Maduracion postnatal de las crias de madres que han ingerido alcohol
durante 1a gestacion

Con la finalidad de comprobar si nuestro modelo experimental podria ser
considerado valido para posteriores estudios del FAS. era importante conocer si
las crias de las ratas que ingerieron alcohol durante la gestacion tenian modifi-
cada su maduracion corporal. Con este proposito estudiamos tanto parametros
de maduracion fisica (peso, talla, apertura de parpados, etc.), como nerviosa
(tests de comportamiento y parametros bioquimicos cerebrales), en crias de ma-
dres que recibieron alcohol en la bebida durante la gestacion, pero que fueron
lactadas con madres nodrizas no-tratadas. Como ejemplo representativo de los
resultados obtenidos, en la figura 5 hemos resumido los datos de uno de los tests
de comportamiento estudiados, el denominado refiejo «air righting». Puede
observarse como la adquisicion de este reflejo se inicia en algunos miembros de
la camada en las crias controles a partir de los 12 dias de edad. mientras que a
esta fecha no hay respuesta positiva en ninguna de las crias procedentes de ma-
dres que ingericron alcohol durante la gestacion. A su vez. a los 1S dias dei naci-
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Figura 5. Efecto de la ingestién cronica de etanol (25 % en el agua de bebida) durante la gestacién
sobre la aparicidn del reflejo «air righting» en las crias de ratas. Durante la lactancia, dichas crias
fueron alimentadas por nodrizas, que no habian ingerido alcohol. La comparacién estadistica entre
las crias procedentes de ratas tratadas con etanol y controles se representa por asteriscos: * = p/0,05.

miento hay una respuesta positiva en mas del 60 % de las camadas de las crias
procedentes de madres controles, mientras que no es mas del 10 % en las de las
madres que ingerieron alcohol, siendo significativa la diferencia entre ambos
grupos experimentales.

Estos datos de maduracion nerviosa coinciden también con el manifiesto re-
traso de parametros corporales (7) y de aminas cerebrales (9), que hemos descri-
to anteriormente en animales sometidos a similares condiciones experimentales.
En estos trabajos, ya publicados, hemos podido comprobar también que parte,
aunque no todos. de los efectos negativos producidos por el alcohol durante la
gestacion sobre el desarrollo postnatal, estan agravados por la malnutricién que
acomparfa a la ingestion de alcohol por la madre. En cualquier caso, el alcohol
en la gestacion es responsable directo de muchos de los efectos observados, y en
la actualidad estamos realizando experimentos paralelos de ingestion de alcohol
v malnutricion, para llegar a diferenciar de forma especifica los efectos produci-
dos por cada uno de estos factores, separadamente.
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Consideraciones finales

Aunque los modelos experimentales para el estudio del FAS son imprescin-
dibles para llegar a conocer muchos de los mecanismos por los que se produce.
debemos concluir este trabajo poniendo de manifiesto las iimitaciones que tiene
la extrapolacion a humanos. Haciendo un estudio comparativo en higado huma-
no y de rata, nosotros hemos comprobado recientemente que existen diferencias
importantes entre ambas especies en las actividades de las principales enzimas
implicadas en el metabolismo del etanol (4, 8). Estas diferencias se observan tan-
to en los valores absolutos de actividades ADH y ALDH como en sus respecti-
vas constantes cinéticas y respuestas a inhibidores (4, 8).

A pesar de esas diferencias inter-especies, y precisamente teniéndolas en
cuenta, podemos terminar enunierando muy escuetamente las principales con-
clusiones de nuestro estudio:

I. La administracion de etanol en la bebida a la rata prefiada es un mode-
lo experimental valido del FAS, aunque la extrapolacion de los resultados a hu-
manos requiere el tener en cuenta las diferencias entre ambas especies de las ca-
racteristicas cinéticas de las enzimas implicadas en el metabolismo del etanol.

2. El etanol que llega al feto no es metabolizado por falta de actividad
ADH y ALDH en su higado. A su vez, el acctaldehido formado en la madre tras
la ingestion de alcohol no llega al feto, ya que su concentracion en la sangre ma-
terna es siempre muy baja, y ademads la placenta tiene capacidad para degra-
darlo.

3. La malnutricién que tiene lugar en la madre que ingiere alcohol contri-
buye activamente en sus efectos negativos sobre el feto.

4. Determinadas alteraciones presentes al nacer en las crias de madres al-
cohdlicas se recuperan tras una adecuada alimentacién. El tiempo de esa recu-
peracién depende del parametro de que se trate y de las condiciones nutritivas y
ambientales, pero existen algunos que se mantienen permanentemente afecta-
dos.
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