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No ignoro que el recurso de beber para huir es un vigjo
truco pero ;conoces til alguno mas eficaz para escapar de ti mismo?.
Una copa acartona el recuerdo, pero, al propio tiempo, convierte la
onerosa gravedad de tu cuerpo en una suerte de porosidad flotante. Algo
parecido a la fiebre. Pasado el trance, sobreviene el decaimiento, pero
hay un medio para evitarlo: mantener en sangre una dosis de alcohol
que te imbuya la impresion de que participas en la vida, de que te pudres
sin advertir que existes. Esta forma de energia suele identificarse con la
alegria, aunque, por supuesto, no es la alegria. A lo sumo, una energia

inferiorimproductivazn caso contrario, yo trabajaria.

MIGUEL DELIBES.
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L- INTRODUCCION BIBLIOGRAFICA.
1.- EL ALCOHOL Y EL FETO.

El alcohol es la droga de mayor consumo en los paises industrializados. Espafia es el cuarto
pais en consumo de alcohol por habitante del mundo. En la ultima década ha disminuido el consumo
de alcohol en grandes dosis durante el embarazo; sin embargo, el llamado consumo social ha
aumentado, como reflejo del incremento experimentado en la poblacion general (Serdula y cols.,
1991). Se estima que el 60% de las embarazadas son abstemias, un 1% consume mas de 40 g de
alcohol absoluto al dia, un 2% consume diariamente esta dosis, un 17% bebe moderadamente (entre

20y 40 g/dia) y un 20% consume ocasionalmente dosis pequefias (menos de 20 g) (Carreras 1988).

La primera preocupacion sobre el consumo de alcohol durante el embarazo es el efecto
potencial adverso que pueda producir en el desarrollo fetal. Se debe tener en cuenta que el consumo
de alcohol durante el embarazo es la causa no genética mas frecuente de retraso mental (Schorling
1993). El consumo de alcohol es un problema complejo, en el que intervienen factores biologicos,
psicoldgicos y socioculturales; y su tratamiento debe reconocer la potencial contribucion de cada
uno de estos factores. Los programas de tratamiento de gestantes con abuso; de toxicos han
conseguido una reduccion de la morbilidad perinatal. Se ha documentado que una disminucién en el
consumo de alcohol, incluso en la semana 24 a 26 de gestacion, se asocia a una mejoria de los

resultados perinatales (Kaye y Chasnoff 1993).

Jones y Smith describieron en 1973 el Sindrome Alcohodlico Fetal (SAF), consistente en la
presencia de retraso del crecimiento pre o postnatal, disfuncion del sistema nervioso central y
dismorfia facial caracteristica. El SAF puede pasar sin ser reconocido hasta que el retraso del

crecimiento y desarrollo postnatal son méas aparente a la edad de 1 a 2 afios. Se cree que se debe a
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un crecimiento celular disarmoénico mas pronunciado en unos tejidos que en otros y representa el
extremo final de un espectro de problemas referidos al efecto del alcohol durante el embarazo

(Jacobson y cols., 1993).

Con el consumo de mas de 4 bebidas alcoholicas al dia el riesgo de SAF se sitiia entre un 40
y un 50 %. El SAF se asocia a malformaciones en el 10-30 % de los casos, principalmente cardiacas
y renales. Se estima que entre los recién nacidos de mujeres alcoholicas un tercio desarrollara el
SAF, un tercio padecera estigmas derivados de la exposicion a toxicos (efectos fetales del alcohol)

(Caruso y Ten-Bensel 1993) y un tercio seran normales.

Es razonable suponer que sustancias que atraviesan con facilidad la barrera hematoencefalica
(como el alcohol, los opiaceos, la cocaina, los sedantes y los hipndticos) atraviesen la barrera
placentaria ejerciendo su efecto sobre el feto. El bajo peso molecular y la liposolubilidad de estas
sustancias facilitan el paso trasplacentario. El paso del alcohol a través de la placenta se produce por
simple difusién y a pesar de la rapida distribucion del alcohol en el feto, las concentraciones del
mismo suelen ser menores que en la circulacion materna. La eliminacion fetal de sustancias toxicas
se realiza principalmente mediante biotransformacion hepatica y excrecion renal, aunque se debe

tener en cuenta la inmadurez de estas funciones en el feto (McGregor y Chasnoff 1993).

Los efectos embriotoxicos o teratogenos del alcohol se pueden traducir en muerte, cambios
dismorficos y/o cambios del comportamiento (Brien y Smith 1991). El alcohol es la principal causa
identificable de teratogénesis por toxicos (Wheeler 1993). Como el resto de teratogenos cumple los

siguientes principios:
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a) Momento de actuacion, la actuacion durante la organogénesis se traduce en
malformaciones anatomicas; durante el periodo de crecimiento celular produce retraso en el

crecimiento y/o falta de diferenciacion de algun 6rgano.

b) Efecto-dosis respuesta, referido a la posibilidad de establecer una relacion entre la

magnitud del dafio y la dosis del toxico.
c) Umbral de efecto, referido a la dosis de exposicion a partir de la cual se produce el dafio.

d) Vanabilidad genética, que determina diferencias en la absorcion materna y fetal, el

metabolismo y el transporte placentario (McGregor y Chasnoff 1993).

No se conoce con exactitud el mecanismo teratogeno del alcohol (Pietrantoni y Knuppel
1991). Se especula que el acetaldehido, principal metabolito, es el causante del dafio fetal (Niemela y
cols., 1991). Altas concentraciones de acetaldehido y acido lactico han sido descritos en fetos
expuestos al alcohol. El alcohol y/o sus metabolitos pueden producir un efecto toxico celular
directo o bien interferir en la sintesis proteica, resultando un retraso en el crecimiento celular. Otros

factores que pueden contribuir a los efectos adversos del alcohol son (Verp y Lin 1993) :

- La interferencia en el metabolismo hidrocarbonado
- Las deficiencias nutricionales
- Los contaminantes incluidos en las bebidas alcohélicas

- La predisposicion genética .

La gestante con abuso de alcohol y otras sustancias toxicas requiere una mayor atencion

perinatal, ya que presenta frecuentes complicaciones medicas: como enfermedades infecciosas



Introduccion Bibliogrdfica.

graves, malnutricion (en particular carencia de acido folico y tiamina), mielosupresion, tensiones
psicosociales (Lee 1989) y obstétricas como aborto espontaneo, parto pretérmino, desprendimiento
de placenta, anomalias congénitas y retraso del crecimiento intrauterino (Wynn 1992). La meta debe
ser el nacimiento de un recién nacido sano, a término, con el peso adecuado para la edad gestacional

y libre de los efectos del alcohol.

La mayoria de los problemas de recién nacidos, de gestantes con abuso de alcohol, deriva
del crecimiento intrauterino retardado y/o de la prematuridad. Las complicaciones neonatales mas
frecuentes incluyen: sindrome de distrés respiratorio, hipoglucemia, hiperbilirrubinemia y hemorragia
intraventricular (McGregor y Chasnoff 1993). Los recién nacidos de madres con abuso de consumo
de alcohol durante el embarazo pueden presentar un Sindrome de Abstinencia Neonatal (SAN) en
las primeras 72 horas de vida. La presentacién clinica es variable, incluyendo signos neurologicos
centrales, signos de disfuncion autonomica, disfuncion gastrointestinal y anomalias respiratorias. Por
lo general, la gravedad del SAN est4 en relacion con la cantidad y cronicidad del consumo de

alcohol (Coles 1993).
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2.- ESTADO NUTRICIONAL Y ALCOHOL.

Actualmente se desconoce con detalle el mecanismo por el cual el etanol causa efectos
teratogenos; pero si esta claro que en los alcohdlicos cronicos existe una deficiencia nutricional (Lin
y Maddatu 1980; Morgan 1982; Zidenberg-Cherr y cols., 1988). Por esta razon, se establece como
hip6tesis que la funcion teratdgena del etanol, puede ser debida, en parte, a la deficiencia nutricional
materna inducida por el etanol, afectando al proceso de nutricion del embrion/feto (Hurley 1979;
Kumar 1982).

El consumo de alcohol aumenta el contenido calérico, por lo que se puede ver disminuida la
ingesta total de alimento en las mujeres embarazadas, dando como resultado una reduccién de los
nutrientes esenciales, que podria contribuir a la teratogenicidad del etanol. Otra posibilidad, es que
el etanol o sus metabolitos, pueden interferir en el metabolismo de nutrientes especificos, afectando
tanto su absorcion como su distribucion por los tejidos y posten’or' eliminaciéon (Lin y Maddatu
1980; Morgan 1982; Zidenberg-Cherr y cols., 1988). Dentro de estos nutrientes estarian el acido

folico y el zinc, objeto de nuestro estudio.
2.1.- Malnutricion fetal asociada al consumo materno de etanol.

La ingesta materna de etanol puede causar lesiones fetales, a nivel de crecimiento corporal y

cerebral, al menos por dos mecanismos:

a) Mecanismo indirecto; por producir lesion en la placenta y malnutricion fetal selectiva.

b) Mecanismo directo; por la fetotoxicidad del etanol y/o sus metabolitos.




Introduccion Bibliogrdfica.

El estado nutricional de los alcohélicos es frecuentemente pobre y en un estado nutricional
materno descuidado, el alcohol y/o acetaldehido pueden ser placentotoxico, empeorando la

transferencia de nutrientes esenciales hacia el feto como aminoécidos, zinc, glucosa y acido folico.

2.2.- Efectos del consumo materno de etanol en el periodo de lactancia.

Es en el periodo de reproduccion y concretamente durante la lactancia, cuando las mamas
alcanzan mayor desarrollo. La supervivencia y el 6ptimo crecimiento de los mamiferos neonatos,

dependen de una produccion adecuada de leche.

Numerosas investigaciones (Grosvenor y Whitworth 1974; Subramanian y Reece 1975;
Howie y cols., 1980; Battin y cols., 1985), mostraron que la accién de mamar afecta a la secrecion
de prolactina en suero. Durante la lactancia se mantiene la liberacion de prolactina inducida por la
accion de mamar, siendo esencial para una produccién de leche adecuada (Short 1984; Neill 1988;

Yen 1991).

Estudios realizados en animales en los que se les administra etanol durante la prefiez y
lactancia, demostraron que se afecta adversamente los aparatos secretores (Steven y cols., 1989;
Vilaro y cols., 1989) y el transporte de amino4cidos en las células epiteliales mamarias (Vinas y cols.,
1987). Ademas, el consumo de alcohol por parte de la madre reduce la ingesta de leche de las crias

(Mennella y Beauchamp 1991; 1993).

La ingesta de etanol por la madre durante la prefiez, disminuye la habilidad de mamar por

parte de las crias, en las que la capacidad de succion es pobre y se encuentran cansadas y
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descuidadas durante la lactancia (Ouellette y cols., 1977; Martin y cols., 1979; Van Dyke y cols.,
1982).

Las crias expuestas a la accion del etanol, pasan mas tiempo pegadas al pezon de la madre
(Chen y cols., 1982) y son incapaces de ejercer una adecuada presion al mamar, presentando una
reduccion en el nimero de ritmos de succién por minutos mientras estan mamando (Rockwood y

Riley 1985).

El efecto inhibitorio sobre la produccion de leche después de la administracion aguda de
etanol fue evidente después de un periodo de 60 minutos en el que las crias se encontraban

mamando (Subramanian y Abel 1988), y desaparecié a las 3 horas (Subramanian y cols., 1990).

El alcohol es un factor de inhibicion en la via de liberacion de oxitocina, disminuyendo la
secrecion de leche por las glandulas mamarias ( Wagner y Fuchs 1968; Cobo y Quintero 1969,
Gibbens y Chad 1976).

En las mujeres lactantes, que consumen alcohol, la concentracion de alcohol en leche es
similar a la alcanzada en sangre; y la cantidad de alcohol que reciben las crias al mamar puede causar
algunos efectos adversos (Kesaniemi 1974; Lawton 1985). Little y cols. (1989), observaron que las

crias expuestas regularmente al etanol por la leche, tienen alteraciones en el desarrollo motor.

La ingesta de etanol en la dieta liquida al destete (Singletary y McNary 1992) y durante la
prefiez (Steven y cols., 1989) o la administracién de etanol en el agua de bebida durante la lactancia
(Jones y Stewart 1984), no afecta al peso corporal de las madres. Sin embargo, la administracion de
etanol de forma cronica (Subramanian 1995) disminuye el peso de las crias por reducir el consumo

de la leche.
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En 1990 Subramanian y cols., mostraron que en las ratas que no amamantaban el alcohol
administrado de forma aguda no alteraba los niveles basales de prolactina. Sin embargo, al mamar se
inhibe la liberacion de prolactina cuando se ha administrado previamente etanol de forma aguda

(Subramanian y Abel 1988; Subramanian y cols., 1990; 1991a).

Recientemente Subramanian (1995) en ratas, observo el efecto de la adminisracion cronica
de etanol sobre la lactancia. En este estudio se administra etanol durante 8 dias, desde el dia 5-12 de
lactancia; los niveles de alcohol en sangre se mantienen 4 horas al dia y los resultados obtenidos
mostraron, que la administracion cronica de etanol disminuye el consumo de leche y el crecimiento

de las crias y afecta a la liberacion de prolactina inducida por la accién de mamar.
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3.- METABOLISMO DEL ETANOL.

El etanol es una sustancia hidrosoluble y liposoluble, y por ello difunde rapidamente por las
membranas celulares. Un 20% del etanol ingerido es absorbido a nivel gastrico, mientras que el 80%
restante lo hace con rapidez a lo largo del intestino proximal. Otras formas de absorcion, aunque

menos frecuentes, son el pulmon y la piel (nifios friccionados con alcohol como antitérmico).

El etanol absorbido se distribuye rapidamente por el organismo (Fig. 1), dependiendo de la
velocidad de difusion y del contenido en agua de los diferentes 6rganos y tejidos, por esta razon
existe una mayor concentracion en sangre y cerebro y menor en tejido adiposo y musculo (Abbot

1994).

Una vez absorbido es conducido por la vena porta hasta el higado, donde se metaboliza mas
del 80% del etanol ingerido y solo entre un 2-20% se elimina sin biotransformar por excrecion

urinaria, respiracion y sudor.

El etanol metabolizado por el hombre es normalmente de origen exdgeno pero también
puede ser endogeno. Se ha demostrado que los microorganismos coliformes aislados en el intestino
de pacientes con esprue tropical producen etanol (Baraona y cols., 1986), al igual que las levaduras
que crecen en la boca, pudiendo producir incluso falsos positivos al detectar alcohol en el aire

espirado.
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La eliminacion organica del etanol depende del indice metabolico del higado. El hepatocito contiene

3 vias principales para metabolizar el etanol, localizadas en diferentes compartimentos subcelulares :

- Sistema de la Alcoholdeshidrogenasa (ADH) del Citosol.
- Sistema Microsomal Oxidativo del Etanol (SMOE) en el Reticulo Endoplasmico.

- Sistema Catalasa de los Peroxisomas.

3.1.- Sistema de la Alcoholdeshidrogenasa (ADH) del citosol.

Es la principal via de degradacion del etanol. Esta enzima tiene como sustrato no sélo al
etanol sino que actia en la deshidrogenacion de los esteroides, oxidacion de los glicoles, en el
metabolismo de la norepinefiina y en la oxidacion omega de los acidos grasos (Krebbs y Perkins

1970).

Se ha podido demostrar que la ADH humana presenta un amplio polimorfismo. Los estudios
llevados a cabo durante los Gltimos 15 afios sobre la estructura molecular de la ADH hepética
humana han revelado la existencia de una gran variedad de isoenzimas que no se presentan en los
animales inferiores. La ADH humana es una metaloenzima dimérica que posee Zn en su molécula.
Las isoenzimas de la ADH humana se han agrupado en tres clases (I, II, III) de acuerdo con sus
propiedades funcionales y fisicoquimicas (Vallee y Bazzone 1983), formadas por la combinacion de
8 subunidades distintas: o, 31,B2,85,¥1,Y2,% ¥ % que son codificadas por S locus, desde ADH1 hasta
ADHS (Bosron y Li 1987), siendo los locus ADH2 y ADH3, que codifican las subunidades B y v,
los responsables del polimorfismo.

10



Fig. 1.- METABOLISMO DEL ETANOL.
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Las isoenzimas de la clase I derivan de al menos 3 locus y estan formadas por 3 subunidades:
subunidad o (la forma mayoritaria en el higado fetal), diferentes subunidades 8 (B comun en la
poblacion caucasiana, B, comun en la poblacion oriental y B-Indianapolis encontrada en algunas
poblaciones de Africa), y dos alelos de la subunidad y (1 y y2). En 1965, Von Wartburg y cols.
diferenciaron la ADH tipica (pH 6ptimo 10.5), de la llamada ADH atipica (pH 6ptimo 8.8) que
presenta una actividad mucho mayor. La principal ADH humana hepatica contiene la subunidad 3,
mientras que la forma atipica contiene la subunidad f32; ambas codificadas por el locus ADH2. Se ha
observado que la ADH atipica se presenta en la poblacion de Mongolia con una frecuencia superior

al 90% mientras que en Europa la frecuencia oscila entre un 5 y un 20% de la poblacion.

En 1986, Duester y cols. estudiaron la estructura de las subunidades de las isoenzimas de la
ADH de las clases Il y III. Las isoenzimas de la clase II (o 7) tienen una Km mayor que las de la
clase I, mientras que las de la clase III (0 %) no intervienen en la oxidacion hepatica del etanol debido

a su baja afinidad por el sustrato.

En la rata, se han separado 3 isoenzimas de la ADH que se diferencian por sus caracteristicas
cinéticas y en su distribucion tisular; pero presentan cierta analogia con las isoenzimas humanas
(Julid y cols., 1987). La isoenzima ADH-1 (clase II humana) posee una Km=51\2/1 y se encuentra
principalmente en los 6rganos externos como mucosa auditiva, nasal y bucal, cornea, esofago,
estomago, recto, pene y vagina. La isoenzima ADH-2 (clase III humana) est presente en todos los
Organos pero es poco activa en el metabolismo del etanol, quizas desempefie su actividad en el
metabolismo endogeno de los alcoholes de larga cadena y en el de los aldehidos. La isoenzima
ADH-3 (clase T humana) con una Km=1.4 mM es la isoenzima principal del higado, aunque también
esta presente en el pulmén, intestino, rifion y organos sexuales (testiculos, epididimo y tutero). Por
tanto, se piensa que las isoenzimas ADH-1 y ADH-3 gracias a su localizacion, pueden actuar como

barrera metabolica del alcohol externo o actuar como mecanismo protector contra derivados toxicos
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producidos por la peroxidacion lipidica (Esterbauer y cols., 1985). Recientemente se ha detectado
por técnicas bioquimicas e histologicas la presencia de ADH en tejido adiposo pardo (BAT) de
ratas, aunque no se ha podido medir su actividad en el tejido adiposo blanco (Kortelainen y cols.,

1991).

Aunque la mayor parte del metabolismo del etanol se lleva a cabo en el higado, también se
ha observado un metabolismo extrahepatico. Asi cuando el etanol se administra a dosis bajas, se ha
observado un efecto de primer paso a nivel gastrico debido a la existencia de una ADH gastrica.
Este metabolismo afecta a un 20% del etanol administrado y actia como una barrera de proteccion
modulando su paso a la via sistémica. Esta barrera disminuye cuando el etanol se consume a grandes
dosis o tras la ingesta de comida debido, en parte, a una disminucion de la actividad de la ADH

gastrica (Lieber 1988a).

En la oxidacion del etanol mediada por ADH, el hidrogeno es transferido del sustrato al
cofactor nicotin-adenin dinucledtido (NAD), que se transforma a su forma reducida (NADH) con

produccion de acetaldehido.
CH,CH,OH + NAD* —** »CH,CHO + NADH + H*

Los dos productos principales de esta reaccion, acetaldehido y NADH, parecen ser los
responsables de la mayoria de las lesiones que el alcohol produce a nivel celular, bien por la accion
toxica directa del acetaldehido, particularmente sobre la mitocondria, o bien, por el desequilibrio del
estado redox que se origina al aumentar el cociente NADH/NAD" al cual se responsabiliza, al menos
en parte, de la hiperlactacidemia, hiperuricemia, acidosis, asi como de ciertos trastornos en el

metabolismo de los principios inmediatos (Peters 1982).
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El NADH puede ser transferido a la mitocondria y transformarse en donador de electrones a
la cadena respiratoria, disminuyendo las necesidades de NADH del ciclo del acido citrico y de la 8-
oxidacion de los acidos grasos. Por tanto, los 4cidos grasos que en estado normal actian como

fuente de energia para el higado, son sustituidos por el etanol.

El incremento del cociente NADH/NAD' también aumenta la concentracion de o-
glicerolfosfato que favorece la acumulacion de triglicéridos hepaticos por atrapamiento de acidos
grasos. Ademas, los equivalentes reductores pueden pasar de NADH a NADPH, los cuales pueden
ser utilizados en la via de sintesis de acidos grasos (Lieber y Pignon 1989). Esta respuesta
tﬁperlipémica se desarrolla progresivamente y va acompaiiada de un aumento en la actividad

enzimatica del reticulo endoplasmico involucrado en la produccion de lipoproteinas.

En la ingesta aguda de etanol se produce una hipoglucemia severa, debida en parte al
bloqueo de la gluconeogénesis hepatica como consecuencia del aumento en la relacion
NADH/NAD'" en sujetos en los que el almacenamiento de glucosa esta disminuido por el ayuno o
por la existencia de alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono. Actualmente se ha
descrito hiperglucemia asociada al alcoholismo pero su mecanismo no esta claro. Esta intolerancia
puede ser debida, en parte, a la disminucidn de la utilizacion periférica de la gludosa posiblemente

secundaria a la cetosis inducida por el etanol (Gordon y Lieber 1992).
El acetaldehido también puede ser sintetizado enddgenamente por la
deoxipentosafosfatoaldol (Lionetti y cols., 1964), piruvato deshidrogenasa (McManus y cols., 1966)

y fosforilfosfoetanolamina fosforilasa (Fleshood y Pitot 1970).

Mas del 90% del acetaldehido formado en el higado es oxidado por este organo hasta
acetato utilizando como cofactor NAD".
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CH,CHO + NAD* + H,0—%25CH,COO~ +H* + NADH + H"

La enzima responsable de la oxidaciéon del acetaldehido es la aldehido deshidrogenasa
(ALDH). Esta enzima ha sido aislada en los microsomas hepaticos, citosol, membrana externa
mitocondrial y matriz mitocondrial; siendo en esta ultima en donde se produce la mayor parte de la

oxidacion del acetaldehido.

Esta enzima presenta polimorfismo. Las dos isoenzimas hepaticas  principales  son
ALDHI1Y ALDH II que se encuentran localizadas en la mitocondria y en el citosol respectivamente
de los hepatocitos periportales y centrolobulillgres; existen otras dos isoenzimas, ALDH IIl y ALDH
IV, que con una Km para el acetaldehido del rango de milimolar son poco importantes en el
metabolismo del acetaldehido (Maeda 1988). Se ha demostrado que un 50% de la poblacion oriental
no posee de forma congénita la isoenzima ALDH I, lo cual origina un aumento de los niveles de
acetaldehido en sangre tras la ingesta de etanol. Esta disminucion de la ALDH parece tener un
importante papel en la sensibilidad al alcohol y en la fisiopatologia del alcoholismo (Topel 1985).

Se ha puesto de manifiesto que la ingesta cronica de etanol disminuye la cépacidad de la
mitocondria para oxidar el acetaldehido; esto asociado al mantenimiento e incluso al aumento de la
velocidad de oxidacion del etanol, provoca un desequilibrio entre produccion y eliminacion del
acetaldehido observandose unos niveles elevados de acetaldehido en ratas (Koivula y Lindros 1975)

y humanos (DiPadova y cols., 1987) tras el consumo crénico de etanol.
El acetaldehido acumulado puede afectar a muchos tejidos, principalmente al higado. Parece

ser que interfiere en el metabolismo del piridoxal fosfato desplazandolo de su union a las proteinas y

promoviendo la degradacion de la vitamina Bs (Veitch y cols., 1975). También se une
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covalentemente a las proteinas circulantes y proteinas del citoesqueleto (tubulina) formando
complejos proteicos que inducen la produccion de anticuerpos y provocan una reaccion citotoxica
(Israel y cols., 1994); produce deplecion del glutation (Shaw y cols., 1981), peroxidacion lipidica
(DiLuzio y col., 1977), inactivacion enzimatica; estimula la produccion de colageno por los lipocitos
y miofibroblastos hepaticos promoviendo fibrosis hepatica (Lieber 1991) y altera la sintesis de
proteinas cardiacas. El acetaldehido también puede provocar cambios morfoldgicos en el eritrocito
ya que se ha demostrado que se une a la hemoglobina (Peterson y col., 1987) y a las proteinas de
membrana del hematie como espectrina y actina (Gaines y cols., 1977). Esta union reversible del
acetaldehido a los eritrocitos actiia como un mecanismo de transporte y puede mediar la toxicidad

extrahepatica del acetaldehido (Baraona y cols., 1987).

El papel del acetato es menos conocido que el del acetaldehido. Se ha encontrado que el
acetato aumenta el gasto cardiaco, la contractibilidad miocérdica y el riego sanguineo coronario
(Liang y Lowenstein 1978). En el tejido adiposo inhibe la lipolisis (Nilson y Belfrage 1978) y se
descubrio que era la causa, por lo menos en parte, de la menor produccion de acidos grasos libres y
del descenso de éstos en la circulacion (Crouse y cols., 1968). Recientemente, se ha demostrado un
efecto inhibidor sobre el aparato locomotor (Israel y cols., 1994) y un aumento del flujo sanguineo

portal (Carmichael y cols., 1988).
3.2.- Sistema microsomal oxidativo del etanol (SMOE) en el reticulo endopliasmico.

La segunda via de degradacion del alcohol es el sistema microsomal oxidativo que tiene
lugar a nivel del reticulo endoplasmico liso del hepatocito, segin la reaccion descrita por Lieber y De

Carli que utiliza como cofactor el NADPH (Lieber y DeCarli 1970) y es dependiente del citocromo
P450, concretamente del citocromo P450 inducible por el etanol P450IIE1 (Nebert y cols., 1987).
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CH,CH,OH + H* + 0, + NADPH — CH,CHO + 2H,0 + NADP*

Se ha demostrado que el consumo crénico de etanol aumenta la capacidad oxidativa de este
sistema, observandose una proliferacion de todos los componentes del sistema reticulo
endoplasmico liso incluyendo un incremento del citocromo P450IE1 (Lieber y cols., 1988).
También se ha observado induccion del P450IIE] en tejidos extrahepaticos (Shimizu y cols., 1990)
pero los mecanismos que interviene en su regulacion estan todavia sin dilucidar. Esta induccion es
importante en el proceso de destoxificacion acelerada de las drogas tras la ingesta cronica de etanol,
por esta misma razon el SMOE puede ser inducido por ciertas drogas (barbituricos, tolbutamida)

con lo que se acelera el aclaramiento del etanol.

Ademas, tanto el SMOE como los sistemas microsomales que metabolizan las drogas tienen
elementos comunes como NADPH, O,, citocromo P450IIE1 y otros citocromos P450, lo que

explicarfa la existencia de un gran nimero de interacciones farmacologicas (Lieber 1988b).

Por otro lado, el citocromo P-450 inducible por etanol no sélo esta implicado en el
metabolismo y tolerancia del etanol sino también en la activacién de algunos xenobidticos y
sustancias carcinogenas (Lieber 1991). - |
3.3.- Sistema catalasa de los peroxisomas.

El sistema catalasa se localiza en los peroxisomas del hepatocito. En condiciones normales,

desempefia un papel insignificante en el metabolismo "in vivo" del etanol (2%) y depende de los

niveles de peroxido de hidrogeno existentes (Lieber y DeCarli 1972).

16



Introduccion Bibliogrdfica.

CH,CH,0OH +H,0, - CH,CHO +2H,0
3.4.- Metabolismo no oxidativo del etanol.

Recientemente, Laposata y cols. (1986; 1989), en estudios realizados en biopsias de tejidos
postmortem de individuos con ingesta aguda o crénica de etanol observaron la presencia de los
esteres etilicos de los acidos grasos (EEFA) en los 6rganos dafiados mas frecuentemente por el

etanol; principaimente higado, pancreas y tejido adiposo; y en menor medida en cerebro y corazon.

Estos compuestos son metabolitos del etanol formados por la esterificacion del etanol con
los acidos grasos mediante la accion de la enzima EEFA sintasa presente en alta concentracion en
estos tejidos; por tanto, se piensa que estos metabolitos pueden ser, al menos en parte, responsables

de los efectos patologicos del etanol (Doyle 1994).

Doyle y cols. (1994) han detectado la presencia de estos compuestos en suero tras la ingesta
de etanol. Actualmente se est4 estudiando la utilizacion de estos compuestos y de la enzima EEFA
sintasa del tejido adiposo como marcadores a largo plazo de la ingesta de etanol aprovechando la
larga vida media de estos compuestos en el tejido adiposo (t;,=16-24h) (Laposata y cols., 1989;
Bjorntorp y cols., 1990; DePergola y cols., 1991; Doyle y cols., 1994 ).
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4.- ALCOHOL Y TRACTO GASTROINTESTINAL.

El consumo excesivo de alcohol, a menudo, se ha asociado con sintomas gastrointestinales
como diarrea, dispepsia y nauseas. El estado nutricional de los alcoholicos cronicos es
frecuentemente pobre, sin embargo, esta malnutricioén varia dependiendo de la intensidad y duracion

del abuso del consumo de alcohol (Persson 1991).

El tracto gastrointestinal en alcoholicos, esta expuesto a altas concentraciones de alcohol,
desde el lumen intestinal, y desde la corriente sanguinea por el alcohol recientemente absorbido. La
malnutricion "per se" puede causar disturbios en las funciones del intestino delgado. La malnutricion
y el efecto directo del alcohol pueden ser ambos factores importantes en la patogénesis de la

malabsorcion en alcohdlicos (Persson 1991).

En humanos se han realizado numerosos estudios sobre los factores fisicos, fisiologicos y
anomalias en el desarrollo, que aumentan la mortalidad postnatal en las crias de madres alcohdlicas
(Clarren y Smith, 1978; Kaminski y cols., 1978). Sin embargo, las alteraciones gastrointestinales han
sido poco estudiadas, a pesar de que ségl'm Corring y cols. (1982), los factores que infervienen en el
desarrollo dependen de un estado nutricional adecuado; en el que se incluye la ingesta de alimento y

la capacidad gastrointestinal.

La ingesta de etanol produce una gran cantidad de alteraciones gastrointestinales en los
mamiferos adultos (Barona y cols., 1974; Perlow y cols., 1977; Beck y Dinda, 1981; Raul y cols.,
1982); pero es dificil extrapolar estos efectos a los encontrados en los fetos de madres alcohdlicas.
El dafio fetal podria ser producido directa o indirectamente por los cambios fisiologicos que en la

prole produce la ingesta de etanol (Lopez-Tejero y cols., 1989).
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Los efectos del etanol en las funciones biologicas estan relacionados con sus propiedades
fisicas. Estas propiedades son el resultado de un balance entre la contribucion relativa del grupo
hidroxilo y del grupo alifatico. Cuando una molécula de etanol se sita en un sistema agua/lipido, la
contribucion del grupo hidroxilo predomina sobre la del grupo alifatico. El grupo hidroxilo forma

puentes de hidrogeno con el agua y le proporciona infinita solubilidad en el agua a la molécula

(Wilson y Hoyumpa 1979).

Por otra parte, parece ser que los efectos biologicos del etanol se atribuyen mas a la porcion
hidréfoba que a la hidrofila. Asi el etanol tiene relativamente menos hidrofobicidad y produce
menores efectos bioldgicos, en condiciones equimoleculares, que los miembros de cadena mayor de
la serie de alcoholes alifaticos. La potencia de los efectos biologicos en membranas, de los alcoholes
alifaticos de cadena corta, aumenta tres veces por cada grupo -CH,- afiadido a la cadena

hidrocarbonada (Kalant 1971).

El sitio donde se produce la interaccion del etanol con la membrana de borde en cepillo,
probablemente sea la porcion no polar de las moléculas lipidicas, o proteinas de membranas que
sufran un cambio conformacional al unirse al etanol (Wilson y Hoyumpa 1979).

El etanol puede afectar diversos aspectos de la fisiologia y la histologia del intestino, como
son:

1.- Cambios estructurales.

2 .- Alteraciones funcionales en:

- permeabilidad - secrecion de electrolitos
- motilidad - flora bacteriana
- enzimas - absorcion
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4.1.- Cambios estructurales.

Existen controversias acerca del dafio producido por la ingestion cronica de etanol en la

mucosa intestinal (Mazzanti y Jenkins 1987a).

Tras un periodo de intensa exposicion al alcohol, los pacientes alcohdlicos crénicos
mostraron, mediante microscopia Optica, una histologia normal en las muestras de biopsia

duodenal y yeyunal (Bjarnason y cols., 1984).

Mediante. métodos morfométricos y observacién por microscopia electronica, se ha
demostrado que la ingestion cronica de etanol afecta a la mucosa intestinal. En nuestro
laboratorio Pérez Santos (1986) realizé un estudio en yeyuno de ratas con ingesta cronica de
alcohol observando cambios ultraestructurales, incluyendo anormalidades mitocondriales y
dilatacion del reticulo endoplasmico. Bode y cols. (1982) detectaron una reduccion de la altura
de las vellosidades, en alcohdlicos cronicos, comparado con los controles. Ademés observaron
el doble de células mononucleares interepitelialesen los alcohdlicos. En mucosa duodenal
también se ha observado una disminucion en la altura de las vellosidades tras el consumo
cronico de alcohol (Seitz y cols, 1985). En resumen, parece que la ingesta cronica de etanol

produce cambios histologicos en la mucosa intestinal del hombre.

Una constante observada en los tltimos trabajos, es una reduccion en la renovacion de
los enterocitos, causada por una inhibicidn de la mitosis (Mazzanti y Jenkins 1987a;
Landsdown y Dayan 1987). Se ha especulado que pérdidas continuas de células de las
vellosidades por procesos naturales, acompafiado de una reduccidn en la actividad mitética,
conducira eventualmente a una disminucién de la altura de las vellosidades y finalmente a una

atrofia parcial de las vellosidades (Landsdown y Dayan 1987). Se ha observado un caso de
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atrofia parcial de las vellosidades probablemente causada por ingestion cronica de alcohol

(Sjolund y cols., 1989).

Existe una relaéi(’)n entre la deficiencia de la lactasa y el grado del dafio encontrado en la
mucosa intestinal (Rossi y cols., 1980). La lesion de la mucosa gastrointestinal al nacer, podria
dar como resultado diarreas peligrosas en los lactantes, debido a la intolerancia a la lactosa
(Rossi y Lebenthal 1985). Las células epiteliales del intestino de neonatos de madres tratadas
con etanol durante la gestacion, mostraron pequeifios cambios al compararlo con los controles;
asi como una importante reduccion en la densidad de la membrana del borde en cepillo (Lopez-

~ Tejero y cols., 1989).

Analisis por microscopia electronica de la mucosa del yeyuno a los S, 10 y 15 dias
postparto, en crias de madres tratadas con etanol al 25 % a las que se les retir6 el etanol en el
momento del nacimiento; revelo que las crias expuestas al etanol difieren de las controles en el
aspecto prematuro de los enterocitos; esta caracteristica persistié hasta el dia 15 postparto. Los
cambios desaparecieron al destete y a los 25 dias la ultraestructura fue similar a las controles

(Buts y cols.,1992).
4.2.- Alteraciones funcionales.
4.2.1.- Permeabilidad.
En animales de experimentacion, tras la ingesta cronica de etanol, se ha observado en la
mucosa intestinal, un aumento de la permeabilidad para las macromoléculas. También se ha

observado este aumento de permeabilidad en pacientes alcoholicos sin cirrosis hepatica

(Bjarnason y cols., 1984;1985).
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El deterioro de la barrera de la mucosa intestinal en el hombre, tras una prolongada
ingesta cronica de etanol puede tener consecuencias importantes para la salud. El aumento de la
permeabilidad puede conducir a un aumento de pérdidas de sustancias desde el torrente

sanguineo al lumen intestinal.

La interrupci()ﬁ de la barrera intestinal puede también promover la absorcién de
pequefios compuestos toxicos, normalmente no absorbibles, y su consiguiente entrada en la
circulacioén sistémica (Bjarnason y cols.,, 1984). El aumento de la absorcion de sustancias
antigénicas puede conducir a reacciones inmunes patologicas, que pueden dar como resultado

posteriores dafios al tejido gastrointestinal (Stern y cols., 1986).

No obstante, en la salud humana esta atin por determinar, el papel concreto del efecto

de los cambios de la permeabilidad.
4.2.2.- Motilidad.:

En ratas, tras la administracion cronica de etanol, se ha observado una inhibicion de la

sintesis de las proteinas contractiles del misculo liso intestinal (Preedy y Peters 1990).

Mas recientemente Preedy y cols. (1993) han comprobado, que el etanol y el
acetaldehido son potentes inhibidores de la sintesis de proteinas y pueden contribuir a la génesis
de una miopatia intestinal, que posiblemente contribuya a producir trastornos de la motilidad y

malabsorcion.
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En el hombre, la diarrea y la aceleracion del transito intestinal observadas en alcoholicos
se han asociado a muy diversas causas, pero esta cuestion permanece aun sin dilucidar

(Keshavarzian y cols., 1986).
4.2.3.- Efectos del alcohol sobre los enzimas de la mucosa.

Disacaridasas: Aunque trabajos anteriores habian mostrado una disminucién de las
disacaridasas intestinales, trabajos mas recientes como el de Mazzanti y cols. (1987) han

encontrado que la ingestion cronica de etanol puede aumentar la actividad de estas enzimas.

Las ratas tratadas con etanol al 30 % durante la gestacion y lactancia, no modificaron la
actividad enzimatica durante el desarrollo de la prole; pero presentaron un aumento
significativo en la actividad de la maltasa y sacarasa en la 3* semana. Estos efectos fueron mas

pronunciados en el intestino proximal y medio (Andrés y cols., 1986).

Recientemente en nuestro laboratorio Rodriguez-Castilla y cols. (1995) han
determinado las actividades enzimaticas de la maltasa, lactasa y sacarasa, en la mucosa del ileon
de ratas sometidas a la ingesta de etanol al 30 % durante 3 y 5 meses. Despuéside tres meses de
tratamiento con etanol, el contenido de proteinas de la mucosa fue similar al grupo control; la
actividad especifica (U/g proteinas) en todos los enzimas estudiados, fue significativamente
menor en los animales que ingieren etanol al compararlo con sus controles. Sin embargo,
después de un periodo de cinco meses co‘nsumiendo etanol, el contenido proteico disminuyo y
no aparecieron diferencias entre las actividades especificas de maltasa, lactasa y sacarasa, al

compararlas con sus controles.
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Fosfatasa alcalina: Se han encontrado resultados contradictorios acerca del efecto del

alcohol en esta enzima (Wisniewska y cols., 1985; Mazzanti y cols., 1987).

Gamma-glutamiltransferasa (GGT): Se ha demostrado que la ingesta cronica de etanol

aumenta la GGT en animales de experimentacion (Seitz y cols., 1982) y en el hombre (Seitz y
cols., 1985). Estudios posteriores mostraron, que en las ratas alimentadas con etanol, la
actividad GGT en los vasos linfiticos mesentéricos aumenta en un 83 % con respecto a las
controles, lo que sugiere, que el aumento de GGT encontrado en suero tras una ingesta elevada
de etanol, podria estar originado, en parte, por el aumento de la GGT intestinal (Ishii y cols.,

1988).

Na'-K"-ATPasa: Esta enzima es importante para el mantenimiento del equilibrio idnico

en las células intestinales y estd implicada en el mecanismo de transporte activo de glucosa y
aminoacidos. La administracion aguda de etanol inhibe el efecto de la Na-K-ATPasa, en la

membrana de borde en cepillo y en la basolateral (Kalant 1971).

Adenilato-ciclasa: Se ha observado que el etanol aumenta la actividad de la adenilato
ciclasa (Bode 1980). Esto podria tener un cierto efecto, aumentando la secrecioh intestinal de

sodio y agua.

Guanilato-ciclasa: Se ha encontrado una inhibicion, con la consiguiente disminucion de

GMPc, lo que puede reducir el transporte de sodio (Bode 1980).
Las enzimas ligadas al metabolismo productor de energia se afectan de forma variable,

la actividad de las enzimas mitocondriales parece disminuir, mientras que la de las enzimas

microsomales parece ser que aumenta (Bode 1980).
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Hidrolasas: Raul y cols. (1987), examinaron la evolucién postnatal de la actividad
hidrolasa en la prole de ratas que habian sido expuestas cronicamente al etanol durante la
gestacion. Comprobando que la exposicion prenatal al etanol, no perturbé la maduracion
intestinal de la actividad sacarasa y la normal disminucion en la lactasa.

La actividad intestinal de la glucoamilasa en las crias, no mostré cambios en los grupos

que habian sido tratados con etanol durante la gestacion (Raul y cols., 1987).

La aminopeptidasa mostr6 valores de actividad significativamente mas bajos durante el
periodo de lactancia en la prole expuesta prenatalmente al etanol. Estos resultados indicaron
que la exposicion al etanol durante la gestacion, causé una disminucién en la capacidad

intestinal de los neonatos para digerir las proteinas (Raul y cols., 1987).

Lopez-Tejero y cols. (1989), encontraron que las crias de madres tratadas con etanol
presentaban a los 30 dias postparto una disminucién en la actividad de la lactasa tanto al
expresarlo por g de peso corporal, como por longitud total intestinal, g de peso intestinal y mg

de proteinas. H

Después de la exposicion prenatal al etanol, la actividad de la lactasa y maltasa
disminuy6 en el dia 5 postparto; mientras la aminopeptidasa aumento. Estas actividades no
difieren sigrliﬁcativamente de lo’s controles en el dia 10. La decadencia ontogénica de la lactasa
ocurrié al destete, tanto en los controles como en las crias expuestas al etanol. La actividad de
la sacarasa, qued6 ausente durante la lactancia, y la subida ocurrié al destete con la misma
cronologia que en los controles. La maduraciéon postnatal del intestino delgado en la prole

expuesta al etanol fue menor al comenzar el periodo de lactancia. Sin embargo, en el yeyuno e
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ileon, los niveles alcanzados por el enzima fue 50 % menor en el grupo tratado con etanol,
alcanzandose la misma actividad que el grupo control a los 35 dias postparto (Buts y cols.,

1992).
4.2.4.- Secrecion de electrolitos.

Se ha observado que el alcohol induce la secrecidn intestinal de agua y electrolitos,
probablemente de forma dosis dependiente, que se atribuyd a los efectos del etanol sobre el
sistema AMPc (Kuo y Shanbour 1978); pero posteriormente se ha determinado que este efecto
parece ser reversible y estar mediado por un mecanismo nervioso, en el que el etanol luminal
induce una reaccion toxica y/o inflamatoria, produciendo una estimulacién del nervio aferente

de un reflejo nervioso secretor (Hallbéck y cols., 1990).
4.2.5.- Flora bacteriana.

Se ha encontrado que la microflora intestinal en alcoholicos difiere cualitativa y
cuantitativamente del grupo control (Bode y cols, 1984). El numero de coliformes y

anaerobios Gram (-) fue mayor en los aspirados de pacientes alcohdlicos.

Se han observado algunos trastornos nutricionales . en intestino delgado con
sobrecrecimiento bacteriano como la malabsorcion de lipidos, de carbohidratos, proteinas,
vitamina By, y acido folico. Este sobrecrecimiento puede conducir a cambios morfolégicos en
la mucosa intestinal (Persson 1991). Ademaés, una considerable cantidad de etanol puede ser
oxidado por esta superpoblacion bacteriana, liberando una alta concentracion de acetaldehido a
la sangre portal y al lumen, que podrian ejercer efectos toxicos en la mucosa gastrointestinal

(Baraona y cols., 1986).
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4.2.6.- Efectos sobre la absorcion.

El etanol puede afectar la absorcion de nutrientes, agua y electrolitos, vitaminas y

minerales.

Azicares: Se ha asociado la exposicion cronica al etanol con un mayor transporte de

glucosa (Thomson 1984), posiblemente debido a un aumento de la difusion pasiva.

Carreras y cols., (1991) en estudios realizados en nuestro laboratorio concluyeron que
en ratas tratadas con etanol al 30% aparecia un ligero aumento en la absorcion de D-galactosa

expresado por superficie de intestino.

Aminodcidos: La exposicion cronica de etanol al 30% no altera de forma significativa el
transporte de L-aminoéacidos, como la L-leucina, en animales de experimentacion (Carreras y

cols., 1993). ¥

Lipidos: Se han obtenido resultados contradictorios acerca del efecto de ingestion
cronica de etanol en la absorcion de lipidos. No existen evidencias de que el etanol
directamente interfiera con el transporte de lipidos a través de las membranas, aunque se ha
observado ligera malabsorcion de lipidos y esteatorrea transitoria en un 60 % de los pacientes

alcohdlicos (Roggin y cols., 1972).
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Agua y electrolitos: Se ha observado en pacientes alcohélicos una reduccion de la
absorcion de agua, sodio y cloro. Estos resultados se han puesto de manifiesto, tras dos
semanas de consumo de alcohol y tras exposicion aguda o crénica al etanol (Krasner y cols.,

1976).
Elementos trazg.

Calcio: En un estudio realizado por Bjorneboe y cols. (1988), se han detectado bajos
niveles de calcio en un 26 % de alcoholicos hospitalizados y aunque posiblemente existan otros
factores mas importantes que determinen esta alteracion, el alcohol "per se" también inhibe la

absorcion duodenal de calcio (Persson 1991).

Magnesio: No se han observado efectos en la absorcion de magnesio tras la ingestion de
alcohol. Los bajos niveles de magnesio observados en alcohdlicos se deben a la combinacion de
causas dietéticas, pérdidas urinarias, y pérdidas intestinales por vomitos o diarrea (Abbott y

cols., 1994).

. v 4. . Jon L
Hierro: En individuos alcohdlicos es frecuente una elevada reserva de hierro. El efecto

de la ingesta cronica de etanol en la absorcion intestinal de hierro permanece aun sin dilucidar

(Bode 1980).
Yitaminas:
Tiamina: La tiamina a bajas concentraciones se absorbe por transporte activo, y a altas

concentraciones por difusion pasiva (Hoyumpa 1986). El efecto de la ingesta cronica de etanol

en la absorcion de tiamina no estd aun aclarado. Algunos autores (Roggin y cols., 1969;
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Thomson y cols., 1970; Tomasulo y cols., 1980) han observado alteraciones en la absorcion;
sin embargo Breen y cols., (1985) no detectaron cambios significativos en la absorcion en

pacientes alcoholicos.

Riboflavina y piridoxina: No se ha detectado un efecto perjudicial del alcohol sobre la

absorcion intestinal de estas vitaminas (Hoyumpa 1986).

Vitamina Bj,: Se ha observado malabsorcion de esta vitamina tras la ingesta cronica de

etanol (Lindenbaum 1980).

Vitamina C: La absorcion de vitamina C disminuye cuando se ingiere simultineamente
con alcohol (Fazio y cols., 1981), posiblemente por el efecto del alcohol en el sistema de

transporte Na'-dependiente.
Vitaminas liposolubles: La absorcion de vitaminas liposolubles es un proceso saturable,

pero no dependiente de energia. No existen evidencias de que el consumo de alcohol interfiera

directamente con la absorcion de estas vitaminas (Persson 1991).
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5.- ZINC.
5.1.- Bioquimica y funciones metabdlicas.

Un alto porcentaje de zinc sanguineo se encuentra en el interior del eritrocito, como
constituyente de la anhidrasa carbonica, una de las enzimas mas abundantes en el organismo,
responsable del mantenimiento del equilibrio acidobésico de los liquidos corporales; y como
estabilizador de la membrana del eritrocito. Razon por la cual, la deficiencia de zinc disminuye

la habilidad del eritrocito a resistir la hemolisis "in vitro"(Bettger y O'Dell 1981).

Se ha visto que la deficiencia de zinc afecta a la composicion de los aminoacidos en el
eritrocito (Bettger 1989) y altera el esqueleto proteico de la membrana eritrocitaria (Avery y

Bettger 1992).

El zinc en el leucocito forma parte del sitio activo de la fosfatasa alcalina que en muchos
trabajos ha sido utilizado para reflejar el estado del metal en el organismo (Everett y Apgar
1987; Thompson 1991). Asi, en conejos en crecimiento, la actividad de la fosfatasa alcalina en
suero y rifiones estd significativamente relacionada con el estado de deficiencia del metal en

estos animales (Schwarz y Pallauf 1989).

Las carboxipeptidasas A y B, de importancia en la digestion de proteinas, contiene 1
atomo-gramo de zinc por mol de enzima. La actividad de la carboxipeptidasa A y B se ve muy
afectada por los factores que pueden disminuir la absorcion de zinc como es el tipo de la

proteina dietaria (Berger y Schneeman 1988).
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Las lactato, malato, alcohol y glutamato deshidrogenasa, que poseen distintos
contenidos molares de zinc, han demostrado tener actividades practicamente refractarias a la
deficiencia de zinc (Kirchgessner y cols., 1976) hecho enfatizado por Bettger y ODell (1981) al
sugerir que la funcion del zinc en la estructura de la membrana es superior a la descrita para las

metaloproteinas.

El papel del zinc en los procesos de desarrollo, division y diferenciacion celular se

explica por:

- La coincidencia de su deficiencia con altas alteraciones en el crecimiento.
- Su participacion en procesos de replicacion, transcripcion (Wu y Wu 1987).
- Su papel decisivo en la metafase cromosomica: la deficiencia de micronutrientes entre

ellos el zinc, causa fragilidad e incluso ruptura de la estructura cromosomica.

Ademas de todas estas funciones, se han descrito en numerosos trabajos la intervencion
del metal en la estimulacion de la funcién inmune del organismo (Bogden y cols., 1987). Los
animales deficientes en zinc son mas susceptibles a infecciones virales y bacterianas (Keen y

Gershwin 1990).
A nivel genético, en situaciones en las cuales se detecté el efecto de un elemento traza

sobre la regulacién de la expresion genética, se demostré que el zinc es uno de los mas

importantes reguladores de esta expresion genética (Chesters 1991).
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5.2.- Requerimientos.

El papel del zinc como micronutriente esencial estd bien establecido para las plantas,
animales y seres humanos (Hambidge y col., 1986). Es un elemento traza ampliamente distribuido
por todas las células y tejidos, esta relacionado con la actividad de numerosos enzimas que actiian en
todas las areas del metabolismo (Prasad 1991). Su implicacion en el funcionamiento de las enzimas
relacionadas con la expresion de los genes explica el efecto inmediato de la deficiencia del metal

sobre el crecimiento y la reaparicion de las células.

Ademas, el organismo no dispone de grandes depositos de zinc, lo que justifica la aparicion

precoz de signos de deficiencia en los animales de laboratorio.

El balance de zinc esta sometido a una fuerte regulacion homeostatica, por lo que se logra
mantener una situacion de equilibrio cuando el aporte de zinc es moderadamente bajo (King y

Turnlund 1989).

Debido a esta regulacion tan eficaz, el requerimiento de zinc de una persona normal,
depende sobre todo del estado del nutriente o de las reservas corporales de zinc movilizables. Como
no hay evidencia de un depésito de zinc, el requerimiento fisiologico absoluto es dependiente de la
captacion del metal. Y como la biodisponibilidad minima del zinc a partir de la dieta total es
probablemente de 20 a 30 %, se recomienda de 8 a 12 mg de zinc/dia (Segin International Life
Sciences Institute, I.L.S.I. 1990).

Con respecto a la biodisponibilidad del metal, el zinc de origen animal, en carne, higado,

huevos, mariscos, especialmente las ostras, es mas disponible que el zinc procedente de alimentos

vegetales (Linder 1988, R D.A. 1991).
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5.3.- Fisiologia del zinc.

En el organismo humano existe una cantidad total de zinc de 2-3 g. El zinc se encuentra en
todos los tejidos humanos, variando su cantidad entre 10-200 jig/g de peso himedo. La mayoria de
los 6rganos, incluyendo el pancreas, contiene de 20-30 pg/g, mientras que el higado, musculo
voluntario y hueso contienen 60-180 pg/g. Se encuentran cantidades superiores en los tejidos
oculares, en particular en el iris, retina y coroides. El zinc no es acumulado de forma preferente por
ningun tejido, aunque la prostata, secreciones prostaticas y espermatozoidés poseen un contenido en
zinc muy elevado (860 pg/g en la prostata normal humana), lo que no explicaria su contenido en

anhidrasa carbonica ni en fosfatasa alcalina (enzimas Zn-dependientes) (Li y Vallee 1987).

La sangre total humana contiene aproximadamente 900 pg/100ml. La concentracion normal
de zinc en el suero es de 121+19 pg/100ml. Los eritrocitos normales contienen 1,4 1g/100 mi de
concentrado de hematies. El 3% de todo el Zn contenido en la sangre se encuentra en los leucocitos,
que contienen 3,2-10° g de zinc por millén de células, aproximadamente 25 veces mas de lo que se
halla en nimero comparable de hematies. Las concentraciones de zinc en la's sangre no estan

sometidas a variaciones estacionales o circadianas y no existe diferencia entre sexos (Li y Vallee

1987).

El ion divalente es la forma bioldgicamente importante del zinc. No existe evidencia de
ningiin otro estado de oxidacion y el ion no sufre reaccion de oxidacion-reduccion (O'Dell y
Campbell 1970). Los iones de zinc en solucién acuosa a pH elevado normalmente forman un
precipitado hidroxilado, a no ser que sustancias complejantes tales como aminoacidos, péptidos,

proteinas o queladores organicos estén presentes (O'dell y campbell 1970).
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5.4.- Absorcién intestinal.

Los mecanismos implicados en la absorcion de zinc no estan bien definidos. Sin embargo, el
concepto de la regulacion homeostatica de la absorcion intestinal del zinc fue desarrollada por
primera vez por Cotzias y Papavasiliou (1964). El control homeostatico regula la capacidad de
absorcion intestinal (Smith y Cousins 1980; Hoadley y Cousins 1988 ), y la excrecion endogena
(Weigand y Kirchgessner 1980). Asi, muchos trabajos en humanos (King y Turnlund 1989) y en
animales demostraron el mantenimiento de un equilibrio entre la cantidad absorbida y excretada del

metal (Solomons y Cousins 1984; Cousins 1985 ).

Las experiencias realizadas con animales y los estudios clinicos con humanos sugirieron que
la absorcion del zinc es regulada homeostaticamente. Wada y cols. (1985) estudiaron la absorcion
del zinc y sus balances en 6 jovenes alimentados con dietas que contenian niveles bajos del metal, y
encontraron que los niveles de zinc en suero y orina no cambiaron de forma considerable durante un
periodo de 8 semanas. Por tanto, se puede decir que la absorcion del Zn responde a los cambios de
Zn dietético y que una ingesta de 5,5 mg de Zn/dia durante dicho periodo no causa disminucion en

el nivel sérico ni urinario.

La absorcion de Zn se produce fundamentalmente en la segunda porcion del duodeno
(Methfessel y Spencer 1973). El Zn oral también se absorbe por otras zonas en intestino delgado y
grueso. Antonson y cols. (1979) demostraron en ratas una mayor absorcion del Zn en los segmentos
duodenales en los que los conductos biliares y pancreaticos se habian excluido. Se basaban en el
hecho de que en dichas secreciones podia existir una proteina a la cual se uniera el Zn, provocando

dicha unién una disminucion en la absorcion duodenal del metal.
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Sin embargo, Evans y cols. (1975) demostraron la presencia de un pequefio ligando
peptidico en las secreciones pancreaticas que aumentaba la absorcion del Zn en el duodeno de ratas,

actuando como un transportador.

Vanderhoff y cols. (1983) dedujeron que las secreciones pancreaticas no parecian ser

necesarias para una absorcion adecuada de Zn mediante experiencias en humanos.

Finalmente, Naveh y cols. (1988) a partir de experiencias con perros dedujeron que el
duodeno posee la mayor capacidad de absorcion del Zn, seguido del ileon distal y yeyuno proximal,
y que las secreciones pancreaticas no parecen ser necesarias para obtener una absorcion adecuada de

Zn en el duodeno de perro.

En humanos segiin, Lee y cols. (1989), la absorcion de zinc se realiza en todo el intestino

delgado, pero con mas intensidad en el yeyuno.
5.4.1.- Mecanismos de absorcion de zinc.

- El proceso de absorcion de zinc a nivel intestinal parece implicar dos fecanismos: uno
saturable que requiere un transportador y otro no saturable (pasivo) sin transportador inmediato
(Steel y Cousins 1985; Hoadley y Cousins 1988), hecho confirmado por muchos investigadores
(Menard y Cousins 1983a; Oestreicher y Cousins 1989).

Varios trabajos han descrito la naturaleza biofasica de la captacion del zinc (Sahagian y cols.,

1967; Lombeck y cols., 19'75). Smith y Cousins (1980) observaron dos fases en la absorcion de zinc

en funcion de su concentracién intraluminal. Una fase rapida a través de la membrana de borde en
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cepillo, que implica la saturabilidad de los sitios de unidn al zinc seguida de una fase mas lenta que

probablemente implica el transporte de zinc a través de la membrana basolateral.

Altas concentraciones del metal pueden dafiar la membrana, aumentando su permeabilidad y
permitiendo la entrada de zinc a la célula que se une no especificamente a proteinas y otros ligandos

de union (Cousins 1985).

Menard y Cousins (1983a) estudiaron la captacion de zinc por vesiculas aisladas de
membrana de borde en cepillo de intestino de rata mediante una técnica de filtracion rapida. La
captacion era saturable a 0,2 mM de zinc extravascular. A partir de una concentracion de 1 mM se
expresa el mecanismo no saturable. A nivel de la membrana basolateral, la captacién no se ve

estimulada ni con ATP ni con sodio.

La necesidad de un transporte activo en alguna fase de captacion de zinc fue mencionada en
muchos trabajos. Kowarski y cols. (1974) encontraron, en experiencias de intestino evertido que el
2,4 dinitrofenol disminuye el flujo de zinc en la direccidon serosa-mucosa (secrecion) sugiriendo que
la absorcién y/o la secrecion, en mucosa yeyunal de rata es un fendmeno dependiente de energia.

En 1983 Menard y Cousins, no detectaron ningin transporte activo de zinc, por lo menos a
nive] de la membrana del borde en cepillo, pero si demostraron una alta regulacién homeostatica de
la captacion del metal. La velocidad de captacion de zinc por vesiculas de membrana de borde en
cepillo aumenta significativamente cuando las vesiculas provienen de ratas deficientes en znc,
comparadas con vesiculas de ratas controles (J=12 Vs 5,4 nmol/min y mg de proteina, pero la Km
(0,4) no cambia) (Menard y Cousins 1983a).
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Experiencias realizadas por Menard y cols. (1983) sobre el transporte del zinc en vesiculas
de membrana del borde en cepillo de células intestinales de ratas, establecieron que la velocidad de
transporte del elemento es funcion inversa al estatus dietético de zinc, por lo que a nivel de
membrana parece ser activado un mecanismo homeostatico debido a un minimo suplemento de zinc

en la dieta. El ATP no estimula el transporte, por lo que se sugiere el transporte por difusion pasiva.
5.4.2.- Ligandos de union.

No esta claro si el zinc atraviesa el borde en cepillo de la membrana y/o la subestructura
membranosa de los enterocitos como ion libre o como complejo quelato. Los hechos tienden a
mantener la segunda opcién. Evans y Johnson (1978) sugirieron la absorcion del zinc como quelatos
intactos. Por ejemplo, se demostr6 que el EDTA tiene una influencia estimulante en la absorcion del
zinc. Suso y Edwars (1971, 1972) propusieron un transporte desde el lumen intestinal a la
circulacion porta del complejo Zn-EDTA intacto, hecho confirmado mas tarde por Oestreicher y
Cousins (1982). ‘

Se cree que el zinc de la leche humana es mas biodisponible que el de la leche de vaca,
enfocandose la atencion a los ligandos de union del zinc de bajo peso molecular (ZLB) como
explicacion de esta desigual biodisponibilidad. Se han sugerido ligandos de union tales como el acido
citrico (Lonnerdal y col., 1980b) y el acido picolinico, como metabolito del triptéfano (Evans y
Johnson 1980a) pero ambas sugerencias arrastraron criticas. Holt (1981) indica que la union de
grandes cantidades de Ca y Mg a las caseinas de la leche compromete la cantidad de zinc que puede
estar unida a otros ligandos. La consecuencia de ello, es que el factor principal que influye, es la
unién de los metales a las proteinas de la leche y no a la presencia de ligandos especificos de bajo

peso molecular.
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Cousins y Smith (1980) propusieron la idea de que la biodisponibilidad del zinc en la leche
de distintas especies depende del tipo de proteina de la leche, de su digestibilidad relativa y de la
cantidad de zinc potencialmente disponible de entrar libre 0 como quelato de bajo peso molecular.
En la leche existe un sustancial contenido de aminoacidos libres y asi, el 4cido glutdmico (Martin y
col., 1981), la lisina, la cisteina y la glicina (Giroux y Prakash 1977) podrian ser ligandos de union

del zinc en la absorcion.

Se ha visto que la restriccion de proteina reduce la absorcion del zinc, y una alta ingesta
proteica en la dieta parece aumentarla ( Van Capen y House 1974) ademas de sugerir el enlace entre

aminoacidos como ligando para el zinc en el lumen intestinal.

También se ha sugerido la existencia de ligandos de unién metalicos en el intestino de ratas
que pueden influir en el transporte del zinc a través del epitelio intestinal (Hahn y Evans 1973;
Kowarsky y cols., 1974; Evans 1975).

Starcher y cols. (1980) estudiaron la relacion entre la absorcion del zinc y la metalotionina
intestinal en raton. Sus resultados indicaron que la absorcion del zinc era directamente proporcional

»
(1
2

a los niveles de metalotionina intestinal.

Estudios en ratas dedujeron una disminucién de la absorcion del zinc relacionada con un
incremento agudo en la sintesis de metalotionina (Smith y Cousins 1980; Menard y cols., 1981).
Esto esta de acuerdo con la relacion inversa que existe entre los valores de expresion genética de

metalotionina y los de absorcion del zinc en ratas (Menard y cols., 1981; Cousins 1985).

Kirchgessner y cols. (1976) mostraron el siguiente orden decreciente de eficacia metabdlica

al estudiar la utilizacion del zinc cuando esta unido a distintos componentes: Zn-Alanina > Zn -
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EDTA > Zn-Glicina > Zn-Cisteina > Zn-Histidina > ZnSO, > Zn-fitato > Zn-S > ZnCQOs;, por lo que
el zinc estara mas disponible al provenir de quelatos de-aminoacidos y menos al formar parte de sales

inorganicas insolubles y de complejos organicos muy estables.

El tracto gastrointestinal puede producir ligandos de unidén endogenos que influyen en la
absorcion del zinc, hecho que arranca principalmente de la observacion de que el zinc se une a
extractos celulares de tejidos de la mucosa intestinal y/o pancreas. Experiencias en diversds
laboratorios han mostrado que el zinc podia comigrar con especies de bajo peso molecular cuando
fueron fraccionadas por cromatografia de filtracion de gel (Van Campen y Kowarski 1971; Suso y
Edwards 1972; Hanh y Evans 1973) llegando a observarse que la absorcion parecia estar
directamente relacionada con la unién (Richards y Cousins 1975b; Evans y cols., 1975). Asi,
aminoacidos (Evans y col., 1973), polipéptidos (Schriker y Forbes 1978), prostaglandina E, (Song
y Adham 1978) y acido picolinico (Evans y Johnson 1980b) se sugirieron como ligandos.

Sin embargo, Cousis y cols. (1976, 1983) demostraron que en las preparaciones de células
intestinales cuando no se ejerce un cuidado extremo en el manejo del tejido y en la cromatografia, se
producian separaciones desiguales, y la degradacion proteica es la primera responsable de generar
especies de bajo peso molecular que se unen al zinc y separables por cromatografia, (Lonnerdal y
cols., 1980a). También se ha visto que el contenido de zinc de las células intestinales y/o luminales
estaba alterado, por lo que la interpretacion de estos hechos debe ser muy justificada (Solomons y

Cousins 1983).

Se sabe que las secreciones pancredticas y biliares contienen zinc. Los ligandos de union al
zinc en las secreciones pancreaticas parecen ser de peso molecular relativamente alto, mientras que
en bilis el zinc se une fundamentalmente a componentes de bajo peso molecular, como el glutation

(Pekas 1971; Casey y cols., 1979; Lonnerdal y cols., 1980a; Alexander y cols., 1981).
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5.4.3.- Proteina intestinal rica en cisteina: CRIP.

El paso més importante para entender el mecanismo de absorcion del zinc se ha dado
cuando se identificé una proteina de uni6n al zinc de bajo peso molecular en la fraccion soluble de la
mucosa intestinal de rata, a la cual se le ha atribuido el papel de transportar el zinc intracelular

(Hempe y Cousins 1991).

Esta proteina no ha sido detectada ni en el higado ni en pancreas, sugiriendo que su papel en
el metabolismo del zinc es concretamente a nivel de absorcidn intestinal (Birkenmeir y Gordon 1986;

Hempe y Cousins 1991).

Se trata de una proteina intestinal rica en cisteina: CRIP. Con una secuencia de aminoacidos
con residuos de histidina y cisteina. Su uni6n al zinc presenta el caracter saturable como cabe esperar
de una proteina transportadora. El gen que codifica la sintesis de ésta proteina esta poco expresado
en el nacimiento, su expresion alcanza los niveles del adulto durante el periodo de lactancia
(Birkenmeir y Gordon 1986).

}

El nimero de sitios de union al zinc en fa CRPI no esta bien determinado pero segun la
posicion de los residuos de histidina y cisteina en la estructura primaria de la proteina, existen tres
configuraciones que permiten a la molécula de CRIP unir por lo menos 2 6 3 4tomos del zinc
(Hampe y Cousins 1992). La secuencia conservada de los residuos de histidina y cisteina llamada
"LIM motif", segin Hempe y Cousins (1991), confiere a la CRIP la propiedad de unirse al zinc. Se
ha sugerido que este "LIM motif" est4 implicado en la transferencia de zinc de la CRPI a la proteina
transportadora del zinc de la membrana basolateral (Freyd y cols., 1990), y la probable interaccion

entre las dos proteinas.
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5.4.4.- Metalotioneina (MT).

Proteina de union al zinc presente en todas las lineas celulares. Su papel en el metabolismo
del zinc es parecido al de la ferritina en el metabolismo del hierro. Regula la homeostasis del zinc y
previene la absorcion de excesiva cantidad del metal (Hoadley y cols., 1988). Su sintesis esta

controlada homeostaticamente por los niveles de zinc en la célula (Cousins 1985).

5.4.5.- Regulacion homeostatica del balance del zinc.

El destino del zinc una vez captado por el enterocito esta altamente regulado. Asi, el zinc
intestinal puede ser utilizado localmente para procesos nutricionales de la célula; puede continuar a
través del enterocito su trayecto, unido a la CRIP, hacia la circulacion, o bien puede ser capturado y

unido firmemente a la metalotioneina hasta su eliminaciéon por descamacion celular.

Existe una relacion inversa entre la eficacia de la absorcion intestinal de zinc en ratas y la
unién del metal a la metalotioneina (MT) intestinal (Richards y Cousins, 1976, Menard y cols.,
1981; Cousins 1985). En animales deficientes en zinc en los cuales la absorcion del metal es
altamente eficaz, la concentracion de metalotioneina en mucosa intestinal es muy baja. Sin embargo,
en animales con sobrecarga de zinc, se detectaron altos niveles de metalotioneina en la mucosa
intestinal que se unen al zinc limitando su absorcion. En estos experimentos la sobrecarga de zinc en
ratas se debe a una alta dosis del metal administrado por via parenteral, lo que limita la significacion
fisiologica de la hipotesis (Bremner y Beattie 1990). Hoadley y cols. (1988) en trabajos de perfusion
intestinal con ratas deficientes en zinc, ratas con zinc adecuado en la dieta y ratas en ayuno,
demostraron que la tasa de absorcion de zinc estd relacionada inversamente con los niveles de

metalotioneina intestinal.
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Hempe y Cousins, (1992) demostraron que ratas alimentadas con una dieta baja en zinc, la
mayoria del zinc captado por la célula intestinal fue unido a la CRIP (40 Vs 14%) y muy poca
cantidad se encontraba en la metalotioneina (4 Vs 52-59 %) en comparacion con ratas normales.
Ademas de esto, estos autores observaron también que cuando los niveles del zinc van aumentando
en el lumen intestinal de 5 a 300 umol/l, la CRIP transporta cada vez menos cantidad de zinc (de 42
a 25 %). Este zinc que sobra por saturacion de la CRIP se une inespecificamente a los demas

componentes de union al metal (Hempe y Cousins 1992).

Asi, la regulacion homeostatica del balance de zinc esta controlada por la concentracion del
metal: el zinc dietario controla su misma absorcion mediante la regulacion de la concentracion de la
metalotioneina intestinal (Cousins 1985) que a su vez modula competitivamente, la union del zinc a

la CRIP (Hempe y Cousins 1992) (Fig. 2).
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TRANSCELULAR

Fig. 2.- Modelo hipotético para el mecanismo de absorcion del zinc transcelular por los eritrocitos.
. Demuestra el papel propuesto para la proteina iﬁtestinal rica en cisteina (CRIP), la metalotioneina (MT) y
constituyentes de union al zinc no especificos (NSB). En este modelo, la CRIP funciona como una proteina
de transporte de zinc intracelular difusible, que une el zinc después de captarlo a la superficie de la
membrana de borde en cepillo; para transportarlo a través de la célula intestinal hacia la membrana
basoteral. La proteina intestinal, rica en cistetna o CRIP, puede competir con los NSB por el zinc. La
posible implicacion de una molécula aceptora/transportadora del metal en la membrana basoteral estd
indicada por (=). La metalotioneina inhibe la absorcion del zinc limitando su unién a la CRIP. Este
modelo indica que la absorcion del zinc transcelular puede estar regulada por factores dietarios o

fisiologicos que alteran la expresion del gen de la CRIP o de la MT (Hepe y Cousins, 1992).
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5.5.- Excrecion.

Aproximadamente el 10 % del zinc total administrado se elimina a través del jugo
pancredatico durante los primeros dias. Los estudios de balance del zinc no son indicadores validos
del metabolismo del elemento, ya que la excrecion del zinc se produce casi totalmente por via
intestinal (por heces se excretan 1-2 mg/dia). Ademas, los datos indicadores de una alta absorcion
pueden también ser interpretados como indicadores de una baja excrecion, y viceversa (Sandstead

1973).

Se ha demostrado experimentalmente que cuando una dieta aporta altas cantidades de
proteinas, el zinc esta ligera pero significativamente incrementado en orina (en hombre adulto), por

lo que la absorcion mineral aparente y el balance se modifica (Mahalko y cols., 1983).

En condiciones normales, el zinc no varia apreciablemente a causa del contenido de la dieta,
pero en condiciones patoldgicas, como en los estados de nefrosis, cirrosis hepatica postalcohélica,
porfiria hepatica, albuminuria, inanicion total e hipertension, aumenta la excrecion urinaria del zinc
(Underwood 1977). En casos deficientes de zinc las concentraciones urinarias del ziné disminuyen a

0.1-0.15 mg de zinc/dia (Sandstead 1978).

Las secreciones pancreaticas y biliares contienen zinc. Este complemento de zinc supone

parte del zinc fecal endogeno (Methfessel y Spencer 1974).

El zinc se elimina principalmente a través de las secreciones pancreaticas y gastrointestinales.

La orina contiene alrededor de 0.5 mg/dia, cantidad aparentemente independiente de la ingesta y del
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volumen de orina. El zinc urinario pasa a través de los glomérulos renales y una vez filtrado, se

excreta principaimente unido a aminoacidos y a porfirinas (Tasman-Jones y cols., 1978).

Solo pequefias cantidades son secretadas a la bilis, ciego y colon. La capacidad de excrecion
de zinc en rifiones sanos es limitada, quizas a causa de la union de éste a la albumina sérica (Li y

Vallee 1987).

En algunas situaciones, por ejemplo, en nutricion parenteral total, la toma de alta dosis de
cisteina e histidina por nifios mantenidos con este tipo de nutricion conlleva una excrecion urinaria
del metal significativamente alta (Zlotkin 1989). Muchos casos de deficiencia de zinc se observaron
en nutricion parenteral infantil por excesiva excrecion urinaria de zinc. La histidina, treonina y lisina

aumentan la filtracion del zinc renal (Zlotkin y Buchanan 1988).

Otras vias de excrecion de zinc son por pérdida de pelo, descamacion de la piel,
menstruacion, semen, fluido prostatico (Li y valle 1987). Y evidentemente, en situaciones de
embarazo o lactancia, cantidades importantes del metal se transfieren diariamente de la madre al feto

o al lactante (Linder 1988).
5.6.- Deficiencias de zinc.

La deficiencia de zinc es un sindrome clinico en el hombre que ocurre cuando el contenido
de la dieta es bajo o poco disponible, a causa de un error genético hereditario (acrodermatitis

enterohepatica), o se produce condicionada a distintos estados patologicos del individuo (Buxaderas

y Farré 1985).
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Como hemos visto, la absorcion de zinc puede verse impedida por numerosos factores y
componentes dietéticos (Hazell 1985). Este hecho, asi como una mala absorcion intestinal, una
nutricion parenteral total cronica o una ingesta dietética deficiente, podrian llevar a largo plazo y en
condiciones fisiologicas, a una deficiencia de zinc en el organismo. Van Campen y House (1974),
indicaron que una posible causa de la deficiencia de zinc es la depleccion proteica o la ingesta de

dietas bajas en proteinas.

Partiendo de que el zinc es un componente integral de varios metaloenzimas y de que puede
activar a una gran variedad de enzimas, parece logico afirmar que el sindrome de la deficiencia de

zinc es debido a una disminucion en la actividad de los enzimas que poseen zinc.
5.6.1.- Efectos del etanol sobre los niveles de zinc.

Otro factor que influye en el metabolismo del zinc es el alcoholismo. Asi, McClain y Su
(1983), demostraron que una ingesta excesiva de alcohol altera la absorcién del zinc y aumenta su
excrecion por via urinaria, pudiendo, por consiguiente, causar deficiencia en dicho elemento. Das y
cols. (1984) observaron que el aclaramiento de alcohol en la sangre se alteraba en ratas sometidas a
una deficiencia de zinc severa. Esto esta relacionado con la disminucion de actividall en la enzima

Alcoholdeshidrogenasa hepatica (ADH) (enzima zinc-dependiente).

En los alcoholicos se observa frecuentemente hipozinquemia e hiperzincuria, pero hay
controversias sobre si estos efectos son debidos al alcohol o si son secundarios a una enfermedad
hepatica severa puesto que, de un total de 42 sujetos alcoholicos estudiados sélo en tres se observo
hipozinquemia mientras que en el grupo de alcohdlicos que presentaban bajas incidencias de
anomalias hepéticas, la disminucion de los valores de zinc en suero no fue significativa (Helwig y

cols., 1966; Lieber 1988).
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Milne y cols. (1987), durante los estudios realizados a un grupo de mujeres
postmenopausicas alcoholicas de 50-63 afios, observaron que el zinc y la actividad de los enzimas
del zinc en tejidos, pueden estar disminuidos antes de observarse cambios en los niveles circulantes
del metal. Los indices funcionales de la bioquimica del zinc, como el metabolismo del etanol, pueden

ser indicadores mas sensibles de los niveles de zinc en el organismo, que el propio zinc circulante.

Zidenberg-Cherr (1988b) en estudios realizados en ratas en el dia 14 de gestacion, han
confirmado la hipotesis de que el consumo de etanol durante la gestacion produce una alteracion en

la transferencia materno-fetal del zinc y reduce el crecimiento fetal.

La cirrosis hepatica cursa con una alteracion en el metabolismo del zinc, presentandose un
contenido bajo de zinc sérico y hepatico e hiperzincuria. El alcohol también produce hipercincuria
por si mismo por efecto directo sobre los tibulos renales. Se considera que algunas de las
manifestaciones clinicas que se presentan en esta enfermedad, pueden estar relacionadas con un

efecto secundario de la deficiencia de zinc (Prasad 1979; Sandstead y cols., 1979).

Sargent y cols. (1974) al estudiar los efectos de la administracion agutla de etanol; no
observaron modificaciones en la excrecion de zinc en orina y en suero. Por el confran'o, Hartoma y
cols. (1977) encontraron que aumentaban los niveles de zinc en suero en alcoholicos con higados
normales o grasos. Mientras que pacientes con enfermedades hepéticas tales como cirrosis o
hepatitis, tenian disminuidos los niveles de zinc en suero ( Smith y cols.,, 1975; Hartoma y cols.,
1977). Estos datos coinciden con los de Sullivan y cols. (1979) quienes hallaron que los nivgles de
zinc en suero de pacientes con cirrosis estaban disminuidos, y seguian presentando hiperzincuria a

pesar de la administracion de zinc.
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Cuando se administra cronicamente etanol a las ratas controlando la cantidad de zinc en
dietas liquidas, no se ve alteraciones en el zinc hepatico total (Leo y cols., 1988) sin embargo la
administracion aguda de etanol aumenta el zinc en suero y la metalotionina hepatica en ratones

(Bracken y Klaassen 1987).

En sujetos alcohodlicos con cirrosis hepatica disminuy6 la absorcion de zinc, pero no en los
individuos cirréticos no alcohélicos. La concentracion hepatica de zinc disminuy6 en pacientes con
enfermedad hepatica por consumo de alcohol, al contrario de lo que sucede con los pacientes no

alcoholicos con dafio hepatico (Kiilerich y cols., 1980).

En sujetos con cirrosis alcohdlica con suplementos diarios de sulfato de zinc aument6 la
respuesta al test de hipersensibilidad cutanea retardada, sugiriendo que la deficiencia de zinc puede,
al menos parcialmente, ser responsable de disfunciones inmunologicas de la cirrosis alcohélica

(Labadie y cols., 1986).

McClain y cols. (1986) han postulado, que la hipozinquemia que se produce por consumo

de alcohol podria estar mediada por un aumento de interleukinas.
Antonson y cols. (1978), estudiaron en ratas adultas, los efectos agudos y cronicos de la
ingesta de etanol sobre la absorcion de zinc, para determinar si la malabsorcién de zinc contribuia a
las deficiencias observadas durante la ingesta cronica de etanol. Por ello determinaron la absorcion
de zinc mediante una perfusion "in vivo" en un segmento de 10 cm de duodeno y de ileon, en seis
ratas que ingieren etanol durante un mes y en sus pair-fed controles. Los segmentos fueron
“perfundidos durante 2 horas en circuito cerrado y con una velocidad de 1 ml/min. con 20 ml de
solucion salina isotonica que contenia 200 ug de zinc. Estos autores hallaron que la ingesta cronica

de etanol empeora la absorcion de zinc en el ileon, mientras a nivel de duodeno permanecid
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inalterada; no observando efectos sobre la absorcion de zinc, entre las ratas que ingieren etanol
cronicamente y las controles cuando se afiadié a la perfusion un 3 % de etanol. Este estudio sugiere
que la absorcion de zinc alterada en el ileon puede contribuir a las deficiencias de zinc asociadas con

la ingesta cronica de etanol.
5.6.2.- Efectos del etanol sobre los niveles de zinc y su repercusion en la gestacion.

Estudios realizados en mujeres adultas que no estaban embarazadas, mostraron que después
de la ingesta cronica de etanol los niveles de zinc en suero estaban disminuidos (Henderson y cols.,
1980; Gordon y cols., 1981; Flynn y cols., 1981). Segiin Wilson y Hoyumpa (1979) la disminucion
de zinc en suero podia ser debida a una disminucion en la absorcion intestinal o a un aumento del

zinc eliminado por orina o bien a ambas cosas.

El etanol puede ejercer un efecto especifico sobre el sistema de transporte del zinc, o
alternativamente inducir dafios no especificos sobre las células de la mucosa; lo cual daria como

resultado una disminucion en la absorcion de zinc (Wilson y Hoyumpa 1979).

El aumento en la pérdida urinaria puede deberse a un aumento en la cantidad de zinc en
suero, un cambio en los ligandos de uni6n al zinc, o a un efecto sobre la reabsorcion tubular renal

(Zidenberg-Cherr y cols., 1988).

En el caso de mujeres embarazadas se ha observado que si el etanol se administra de forma
cronica durante el embarazo, disminuye la utilizacion de determinados nutrientes, pudiendo
contribuir estas deficiencias al retardo en el crecimiento, siendo éste uno de los caracteres del SAF,

lo que evidencia que el alcohol ejerce efectos adversos sobre la regulacion homeostatica del zinc. En
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1981 Flynn y cols. dedujeron la existencia de una relacion inversa entre la concentracion de zinc

plasmatico maternal y la expresion del Sindrome Alcoholico Fetal (SAF) en humanos.

Assadi y Ziai (1986) encontraron bajos niveles plasmaticos de zinc e hiperzincuna en nifios
afectados de dicho sindrome. También se sabia que una deficiencia de zinc en la madre puede causar
un desarrollo anormal en el nifio (Keen y Hurley 1987). Debido a las caracteristicas similares entre el
SAF vy la teratogenicidad causada por la deficiencia de zinc, se ha sugerido que un mecanismo
esencial del SAF es una deficiencia de zinc fetal etanol-inducida (Cavdar 1983; Zidenberg-Cherr y
cols., 1988a).

Zidenberg-Cherr y cols. (1988), estudiaron el papel del zinc como nutriente sobre la
teratogenicidad del etanol; debido a que existen alteraciones similares en el SAF y en casos de
deficiencia de zinc. Para ello administraron a las ratas dietas liquidas que contenian zinc en las
siguientes cantidades: 2 pg/ml, 30 pg/ml, 300 pg/ml. Las ratas con dietas bajas en zinc
disminuyeron su ingesta de comida durante los dos tltimos dias de gestacion. La ingesta de zinc en

la dieta liquida con bajo contenido del mineral (2 pg/ml dieta) fue aproximadamente de 200 pg/dia.

Rogers y cols. (1985), en estudios anteriores, concluyeron que habia una réduccion en el
consumo de calorias en los tres Gltimos dias de gestacion. En este periodo, la permeabilidad de la
placenta al zinc es maxima y los fetos acumulan este mineral rapidamente; siendo captado el 80 %o

del zinc total contenido en el feto.

Las investigaciones realizadas por Masters y cols. (1983) ponen de manifiesto que una
cantidad alta de zinc pasa a los fetos durante los dos ultimos dias de gestacion. Ademas, observaron
que cuando se consumia etanol se originaba una disminucion en el crecimiento fetal, siendo el efecto

independiente de la ingesta dietaria de zinc consumido por la madre durante la gestacion. Este efecto
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del etanol sobre el crecimiento fetal coincide con los resultados aportados por otros autores

(Ghisham y cols., 1982; Weinberg 1985; Fisher y cols., 1985; Zidenberg-Cherr y cols., 1988) y
segun habian demostrado previamente Hurley y cols. (1971), una fugaz disminucion de zinc‘ en el
periodo critico de desarrollo fetal puede inducir anomalias fetales, crecimiento retardado y

malformaciones congénitas.

En la prole de madres que ingieren cronicamente grandes cantidades de etanol durante la
gestacion, es frecuente encontrar un crecimiento intrauterino retardado (Clarren y Smith 1978). En
contraposicion con el peso fetal, el peso de la placenta fue mayor en las crias de madres tratadas con
etanol que en sus controles (Zidenberg-Cherr cols., 1988). Esto no lo pudieron explicar por un

cambio en la retencion de fluidos de la placenta porque el % de peso seco fue similar en ambos

grupos.

Gordon y cols. (1981), previamente encontraron que el aumento de peso en la placenta en
ratas tratadas con etanol, es debido a una hiperplasia y sugieren que esto puede ser un mecanismo
compensatorio para mantener una funcion placentaria normal, o bien, atenuar alguno de los efectos
adversos del etanol sobre la funcion placentaria.

)

Jones y cols. (1981), en un estudio de absorcion "in vitro" de zinc, folato, glucosa y

aminoacidos en ratas expuestas al etanol, dedujeron que el flujo de sangre en la placenta se reduce

en las ratas que ingieren etanol antes y durante la gestacion.
La ingesta aguda y crénica de etanol en ratas prefiadas puede dar como resultado una

reduccion en el transporte de zinc a través de placenta y una disminucion en los niveles de zinc

fetales (Ghishan y cols., 1982; Suh y Firek 1982).

51



Introduccion Bibliogrdfica.

Ghishan y Greene (1983), en un estudio posterior encontraron que la suplementacion con
zinc en la dieta no corrige el defecto en el transporte placentario; sin embargo, los niveles empleados
solo fueron ligeramente superior a los considerados adecuados para el Optimo crecimiento y

desarrollo (Rogers y cols., 1985).

Estudios posteriores realizados en roedores, (Zidenberg-Cherr y cols., 1988), confirmaron
que habia una disminuci6n en el transporte de zinc hacia el feto, cuando la madre ingeria etanol, pero

esta disminucion no fue estadisticamente significativa.

Zidenberg-Cherr y cols. (1988), observaron que cuando las ratas ingieren una dieta con alto
o bajo contenido en zinc se produce tanto en los fetos de madres tratadas con etanol, como en los de
madres que no ingieren etanol, una menor calcificacion de la columna vertebral y de las falanges, al
compararlos con sus controles que no ingirieron etanol y tienen una dieta equilibrada en zinc; las
falanges posteriores fueron las que se afectaron mas severamente, posiblemente debido a que su
osificacion progresiva es mas lenta que en las falanges anteriores. Cuestionandose si el retraso
observado en la maduracion del esqueleto podria ser superado durante el desarrollo postnatal; ya
que este hecho serfa una solucién para corregir los defectos del esqueleto asociados al SAF y que

»
s
M

persisten hasta la adolescencia.

El etanol administrado cronicamente durante el embarazo disminuye la utilizacion de
aminoécidos sulfurados y de zinc, pudiendo esta deficiencia contribuir al retardo en el crecimiento
fetal. Harris (1990) determino si la administracion cronica de etanol a las ratas prefiadas altera las
cantidades de glutation, metalotioneina y zinc, en los tejidos de las madres y los fetos. Las ratas
fueron alimentadas desde el dia 5 al 19 de gestacion con dieta control "ad libitum", etanol "ad

libitum" y “pair- fed” controles.
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En el dia 19 de gestacion la glutation hepatica disminuy6 significativamente en los grupos
tratados con etanol y en los pair-fed al compararlos con las madres controles. Los contenidos de
metalotioneina hepatica fueron similares en los grupos controles y tratados con etanol, siendo
significativamente mayor en los pair-fed en comparacion con los otros dos. Los tres grupos no

difieren en cuanto al contenido de zinc hepético de las madres y de los fetos.

Keppen y Cannon (1990), estudiaron el efecto que ejercia el contenido de zinc de la dieta
sobre la severidad del SAF; para ello, administraron una dieta liquida que contenia un 15 % de
etanol, viendo el posible cambio en la ingesta de zinc sobre las crias. La mortalidad prenatal fue
mayor cuando las madres consumian alcohol con una ingesta de zinc inadecuada, debido a que el
etanol ejerce efectos adversos sobre la regulacion homeostatica del zinc y porque la deficiencia de
zinc potencia las embriopatias del alcohol. A un grupo les administraron una suplementacion de zinc
cuatro veces superior a las recomendadas, comprobandose que no fueron protectoras y manifestaron

tener un efecto adverso sobre el peso fetal y la mortalidad prenatal.

Estos resultados levaron a sugerir, que la ingesta de zinc podria ser buena durante el
embarazo, pero la suplementacion por encima de las recomendaciones dietarias, no reducen la

incidencia y severidad del SAF.

Los niveles de zinc consumidos por la madre en la dieta, no estan influidos por los niveles de
etanol en sangre. La concentracion de zinc en plasma, refleja la ingesta de zinc matema, no
encontrandose efectos del consumo de etanol, aunque en las madres que ingieren dietas con alto
contenido en zinc, el consumo de etanol tiende a disminuir las concentraciones de zinc en plasma

(Zidenberg-Cherr y cols., 1988).
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Beer y cols. (1992), estudiaron el transporte normal de zinc en la placenta humana y el
efecto del etanol sobre estos procesos; observando que el zinc es transferido lentamente a la placenta

por difusién simple. La transferencia es bidireccional y nunca se produce en contra de gradiente.

Los ligandos de union, influyen en la captacion de zinc por la placenta, sin embargo un
aumento de los ligandos de zinc, no aumenta el gradiente hacia el compartimento fetal; siendo la

transferencia normal de zinc lenta, bidireccional y dependiente de los ligandos de union.

Taubeneck y cols. (1994), estudiaron la deficiencia de zinc embrio/fetal (en el dia 12 de
gestacion), secundaria a los cambios inducidos en el metabolismo de zinc materno debidos al
consumo de etanol. La retencion de zinc hepatico en la madre fue mayor, debido a una reduccion en
la ingesta de pienso; mientras la distribucion de zinc a los fetos disminuy6. Estos resultados soportan
la hip6tesis de que se puede producir un desarrollo embriotoxico, debido a una alteracion materna en

el metabolismo del zinc.
5.7.- Metaloenzima dependiente de zinc: Alcoholdeshidrogenasa.

El mecanismo especifico por el que el feto metaboliza el etanol, ain no §e conoce. La
enzima Alcoholdeshidrogenasa (ADH), es una metaloenzima dependiente de zinc que interviene en
el metabolismo del etanol, convirtiendo el etanol en acetaldehido (Lieber 1977). La deficiencia de
zinc disminuye la actividad de la ADH y de este modo retarda la eliminacién del etanol (través y

Lopez-Tejero 1993).

Las diferentes condiciones generales que se utilizan para cuantificar la actividad de la ADH:

pH, temperatura y concentracion de sustrato, asi como el modelo de alcoholizacién cronica, pueden
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originar controversia en los resultados (Koivula y Lindros 1975; Guerri y Grisolia 1982; Messiha y
Varma 1983; Rechamin y cols., 1985; Card y Brien 1989).

* Través y Lopez-Tejero (1993), estudiaron la actividad especifica de la ADH en el estomago
y en el higado, observando que la ADH gastrica fue mayor que la hepatica tanto en ratas prefiadas
como en ratas virgenes. Sin embargo, no se detect6 actividad ADH en el higado del feto hasta los 20
dias, no apareciendo dicha actividad en el estomago. La ingesta de alcohol disminuye la actividad
especifica de la ADH en el higado en las ratas que ingieren alcohol respecto a las controles,
encontrandose una disminucion significativa en la ADH de las ratas prefiadas que ingieren alcohol
respecto a las virgenes. Por el contrario la actividad de la ADH aumenta en el estomago de las que
ingieren etanol respecto a las controles; todos estos experimentos se realizaron a pH 8.8. Cuando el
pH utilizado fue de 7.5, las diferencias entre la ADH géastrica y hepatica disminuyeron (Barona y
cols., 1987).

En diferentes modelos de higado y estdmago, especialmente en animales prefiados se ha
encontrado una disminucion en la actividad de ADH en higado y un aumento en estomago (Koivula

y Lindros 1975; Guerri y Grisolia 1982; Zorzano y cols., 1989).

Una ingesta cronica de etanol aunque no esté asociada con malnutricion (Card y Bnen,

1989; Boleda y cols., 1992; Través y cols., 1993), puede dar cambios en la actividad de la ADH.

Como la actividad de ADH en tejidos fetales es baja en higado y/o ausente en estOmago
(Sjoblom y cols., 1978; Sanchis y Guerri 1986), la desintoxicacion del etanol en los embriones en
desarrollo, puede depender de los enzimas del higado materno o de otros sistemas enziméticos; lo

cual fue descrito por Lieber y DeCarli (1970), aportando otro camino para la metabolizaciéon del
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etanol: el Sistema Microsomal Oxidativo (MEQOS), capazy de oxidar el etanol en presencia de

NADPH y oxigeno. La actividad de MEOS se incrementa después del consumo cronico de etanol.

Cunningham y cols. (1989), describieron una baja actividad del MEOS, tanto en ratas
controles como en las tratadas con etanol (6 y 9 nmol de etanol /min/mg proteina microsomal,
respectivamente). Esto también ha sido descrito por otros autores (Johansson y cols., 1988; Adachi
y cols., 1991). Usando los datos sobre la actividad de ADH y MEOS encontrados por Cunningham
y cols. (1989) y Través y Lopez-Tejero (1993), se puede asumir que la oxidacion microsomal del

etanol representa el 4 % de la actividad de la ADH en ratas virgenes.

Través y Lopez-Tejero (1993), en el estudio realizado sobre la eliminacion de etanol en ratas
prefiadas, sugirieron que en las ratas el primer paso para metabolizar el etanol no depende
exclusivamente de la actividad de la ADH gastrica, sino que tal vez intervienen una serie de factores

fisicos y quimicos, los cuales pueden ser alterados durante la gestacion y/o alcoholismo cronico.

El desarrollo de una tolerancia metabolica a la ingesta de etanol, asi como un aumento en la
eliminacion del mismo han sido aportado en distintos estudios realizados en humanos y en animales
(Israel y cols., 1979; Tabakoff 1980; Britton y cols., 1984; Lindros y cols., 1984; Wilson y cols,,
1984; Sancho-Tello y cols., 1988). Los resultados de estos estudios mostraron, que la tasa de
eliminacion después de una administracion intragéstrica e intraperitoneal, es mayor en el grupo de

los alcohdlicos.

Cuando se expresa la eliminacién de etanol por peso corporal, asi como por tasa metabolica,
la tolerancia al etanol se mostrd solo en las ratas no prefiadas tratadas con etanol,
independientemente de la via de administracion aguda de etanol. En el calculo de la tasa metabolica,

fue necesario determinar el volumen tedrico de etanol distribuido por el cuerpo. En las ratas
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prefiadas tratadas con etanol, no se encontrd tolerancia aunque la baja extension en la distribucion
del etanol (en los animales prefiados la distribucion del volumen tedrico de etanol es un 40 % menor
que en otros grupos), podria enmascarar la verdadera tolerancia en los animales prefiados tratados

(Través y Lopez-Tejero 1993).
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6.- ACIDO FOLICO.
6.1.- Bioquimica y funciones metabdlicas.

Todas las células del organismo deben su supervivencia, la posibilidad de diferenciarse y de
cumplir sus funciones especificas, al aporte continuo de folatos exdgenos (Periti 1983); puesto que
son necesarios para el metabolismo intracelular de purina, pirimidina, sintesis de ADN y replicacion

celular (Blakely 1969; Chanarin 1979).

La féormula estructural del acido folico conocido también como acido pteroilglutamico
(PteGlu,) se presenta en la figura 3. Las partes mas importantes de la molécula son un ciclo pteridina
unido por un puente metileno al acido paraaminobenzoico, que a su vez esta unido mediante un
enlace amida al 4cido glutamico. Si bien, el 4cido pteroilglutamico es la forma farmacéutica comiin
del 4cido folico, no es el principal congénere del folato en los alimentos, ni la coenzima activa en el
metabolismo intracelular. Después de su absorcion, el PteGlu; es reducido rapidamente en las
posiciones 5,6,7 y 8 a acido tetrahidrofolico (HsPteGlu;), que actuara como aceptz")r de diversas
unidades con un solo carbono. Estas unidades se fijan en las posiciones 5 6 10 del ciclo pteridina o
forman un puente entre estos 4&tomos dando origen a un nuevo ciclo de cinco miembros. Las formas
més importantes de la coenzima sintetizada de este modo se muestra en la fig. 3. Cada una

desempefia una funcion especifica en el metabolismo intracelular, que puede resumirse como sigue

(Fig. 4):

1.- Conversion de homocisteina en metionina. Esta reaccion requiere metiltetrahidrofolato

(CH;H4PteGlu) como dador de metilo y emplea vitamina B;, como cofactor.
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2.- Formacion de glicina a partir de serina. Esta reaccion requiere tetrahidrofolato como
aceptor de un grupo metileno de la serina y utiliza fosfato de piridoxal como cofactor. Se forma
5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-CHHPteGlu), un coenzima esencial para la sintesis de

timidilato.

3.- Sintesis de timidilato. El CH;H,PteGlu dona un grupo metilo al desoxiuridilato para la

sintesis de timidilato, un paso limitante en la sintesis del DNA.

4.- Metabolismo de la histidina. El CH;H,PteGlu también actia como aceptor de un grupo

formimino en la conversion de acido formiminoglutamico en acido glutamico.

5.- Sintesis de purinas. Dos pasos de la sintesis de los nucledtidos de purina requieren la
participacion de derivados del acido folico. El glicinamida ribonucledtido es formilado por el 5,10-
CH,H,PteGlu y el 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido, por el 10-formiltetrahidrofolato
(10-CHOH PteGlu). Mediante estas reacciones, los atomos de carbono en las posiciones 8 y 2,

respectivamente, son incorporados al ciclo de purina en formacion.

A
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Pteroil Monoheptaglutamato
/ 4 : N
OH 3 COOH
4 |
3
N, ¢ CH: —NH CO—NH" CIH
9 10
NeH? ! Che
YR CH:
CO— NH~ Xo7

Posicion Radical Congénere

Ns -CHs CHzHaPteGlu Metiltetrahidrofolato

Ns -CHO 5-CHOHPteGlu Ac. folinico

Nio -CHO 10-CHOHPteGlu 10-Formiltetrahidrofolato
Ns-10 -CH- 5,10-CHHPteGlu 5,10-Meteniltetrahidrofolato
Ns-10 -CHz- 5,10-CBH«PteGlu  5,10-Metilentetrahidrofolato
Ns -CHNH- CHNHHPteGlu Formiminotetrahidrofolato
Nio -CH20H CH:OHH:PteGlu Hidroximetiltetrahidrofolato

Fig. 3.- Estructuras y nomenclatura del dcido pteroilglutamico (dcido félico) y sus congéneres.
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Fig. 4.- Funciones metabdlicas de los folatos.
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6.2.- Requerimientos.

Précticamente todos los alimentos son ricos en folatos, en especial los vegetales frescos,
higado, levadura y algunas frutas. Sin embargo, la coccién prolongada destruye el 90% del
contenido de folatos de esos alimentos (Herbert 1973).

Los folatos gobiernan la sintesis de los precursores del ADN-acidos nucleicos, por ello las
necesidades de folatos del organismo estan relacionadas con la reproduccion celular que tiene lugar

en cada momento.

Los requerimientos minimos diarios en adultos son 50-100 g, que son proporcionados por
el folato de la dieta en forma de metiltetrahidrofolato y otros poliglutamatos. La mujer gestante o en
periodo de lactancia y pacientes con alto indice de renovacion celular (ej: pacientes con anemia
hemolitica), pueden requerir 100-200 pug o mas por dia. Durante la gestacion, el crecimiento tisular
incrementa enormemente. En nueve meses, un embrion de dos células se transforma en un feto de
dos billones de células, hay una rapida proliferacion de diversos tejidos maternos, incluyendo el
musculo uterino y el sistema hematopoyético, asi como el tejido placentgtﬁo y fetal. En

consecuencia, las demandas de folatos son excepcionales durante el embarazo (Hibbard 1964).
6.3.- Absorcion intestinal.
La absorcion de los folatos tiene lugar, fundamentalmente a nivel del intestino delgado

proximal -yeyunal- segin un mecanismo de transporte activo y por lo tanto, incluso contra gradiente

de concentracion, existiendo también difusion pasiva, que predomina a altas concentraciones (dosis
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farmacologicas). La absorcion puede verse afectada por la accion de algunos medicamentos y por

patologias en el tubo digestivo.

En el transcurso de la absorcion de los folatos, interviene en primer lugar la enzima folato
conjugasa que se encuentra presente en plasma y en la mayoria de los tejidos del organismo,
existiendo en grandes concentraciones en la luz intestinal y, sobre todo, en la superficie de la mucosa
yeyunal, esta enzima es pH dependiente y presenta su maxima actividad a pH 4acido. Su accién
consiste en hidrolizar y transformar en formas mas sencillas (monoglutamatos) del 50 al 60 % de los
folatos alimentarios. El siguiente paso es la reduccion por la enzima folato-reductasa de los
monoglutamatos absorbidos, dando lugar al acidodihidrofolico (DHF) el cual, posteriormente por
intervencion de la dihidrofolato reductasa, es convertido en acido tetrahidrofolico (THF). Estas

enzimas pueden verse alteradas en determinadas enfermedades o por el consumo de farmacos.
6.3.1.- Mecanismos de transporte.

El transporte por difusion pasiva es semejante en todo el intestino, no es saturable, ni pH
dependiente; su magnitud puede variar hasta cuatro veces de una persona a otra (Zettner y cols.,

1981). )

El transporte de folatos es maximo en yeyuno, tanto en hombre como en ratas y en el ileon
es del orden de 5 a 10 veces menor (Said y cols., 1987); sin embargo, los cerdos tienen un transporte

semejante en yeyuno e ileon (Reisenauer y cols., 1989).
En 1988 Said comprobd que en el ileon de ratas, el transporte de acido folico no se afect6

por inhibidores del transporte o por la presencia de 5-MTHEF, lo que indica que se realiza por un

mecanismo pasivo o poco saturable. En cambio en ratas con el yeyuno resecado, el transporte de
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acido folico en ileon podia ser inhibido y era saturable; por todo esto Said concluyd que el transporte
en ileon en estas circunstancias era semejante al del yeyuno, debido a un mecanismo de adaptacion

intestinal.

Reisenauer y cols. (1986), anteriormente, habian encontrado una adaptacion semejante en la
conjugasa que hidroliza los glutamatos en ileon. Debido a estos mecanismos apenas se produce
disminucion en la biodisponibilidad de folatos en las ratas resecadas o sometidas a un by-pass

intestinal.

Este mismo grupo detect6 otro sistema de transporte activo que era saturable, formaba parte
de los sistemas de proteinas-ligando del folato y existia a lo largo de todo el intestino delgado. La
constante de afinidad de esta proteina por el folato era de 80 nM, y esta afinidad era mayor para el

acido folico que para SMTHF, y aumentaba por la presencia de Zn, Mg 6 Mn.

Posteriormente Reisenauer (1990), constatd que una proteina-ligando también estaba

presente en cerdos.

Cuando los valores de pH estan alejados del optimo, cercano a 6, la absorcion es similar en
todo el intestino y cursa mayoritariamente por difusion facilitada, y si se tiene un pH 6ptimo cercano
a 6, al alejarse de este valor se pierde su eficacia. Esto fue comprobado por Zimmerman en 1990
quien estudio el transporte de acido folico a pH 7,5, observando que es semejante en yeyuno y en
ciego y no era transportado en contra de gradiente. En cambio si disminuimos el pH hasta 5.5 si
existen diferencias entre las dos porciones del intestino, en el yeyuno se producia el transporte en

contra de gradiente mientras que en el ciego no.
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Estas diferencias entre intestino delgado y grueso ya las habian observado anteriormente
Strugala y cols. (1985), cuando verificaron que el flujo neto de folato era de mucosa a serosa en
duodeno, yeyuno e ileon, en cambio en el colon apenas existia diferencia entre los flujos netos del

folato de mucosa a serosa y serosa a mucosa.

En lo que se refiere al transporte de los distintos compuestos relacionados de folato: acido
folico, 5-metilTHF y 10-formilTHF, no se han encontrado diferencias significativas en su transporte
intestinal a largo plazo (Bhandari y Gregory 1992). Ademas Selhub y cols. (1984) comprobaron
tanto "in vivo" como "in vitro" que el acido folico, 5-metilTHF y metotrexato inhibian entre ellos sus
transportes cuando se encontraban simultineamente en el intestino y mas recientemente Schron y
cols. (1988), han verificado esta inhibicion competitiva entre acido folico, 5-metilTHF, 5-formil THF

y metotrexato, lo que indicaria que utilizan un mismo transportador.

Los estudios realizados en intestino sugieren la existencia de un Ginico sistema de transporte
activo para el pteroilglutamico y sus analogos reducidos o sustituidos (Bhandari y Gregory 1992).
Para este sistema seria necesario el anillo de pteridina, el paraaminobenzoico y al menos un
glutamato, pero no se transportaria ni el acido pteroico, ni la tetrahidrobiopterina, una pteridina

natural que carece de p-aminobenzoilglutamato sin significado para el intestino. }

El folato para poder alcanzar el torrente circulatorio desde el lumen intestinal debe atravesar
la membrana de borde en cepillo y la membrana basolateral del enterocito, y parece ser que el
mecanismo de transporte en ambas membranas es semejante. El transporte a través de la membrana

de borde en cepillo (BBM) ha sido el mas estudiado hasta ahora (Said y cols., 1987).
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Parece ser que el transporte activo de folatos es un mecanismo dependiente del pH del
medio, y hasta hace poco se creia que el transporte se afectaba directamente por la concentracion de
Na' existente en el medio (Eilam y cols., 1981). Pero Zimmerman y cols. (1986), demostraron lo
erroneo de esta hipotesis, aunque posteriormente Said y cols. (1987) sugirieron una posible

influencia indirecta del Na” por modificacion del pH del medio.

El pH del interior del lumen 6.5-7 no es el ideal para el transporte de folatos, pero en el
hombre y en la rata en las proximidades de la membrana de borde en cepillo existe un microclima
acido con un pH cercano a 5.5, que es el Optimo para el transporte. Said y cols. (1984a) trabajando
con ratas "in vivo" observaron que el pH 6ptimo del transporte de S-metilTHF era de 6-6.3 y Selhub
y cols. (1984) trabajando con sacos evertidos de rata, obtuvieron un pH 6ptimo de 6; en cambio en
vesiculas de membrana del borde en cepillb de rata era de 5-5.5 (Gregory 1989). Estas diferencias
entre vesiculas e intestino intacto refleja el papel de la capa inmovil en controlar el pH en la

proximidad de la superficie intestinal. Este microclima acido ya existe desde la lactancia.

Eilam y cols. (1981), comprobaron que el acido folico se acumulaba en las células epiteliales
hasta 3 6 4 veces del nivel de equilibrio, y que la inhibicion del metabolismo aerdbico producia una
disminucion en la acumulacion tisular del folato y en la transferencia desde la mucosa a la capa
serosa; basandose en los estudios previos de Blair y Matty 1974, sugirieron que este efecto se
producia no directamente sobre el transporte de la molécula de acido folico, sino indirectamente a
través de la interferencia con el mecanismo responsable del mantenimiento del microclima acido en

la proximidad de la mucosa.
Posteriormente, Selhub y cols. (1984) detectaron también un efecto semejante, producido

por los inhibidores metabolicos, en el transporte de S-metilTHF. En este trabajo, Selhub postul6é un

mecanismo de transporte con una cinética de dos etapas: una rapida, durante la cual se producia la
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unién de la molécula de folato a una proteina de membrana; y otra lenta, durante la cual transcurriria

el transporte.

Zimmerman y cols. (1986), sugirieron que el transporte de folato ocurria por un mecanismo
que implicaba a una especie de folato cargada negativamente y a un cation, y las caracteristicas de

permeabilidad de ese cation afectaban al transporte.

Said y cols. (1987), utilizando vesiculas de membrana de borde en cepillo (BBMV) de seres
humanos sugirieron que el efecto producido por el pH sobre el transporte de folato podia ser debido
bien a un efecto directo en el transportador (cambiando su estado de ionizacion), pues este
~ transporte existia en ausencia de gradiente de pH y era mayor a pH 5 que a pH 7, o bien, debido a la

existencia de un intercambiador folato/OH 6 folato/H"

Schron y cols. (1988), comprobaron que un mecanismo de intercambio folato/OH yeyunal
mediaba el transporte de salida y entrada de acido folico del enterocito, y sugirié que este mismo
mecanismo era responsable del transporte de metilTHF y formilTHF. Trabajando con BBMV de
conejo observaron que en presencia de gradiente de pH, los folatos se transportaban en su mayoria
por un mecanismo sensible al acido 4,4 -diisotiociano-2,2 -disulfonicoestilbeno-sal di§édica (DIDS),
inhibidor del transporte de aniones, y que el pequefio porcentaje de transporte insensible a DIDS

podia ser un mecanismo de transporte pasivo.

Mas recientemente, Schron (1991) trabajando también con BBMYV de conejos, observo una
serie de fenomenos, que le llevaron a postular un modelo de mecanismo de transporte de folatos, en
- el que era necesario un gradiente de OH hacia fuera del enterocito, para acumular folatos en contra

de gradiente. Determin6é el pH dentro y fuera de la vesicula (BBMV) siendo los valores
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aproximados de 6.5 y 5.5 respectivamente y en estas condiciones el folato se encuentra como anion,

existiendo un intercambio folato/OH.

Para Schron un mecanismo que conste de intercambio de folato/OH puede explicar los
efectos del pH en el transporte, ademas los datos obtenidos por este autor excluyen una posible
competencia entre el OH y el folato por un mismo sitio de unién al transportador y afiade

argumentos para un transporte electroneutral de folatos a través de la membrana de borde en cepillo.

La mayoria de los investigadores llegan a la conclusion de asignar un valor aproximado de 5
uM, para la Km del transporte activo de folatos en la membrana de borde en cepillo, en ratas y en el
hombre. A concentraciones por debajo de esta Km, el transporte saturable predomina sobre la

difusion pasiva (Bhandari y Gregory 1992).

Blakeborough y Salter (1988) encontraron valores de Km mas elevados en cabras recién
nacidas, para el 5-metilTHF que para el acido folico. Asimismo observaron que, incluso a valores de
concentracion por debajo del valor de saturacion, el transporte seguia una cinética de saturacion con
el tiempo, registrandose dos fases en la representacion transporte/tiempo, una rapida y lineal en los

primeros 2 a 5 minutos, y un estado estacionario desde los 10 a los 30 minutos.

Una vez que el folato ha atravesado la membrana de borde en cepillo y esta dentro del
enterocito, pueden ocurrir dos fendmenos distintos, dependiendo del compuesto de folato
(Fig. 5), asi el 5-metilTHF sera transportado intacto por la membrana basolateral y el acido folico
puede transportarse por la membrana basolateral directamente, o sufrir una reduccion y metilacion a

SMTHFy entonces transportarse.
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PteGlu1 PteGluy ———————3* PteGlu:
PteGlus CHsHePteGlu1 ——4* CH3HsPteGlu1

Fig. S .- Transporte y reduccion intestinal del acido folico.

El transporte de folatos a través de la membrana basolateral fue estudiado por Said y Redha
(1987) y observaron que es saturable con un valor aproximado de Km de 0.6 uM, es decir nueve
veces menor que la Km del transporte por la membrana de borde en cepillo; es inhibido por

inhibidores de transporte de aniones (DIDS) y es electroneutral.

Estas caracteristicas les llevaron a la conclusion de que el mecanismo de transporte por la

membrana basolateral era semejante al que sucede en la otra membrana del enterocito (BBM).

En neonatos 'se ha descubierto otro tipo dé transporte intestinal de folatos, distinto a los
anteriores y que estd mediado por endocitosis. Las reservas de folatos en el neonato son limitadas y
dependen mucho del aporte materno, ademas las funciones absortivas estan inmaduras en el
neonato, aunque existen mecanismos que lo compensan; la absorcion de SMTHF esta fuertemente

favorecida por proteinas-ligando de folato existentes en la leche y Salter y Blakeborough (1988), han
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comprobado que estas proteinas aumentan la proporcién inicial y la cantidad total del transporte

intestinal de folato.

Estos investigadores han propuesto, que el mecanismo de absorcidon en neonatos es
semejante al de los adultos y las proteinas-ligando actuarian secuestrando los folatos en el lumen y
presentandolos a la mucosa para ser transportados. La liberacion del folato del complejo es
favorecida por el microclima acido adyacente a la mucosa, ya que en el lumen debido al pH mas

elevado, el folato esta fuertemente ligado a la proteina (Salter y Blakeborough 1988).

En la leche de mamiferos los folatos se encuentran unidos a proteinas de un 60 al 100 % y se
ha demostrado que esta unién proteina-folato apenas se disocia a su paso por el estomago. Al
parecer las proteinas-ligando de la leche podrian defender al folato de una posible degradacion por
las bacterias intestinales. El posible mecanismo por el que se absorberia el folato, en estas
condiciones, implicaria que este complejo folato-proteina fuera absorbido de forma intacta en el
ileon por endocitosis, y su lisis en el enterocito liberara el folato libre a la circulacion sanguinea
(Mason y Selhub 1988; Henderson 1990). Después del destete esta endocitosis dejaria de actuar. En
la rata neonata, la absorcion del complejo folato-proteina ocurre con mayor avidez en ileon, ya que
la endocitosis en los neonatos es mucho mayor en ileon que en yeyuno (Tani y colg., 1983; Mason y

Selhub 1988).
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6.3.2.- Factores que alteran los niveles de folatos.

El diagndstico y el manejo de las deficiencias de acido folico dependen del conocimiento de

las vias de transporte y del metabolismo intracelular de la vitamina (Fig. 6).

DIETA
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r
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CHsHaPteGlus
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G J LS

Durante el fransporte gastrointestinal, las fuentes dietéticas de poliglutamatos
del folato son hidrolizadas a monoglutamato, reducidas y metiladas, dando
CH3H4PteGlu1. En general, la deficiencia de folato se debe a 1) provisién
inadecuada de la dieta y 2) enfermedad del intestino delgado.

En pacientes con uremia, alcoholismo o hepatopatias pueden existir defectos
en 3) la concentracion plasmatica de proteinas fijadoras de folato y 4) el flujo
de CHsH4PteGlu1 en la bilis para su reabsorcién y transporte a los tejidos
(ciclo enterohepitico dei folato). Finalmente, 5) la deficiencia de vitamina B 12,
"atrapard" el folato como CH 3HsPteGlus, reduciendo en consecuencia la
disponibilidad de HsPteGlu para la sintesis de purinas y pirimidinas que es su
funcion esencial.

Fig. 6.- Absorcion y distribucion de los derivados del folato.
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Las causas del déficit de folato segin Ricomena y cols. (1986) se puede resumir segun la
tabla I:
Tabla I: Causas del déficit de folatos.

1.- Aumento de las necesidades

- Fisiolégico = Embarazo
= Lactancia

= Infancia y adolescencia

- Patolégico * Enfermedades hematologicas

= Enfermedades neoplasicas

= Cuadros inflamatorios
cronicos
= Enfermedades metabdlicas

2.- Aporte dietético inadecuado

- Dieta pobre
- Exceso de coccién en los alimentos
- Alcoholismo

- Nduseas y vomitos

3.- Absorcion defectuosa

- Enteropatias = Reseccidn intestinal
= Esteatorrea
= Esprue tropical
= Enfermedad celiaca
= Enfermedad intestinal intrinseca

= Anticonceptivos orales
- Inhibicién de las conjugasas intestinales = Anticonvulsivantes
= Otros farmacos antifélicos

- Alcoholismo
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4.- Aumento de las pérdidas

- Didlisis peritoneal
- Hemodidlisis

- Exceso de excrecion por via renal
5.- Utilizacién deficiente

- Déficit inducido por farmacos antagonistas

del dcido félico

- Trastornos enzimdticos = Hepatopatias

= Alcoholismo
6.- Condiciones experimentales

-Flujo de la perfusion
- Temperatura

- Inhibidores

- Oxido nitroso

- Farmacos

= Metotrexato

= Aminopterina
= Trimterene

= Trimetoprim (etc.)

. e
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6.4.- Deficiencias de folatos.
6.4.1.- Folatos y embarazo.

El déficit de folatos se manifiesta frecuentemente en determinados grupos de poblacion,
como son las mujeres embarazadas, las que toman anticonceptivos orales, los ancianos y los

alcoholicos.

Durante la gestacion el feto agota los folatos de la circulacion matema para satisfacer sus
propias necesidades metaboélicas lo que hace que las mujeres embarazadas tengan un alto riesgo de

ser deficitarias en folatos.

El diagnéstico de la deficiencia de folato es mas dificil en las mujeres embarazadas que en
otros individuos y los resultados son a menudo equivocos. Aunque este déficit durante la gestacion
se debe, en su mayor parte, a las demandas cada vez mayores del feto y al aporte inadecuado de
folatos a través de la dieta, también contribuyen factores externos, tales como el afcohol y la terapia

con farmacos antifolicos (hidantoinas, trimetropim, consumo previo de anticonceptivos orales, etc.).

Por otra parte, no todos los casos de déficit de folatos van a dar como primer sintoma una
alteracion megalobléstica periférica, sino que en principio se produciran cambios megaloblasticos
medulares (inicamente objetivables por medio de una puncion de la médula 6sea), y dichos cambios
generalmente no se aprecian hasta bien avanzado el parto, los casos asintomaticos a menudo pasan
inadvertidos durante la gestacion. A pesar de los medios que existen para prevenir las alteraciones

asociadas al déficit de folatos, éste sigue siendo uno de los déficits nutricionales mas comunes.
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Teniendo en cuenta el papel fundamental de los folatos en la replicacion y supervivencia
celular, es muy importante destacar que el déficit durante la gestacion, est relacionado con ciertas
complicaciones, entre las que se encuentran "abruptio placentae", crecimiento intrauterino retardado,
fetos prematuros, recién nacidos de bajo peso y malformaciones congénitas, incluyendo los defectos

del tubo neural.
6.4.1.1.- Metabolismo de los folatos durante el embarazo (Fig. 7).
Durante la gestacion, hay una disminucion de los niveles séricos de folatos, incluso cuando la

ingesta de estos nutrientes a través de la dieta es buena. Este descenso se produce como

consecuencia de varios factores (Shojania, 1984)(Tabla II):

Tabla II. Factores metabdlicos que contribuyen al déficit de folatos en el embarazo.

- Incremento del aclaramiento plasmatico de los folatos.

- Exceso de excrecion urinaria de los folatos.

- Transferencia de folatos al feto. .
- Hemodilucién. 2

- Efectos hormonales.

También existe un descenso concomitante de folatos eritrocitarios en el embarazo, aunque la

deplecion no es tan pronunciada como en el caso de los folatos séricos.

Como los folatos que penetran en la circulacion fetal no pueden volver a la circulacion

materna, se produce un acimulo de folatos a nivel placentario. Ademas los folatos se excretan por la
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Fig. 7 .- METABOLISMO DE LOS FOLATOS
DURANTE EL EMBARAZO.
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leche materna (Quist y cols., 1986), lo cual influye negativamente sobre la folatemia sérica de la

madre durante el postparto.
6.4.1.2.- Causas del déficit de folatos.

Por todo lo citado anteriormente (Tabla II), el embarazo constituye la condicion fisiologica
en la que se instaura mas facilmente una carencia de folatos, siendo ésta mas notoria conforme

avanza la gestacion.

El déficit se puede presentar como consecuencia de una amplia variedad de factores, que por
separado o en conjunto, puede desencadenar el estado deficitario. Pero fundamentalmente los

déficits se deben a:

a) Un aumento de las necesidades.
b) Una ingesta inadecuada.

¢) Una absorcion defectuosa.
a) Aumento de las necesidades.

La gestacion es un estado fisiologico en el que las necesidades de folatos aumentan de forma
considerable (Bolis y cols., 1985a; 1985b; Botella LLusia 1986, Montoneri y cols., 1988),
fundamentalmente por la rapida proliferacion celular del trofoblasto, del embrion, del feto, del utero
y del tejido hematopoyético (Fig. 8). Es importante destacar que los tejidos embrionarios, en -
general, y el trofoblasto en particular, con una proliferacion muy activa, pueden afectarse por el
déficit de folatos més precozmente y mas intensamente que el tejido hematopoyético (Bolis y cols.,

1985b).
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RAPIDA PROLIFERACION
CELULAR _
% ESTIMULACION DE
Placenta LAERITROPOYESIS
Feto \ /
"Bomba de folatos"
MOVILIZACION DE LAS
RESERVAS
DE FOLATOS EN EL ORGANISMO
MATERNO

Fig.8.- Principales causas que conducen a un aumento de las necesidades de folatos en la
embarazada.

El embarazo representa para la madre un incremento de las necesidades de folatos al

producirse una estimulacion de la eritropoyesis (Bolis y cols., 1985a).

El feto para su correcto desarrollo necesita los folatos maternos, y se comporta en relacion
con la madre como un “parasito privilegiado" (Ek 1980; Bolis y cols., 1985a). El paso de los folatos
a través de la placenta se realiza mediante un mecanismo de transporte activo, comportandose el feto
como una verdadera bomba de folatos. La placenta desempefia un papel de reservorio de folatos,

capaz de proteger parcialmente al feto de una deficiencia grave.
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A nivel del cordon umbilical, la concentracion de folatos es tres veces superior a la presente
en la sangre materna, los indices son ain mas altos en el recién nacido (concentraciones séricas 6 a 8
veces superiores) y eritrocitarias (2 veces superiores respecto a sus madres), para luego disminuir
progresivamente en el primer afio de vida (Ek 1980; Holmy cols., 1980; Baker y cols., 1981; Bolis y
cols., 1985a; Botella LLusia 1986; Moggian y cols., 1986); este hecho confirma la gran transferencia

de folatos que tiene lugar de la madre hacia el feto.

Es importante sefialar que en el curso del embarazo se produce un déficit de folatos, que
aumenta progresivamente con una rapida movilizacion de las reservas, siendo indispensable
administrar un suplemento de folatos, lo que es particularmente destacable en los casos de (Bolis y

cols., 1985a; Moggian y cols., 1986; Gonzalez de Agiiero y cols., 1990):

- Gestaciones multiples

- Gestaciones muy seguidas

- Adolescentes embarazadas
-Anemia con déficit de hierro

- Anemia hemolitica cronica

- Enfermedades neoplasicas

- Cuadros inflamatorios cronicos

-La lactancia
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b) Aporte dietético inadecuado

La alimentacion de la madre durante el embarazo es uno de los factores extrinsecos que
tiene mayor influencia sobre el crecimiento y desarrollo del feto (Gonzalez de Agiiero y cols., 1990).
Existe una dependencia del aporte exégeno de folatos (a través de la dieta), ya que el organismo es

incapaz de sintetizarlos.

Una dieta adecuada y un buen estado nutricional antes y después de la concepcion, son
esenciales para una reproduccion optima (Wickham y cols., 1983). Hibbard en 1964 sefiala que en
las mujeres que tienen déficits dietéticos subclinicos antes del embarazo, las reservas de folatos se

consumen rapidamente cuando sobreviene la gestacion.

Bower 'y cols. (1985) sefialan la hipotesis de que un déficit de folatos al comienzo del

embarazo esta asociado con una mayor incidencia de nifios con defectos del tubo neural.
¢) Absorcion defectuosa :

Todas aquellas afecciones que pueden alterar el normal funcionamiento del intestino delgado
y las resecciones intestinales, cursan siempre con un déficit de folatos. Este déficit puede deberse
bien a que la absorcion de los folatos esté disminuida (malabsorcion intestinal) o bien a alteraciones

en la utilizacion de los mismos.

La absorcion de los folatos es el indice mas sensible para conocer la funcion de la absorcion

intestinal (Chanari y Bennett 1962). Alteraciones pequefias en la absorcion combinadas con el
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aumento de las necesidades del embarazo, conduce a un balance negativo de folatos. Dichas
alteraciones forman parte de un circulo vicioso, ya que un déficit primario de folatos causa
alteraciones en el desarrollo y funcion de la mucosa intestinal, los cuales a su vez limitan la absorcion

y agravan el estado deficitario (Ricomena y cols., 1986).

Déficit de folatos

Alteraciones en la
absorcion intestinal

Durante la gestacion, la absorcion intestinal de folatos estd disminuida (Hibbard y cols.,
1970; Karlin y cols., 1977; Bolis y cols., 1985a; Navarrete y cols., 1990) debido a‘que se origina un
edema de la mucosa intestinal, como consecuencia de las altas concentraciones de progesterona

sanguinea.
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6.4.2.- Acido félico y alcohol.
6.4.2.1.- Efectos del alcohol sobre el metabolismo del folato.

La ingesta de alcohol ejerce numerosos efectos toxicos sobre el metabolismo celular, que
con el tiempo pueden causar dafios en la proliferacion rapida de los 6rganos, en los tejidos y en los
huesos, dando como resultado defectos en la morfologia y replicacion celular. Esto se manifiesta
clinicamente por macrocitosis, megaloblastosis, anomalias mitocondriales y alteracion de la

hematopoyesis hasta el punto de producir anemia, neutropenia y trombocitopenia.

Experimentos realizados en humanos y en animales, sugieren que en los estudios de la
toxicidad aguda del alcohol sobre el metabolismo del folato, es primordial mencionar el impacto
sobre la circulacion enterohepatica (CEHF). El alcohol bloquea la liberacion de folato desde el
hepatocito y de este modo destruye el suministro a los tejidos produciendo rapidamente un defecto

en la replicacion celular (Hillman y Steinberg 1982).

Blocker y cols. (1987), trabajando con 2 grupos de primates no humanos, sotnetidos ambos
a una dieta libre de folato hasta el extremo de producir anemia megaloblastica, tras la administracion
intragastrica de acido folico radiactivo, encontraron que en el grupo que habia estado recibiendo un
30 % de las calorias de la dieta en forma de etanol, se producia un aumento de la radiactividad en
heces y una reduccion en la excrecion urinaria del is6topo. La retencién corporal (medida por los
niveles en plasma, eritrocitos e higado) apenas se afectd por la ingesta de alcohol. Los autores
concluyeron que la reduccion en la radiactividad en orina podia ser debida a varias causas como
malabsorcion intestinal, un defecto en la circulacion enterohepatica, aumento de la retencion por

tejidos deficientes o fallo en la excrecion renal. Por otra parte, el aumento de la excrecion fecal de
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acido folico, implicaba un fallo en la absorcion intestinal o en la circulaciéon enterohepatica; sin
embargo la medida de la absorcion del is6topo mostré resultados parecidos en los monos
alcoholizados y en los controles, por lo que sugieren que el trastomo podria estar en la circulacion

enterohepatica.

Con frecuencia los alcoholicos presentan una disminucion en la ingesta de folato, bien
porque comen menos o porque disminuyen la cantidad de folato contenido en la dieta, lo cual

produce una incidencia elevada de anemia, leucopenia y trombocitopenia (Eichner y cols., 1971a).

Halsted y cols. (1971), observaron que en pacientes alcohdlicos malnutridos, folato
deficientes, la absorcion de acido folico estaba disminuida, pero se normaliz6 tras dos semanas de

abstinencia de alcohol y recuperacion nutricional.

Mas tarde en 1973, este mismo grupo observo que en pacientes alcohélicos se producia una
disminucion del transporte intestinal de acido folico, que venia acompafiada de una deficiencia de
folato, producida por una combinacion de dieta pobre en folatos unido a la ingesta de alcohol

(Halsted y cols., 1973b).

Estudios clinicos posteriores han demostrado que el alcoholismo esta asociado con diarrea y

malabsorcion de varias vitaminas hidrosolubles, incluyendo el acido folico (Mezey y Halsted 1979)

En 1980 Halsted (1980a) comprobé que la absorcion de acido folico disminuia en pacientes
alcoholicos que tenian una alimentacion inadecuada, y sugirid que la deficiencia de determinados
factores dietéticos limitaba la actividad metabélica requerida para el transporte yeyunal de acido

folico, cuando éste se encuentra a concentraciones fisioldgicas.
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Una dieta adecuada y/o suplementada con folato, puede prevenir la mayoria de los efectos
clinicos del alcohol sobre la hematopoyesis; pero el alcohol tiene efectos sobre el metabolismo del
folato "in vivo" que no se explica simplemente por una disminucion de folato en la ingesta dietaria.
Esto fue sugerido por Sullivan y Herbert (1964), quienes demostraron, que el alcohol podia interferir
en la respuesta hemétolégica tras la terapia oral y parenteral de acido folico en pacientes alcohdlicos
folato-deficientes con anemia megaloblastica. Lo que indicaria, que el alcohol inhibe

competitivamente algunos pasos metabolicos.

Pero el alcohol ademas de producir una disminucion en la ingesta dietaria afecta al balance
de folato por otros mecanismos como demostraron Eichner y cols. (1971b, 1973) al tratar a
individuos normales con una dieta deﬁcienté en folato, observando una caida gradual del folato en
suero después de un periodo de 3-4 semanas pero cuando a estos mismos individuos se les
administraba etanol hasta alcanzar niveles de alcohol en sangre de 50-100mg/100ml, sus niveles de
folato en suero disminuyeron rapidamente a valores tan bajos como 4ng/ml en 48-72 horas. Esto
sucedia permaneciendo normal el almacenamiento de folato en higado y no se asoci6 con dafio

urinario de metiltetrahidrofolato (Eichner 1973; Paine 1973).

Por el contrario, Lane y cols, (1976) estudiaron el aclaramiento plastatico de los
congeéneres de folato marcados, demostrando un rapido aclaramiento en individuos alcoh6licos con

ti» comparable al que se vio en los sujetos tratados con una dieta deficiente en folato.

Hillman y Steinberg realizaron en 1982 un estudio en un individuo normal, alimentandolo
primero con una dieta deficiente en folato y después con la misma dieta suplementada con alcohol y
- comprobaron que aparecia una correlacion, entre la disminucién de los valores de folato en suero y
el escaso suministro a los tejidos; por lo que un periodo de tres semanas con una dieta folato

deficiente originé una afeccion medular y la suplementacion con etanol precipito la eritropoyesis
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megaloblastica a los 7 y 10 dias. Cuando se retir6 el alcohol los niveles de folato en suero
aumentaron rapidamente. Seglin estos autores, el alcohol ingerido podria interferir en algin paso del

transporte de folato, desde los tejidos donde se encuentra almacenado hacia las células medulares.

Se ha descrito en los sujetos alcohdlicos un aumento en la proteina de unién al acido folico
en suero (Hines 1975), pero no existen evidencias de que este aumento afecte a la liberacion de
metiltetrahidrofolato hacia 6rganos diana como la médula 6sea. La distribucion de folato a varios
organos y especialmente la captacion de folato por el higado, no se modificaron durante los periodos

de ingesta aguda de etanol (Steinberg y cols., 1980; 1981).

Mc Martin y cols. (1989) en un estudio sobre la distribucion tisular, en ratas con dietas
adecuadas, concluyeron que el alcoholismo crénico no altera la depleccion tisular de folatos y solo

parece haber un cierto efecto del alcohol sobre los niveles plasmaticos.

En monos mantenidos con una dieta suplementada con folato y tratamiento con etanol
durante 12 y 24 meses, una inyeccion intramuscular de (H) PteGlu; disminuye la retencién hepatica
de folato y aumenta la excrecion urinaria y fecal (Halsted 1979). La absorcién intestinal de (*FI)
PteGlu; en estos animales no fue normal. El aumento en la pérdida fecal podria ser &l resultado de un’
aumento en la excrecion, o bien, de una disminucion en la reabsorcion biliar de folato (Romero
1981). El incremento en la pérdida urinaria podria ser debido a la gran cantidad de CH) PteGly,
administrada por via intramuscular. Mientras que en el hombre la ingesta aguda de etanol no tiene
aparentemente efectos sobre la distribucion de (CH) PteGlu; a los tejidos. Lane y cols. (1976) en
estudios comparativos entre individuos normales, folato-deficientes y que ingieren etanol,
encontraron en los individuos tratados con etanol un incremento en la tendencia de almacenar
1“CH3H4PteGlu1. Estos resultados llevaron a estudios posteriores sobre la utilizacion de folato por

los tejidos, especialmente sobre el impacto del etanol en la circulacion enterohepatica. Para ello,
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debido a la similitud entre la toxicidad aguda del alcohol en las ratas y la observada en ’el hombre; se
utiliz6 un modelo de rata que permitié medir exactamente la captacion, almacenamiento, liberacion y
transporte biliar. La administracién de una solucion de etanol al 10 % (100 mI/Kg), dio un valor
promedio en sangre de 150-200 mg/100 ml disminuyendo rapidamente hasta dar en suero niveles
deficientes de folato a las 48-72 horas (Hillman y cols, 1977). Los niveles de folato biliar también
descienden a pesar del aclaramiento de folato en higado (McGuffin y cols., 1975).

Previamente Johns y cols. (1961), determinaron la capacidad con que el alcohol interfiere en
la liberacion del folato marcado desde el higado a la bilis, encontrando que el alcohol altera el
transporte biliar de MTHF marcado mientras que aumenté significativamente la retencion hepatica
de folato marcado. Estos experimentos sugieren el efecto toxico del alcohol, sobre el transporte de
MTHF desde el hepatocito a la bilis. El aumento del pool intracelular de poliglutamato marcado

podria representar un efecto secundario.

Hillman y cols. (1977), estudiaron la cinética del folato utilizando varios isétopos, y
determinaron el impacto que el etanol ejerce sobre la captacion hepatica de folatos, grado de
reduccion y metilacion de los congéneres oxidados, sintesis de poliglutamatos y la liberacion del
metiltetrahidrofolato almacenado y transportado por la bilis. Los resultados mostrabah que el etanol
no tiene efectos aparentes sobre la captacion por el higado de folatos, ni sobre las tasas de metilacion
y reduccion, pues la captacion hepatica y el transporte de *CH;H,PteGlu, desde el hepatocito por

via biliar fue normal en los animales tratados con etanol.

Home y cols. (1978) usando hepatocitos aislados demostraron que el etanol marcado
~estimula la acumulacion de MTHF, por lo que postularon que el principal efecto del alcohol, podria
ser una inhibicion en el flujo de folato desde el hepatocito. Esta hipétesis fue demostrada unos afios

mas tarde por Steinberg y cols. (1981).
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En 1986 Said y Strum, trabajando con ratas a las que sometia a ingesta crénica o aguda de
etanol, llegaron a la siguiente conclusion: el etanol inhibe la absorcion de folatos en el yeyuno de
ratas cuando se encuentra en contacto con la mucosa intestinal en el momento del transporte, y el
grado de inhibicion es proporcional a la concentracion de alcohol. Este efecto inhibidor no es
especifico del transporte de folatos, y se ejerce a través de varios mecanismos: perturbacion
fisiologica de la membrana del enterocito, inhibicion del metabolismo celular y/o alcalinizacion del
"microclima acido" de la mucosa. Estos resultados demuestran que para que en ratas sometidas a
ingesta cronica de etanol, se produzca inhibicion del transporte de folatos, debe existir exposicion

simuitanea o muy reciente de la mucosa intestinal al etanol.

Mas recientemente Collins y cols. (1992), trabajaron con ratas ‘alimentadas con dietas
deficientes en folato y con albohol, durante un periodo prolongado y observaron, que en las ratas
con dieta deficiente en folato y con ingesta de etanol, los valores de retencion corporal y los niveles
plasmaticos estaban disminuidos. El consumo de etanol aumenta la incorporacion del folato marcado
en cerebro y rifidn, pero no tuvo ningin efecto en otros tejidos. En las ratas que continuaron
bebiendo etanol, pero se les cambid la dieta por otra equilibrada, los niveles de folato se recuperaron
en cuatro semanas mientras que las ratas que dejaron de ingerir alcohol pero no se'les vari6 la dieta,
no recobraron los niveles de folatos en cuatro semanas. Esto sugiere que el etanol puede tener
ciertos efectos en la retencion de folatos por el organismo, pero son de poca importancia cuando el

organismo recibe una dieta adecuada de folato.
6.4.2.2.- Efectos del etanol sobre los niveles de folato y su repercusion en la gestacion.

En los alcoholicos es frecuente encontrar deficiencias vitaminicas; siendo la mas

comun la deficiencia de acido folico (Leevy y cols., 1976). En diversos estudios, se ha podido
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comprobar que el 30-50% de los pacientes alcoholicos cronicos presentaron disminuidos los niveles
de folato en suero (Eichner y Hillman 1971; Wu y cols., 1975). Numerosos estudios han mostrado
que el etanol interfiere en la absorcion y metabolismo del folato (Halsted 1971; Hillman y Steinberg
1982; Lin y Lester 1985). Por todo esto el grupo de los alcohdlicos cronicos es el mas propenso a
presentar deficiencias de folato y es razonable asumir que esta deficiencia sera altisima en las mujeres
alcohélicas embarazadas. Ademas, los requerimientos de nutrientes aumentan generalmente durante
el embarazo para mantener el organismo y el crecimiento fetal; pero el requerimiento de acido folico
durante la gestacion excede a los de otros nutrientes y si a esto, unimos que la ingesta dietaria puede
no proveer la cantidad adecuada de esta vitamina, sera frecuente observar una deficiencia durante el

embarazo.

Las mujeres gestantes que ingieren etanol en grandes cantidades, corren un gran riesgo de
que los hijos presenten crecimiento retardado, conociéndose esto como Sindrome Alcohodlico Fetal
(Jones y Smith 1973). Experimentos realizados posteriormente indicaron que el alcohol es un agente
teratdgeno (Randall 1977; Abel 1984), pero el mecanismo por el cual ejerce sus efectos sobre el

desarrollo fetal aiin no esta muy claro.

Durante la deficiencia de folato, el etanol perturba el metabolismo y la distribucion de folato,
por lo que disminuye la actividad de uno o mas enzimas durante el periodo de organogénesis lo que

podria dar como resultado la muerte fetal (Hillman y Steinberg 1982; Halsted y Heise 1987).

Lin y Lester (1985) en estudios realizados en placenta de ratas, llegaron a la conclusion de
que el consumo de etanol durante el embarazo altera la retencion de metiltetrahidrofolato y sus
congéneres desde 50:50 a 70:30; mientras que los folatos totales permanecieron inalterados. Esto

sugiere un aumento de N°-metiltetrahidrofolato a expensas de nonmetiltetrahidrofolato.
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Posteriormente, Lin en 1988, observo la interaccion entre la deficiencia de folato y la ingesta
aguda de etanol sobre el desarrollo fetal; (Lin 1988; 1991b) para ello utilizé ratas deficientes y
suficientes en folato, administrandoles etanol por via intragastrica en el dia 11 de gestacion (%og/kg
en dos dosis cada 4 horas). Las ratas se sacrificaron a los 21 dias de gestacion para examinar el
resultado sobre el embarazo y los niveles de folato en los tejidos, encontrandose que en el plasma
materno, en el higado y en la placenta, asi como, en el higado y cerebro fetal, hay una depleccion en
los valores totales de folato, en los grupos folato-suficientes; sin embargo, el tratamiento con etanol

no afecto los niveles de folato en los tejidos.

En los grupos folato-deficientes el tratamiento con etanol produce tres veces mas muerte
fetal que en los grupos mantenidos con una dieta folato-suficiente en los que el tratamiento con
etanol no tiene efectos sobre el resultado fetal. Seglin este autor existe una relacion entre el grado de
deficiencia de folato y el efecto del etanol; siendo lo mas severo el efecto toxico del etanol sobre el

feto.

Por todo esto concluyeron, que una nutricion pobre en folato unido a un consumo
moderado de etanol en un periodo critico de organogénesis puede empeorar severamente el

desarrollo fetal.

Hasta 1991 se tenia la teoria, de que la ingesta aguda de etanol durante el desarrollo
embrionario empeora temporalmente el transporte de folato placentario, lo que puede llevar a los
tejidos embrionarios a un periodo transitorio deficiente en folato, pudiendo producir muerte fetal. Es
logico esperar que una deficiencia de folato unido a la ingesta de etanol puede disminuir la absorcion
de folato por el tejido feto-placentario; pero los estudios realizados por Lin en 1991 no apoyaron

esta hipotesis (Lin 1991a).
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Lin en 1991 estudio el efecto que ejerce el tratamiento agudo del etanol unido a una dieta
deficiente en folato sobre la transferencia de folato materno-fetal, para explicar la-hipdtesis de que el
efecto toxico del etanol sobre el feto durante periodos deficientes en folato empeora la transferencia,
para ello las ratas fueron alimentadas con dietas deficiente en folato (0.2 mg/Kg) y dietas con
suficiente folato (2mg/Kg) durante las 11 semanas anteriores a la gestacion y hasta el dia 11, donde

fueron sacrificadas.

En el dia 11 de gestacion un grupo de ratas fueron tratadas con etanol (2.5 g/Kg de peso
corporal) y el otro con una solucion isocalérica de sacarosa, seguidamente se les administro *H-
folato (2 nCi/100 g de peso corporal) a los 120 min. Pasados 90 min, se extrae la sangre materna y
los tejidos feto-placenta. Los niveles de folatos y el tratamiento con etanol no tuvieron efectos sobre
la distribucién de *H-folato en la circulacion materna. Sin embargo, contrariamente a la hipotesis
sostenida hasta el presente estudio, se increment6 la captacion de *H-folato por los tejidos feto-
placenta en las ratas deficientes en folato y tratadas con etanol, indicando que la transferencia
placentaria de folatos no se empeora por el tratamiento con etanol. Debido a que para mantener
surtido al embrion de una cantidad suficiente de folato la placenta debe trabajar mas eficientemente
en la direccion de transferencia al feto para igualar la reduccion de los niveles de folato circulantes.
De este modo parece razonable asumir, que en los tejidos feto-placenta folﬁto—deﬁcientes
encontremos un aumento en la absorcién de *H-folato y el tratamiento con etanol hace que la
captacion de *H-folato por el tejido feto-placenta sea menor en los grupos folato-suficiente que en

los folato deficientes.
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IL- OBJETO.

Los hijos de madres alcohdlicas nacen con una serie de anomalias debidas a los efectos
negativos que el etanol ejerce sobre el desarrollo fetal y postnatal, definido por Jones y Smith en
1973 como Sindrome Alcohdlico Fetal (SAF) y que se manifiesta por una disfuncién del SNC,

dismorfia craneofacial y crecimiento retardado.

Diversos experimentos realizados en animales y hombre indican que el etanol es un
importante teratogeno, pero el mecanismo por el cual ejerce sus efectos sobre el desarrollo fetal atin

no esta muy claro.

Una de las posibles causas de este sindrome es el estado nutricional, ya que la ingesta de
etanol durante la gestacion puede afectar al estado nutricional materno, influyendo en la
biodisponibilidad de nutrientes esenciales para el feto, entre los que estarian incluidos el zinc y el
acido folico. De hecho, algunos autores afirman que el etanol disminuye los receptores placentarios
para el acido folico, lo que afectaria negativamente en la transferencia placentaria del mismo desde la
madre al feto y otros autores constatan, que la ingesta aguda o crénica de etanol én ratas prefiadas,
puede dar como resultado, una reduccion en el transporte de zinc a través de la placenta y una

disminucién en los niveles de zinc fetales.
El zinc y el acido folico son cofactores esenciales que intervienen en la sintesis de ADN y

RNA y en la division celular, por lo que la deficiencia transitoria de zinc y/o acido folico durante el

periodo critico de embriogénesis impide el desarrollo y produce malformaciones fetales.
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Objeto.

Existen numerosos estudios acerca de las alteraciones que produce la ingesta cronica de
alcohol durante el embarazo sobre el crecimiento, desarrollo y nivel de mortandad postnatal en los
hijos de madres alcoholicas (Clarren y Smith 1981; Kaminski y cols., 1987) y en las crias de animales
de distintas especies (Abel 1980; Randall y Riley 1981, Lopez-Tejero y cols., 1989). Sin embargo,
son muy pocos los estudios que describen las alteraciones gastrointestinales, a pesar de que un buen
estado nutricional, que incluye la ingesta de alimentos y la capacidad gastrointestinal sea fundamental
para el desarrollo postnatal. Actualmente se sabe que la ingesta de etanol produce alteraciones
gastrointestinales en mamiferos adultos (Barona y cols., 1974; Perlow y cols., 1977; Beck y Dinda
1981; Raul y cols., 1982), pero esto es dificil extrapolarlo a fetos o crias de madres que ingieren

etanol.

La ultima fase del periodo prenatal, es critica y vulnerable para el feto y en ella se detecta un
programa genético encargado de que aparezcan las diferentes enzimas del intestino delgado (Baley y
cols., 1964; Corring y cols., 1982; Hamosh 1982) lo que sera determinante para el desarrollo de la

funcion digestiva, que es claramente necesaria para la alimentacion y supervivencia postnatal.

Recientemente se ha comprobado que la ingesta de alcohol durante la lactancia produce en
las madres una disminucion en la produccion y eyeccion de leche y en las crias disminuye la
intensidad, frecuencia y duracion al mamar, lo que ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento y

desarrollo postnatal.
Por todo ello nos propusimos estudiar en primer lugar, algunas anomalias macroscopicas en

las crias, indicativas del efecto del alcohol sobre el crecimiento, como son: el peso corporal, peso del

“ cerebro, peso del higado y longitud intestinal.
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En segundo lugar, con la finalidad de observar los efectos que la ingesta de etanol produce
sobre la biodisponibilidad de zinc y acido folico, determinamos los niveles de estos nutrientes en
leche y en suero materno y de las crias. Asi, como la ingesta calorica solida y liquida y la evolucion

de los pesos en las madres y las crias durante la lactancia.

En tercer lugar, determinamos la absorcion de zinc y acido folico en yeyuno e ileon en las

crias a los 21 dias del nacimiento.
En cuarto lugar, valoramos la actividad del enzima Alcoholdeshidrogenasa hepatica.
Por 1ltimo, hemos querido determinar, si la suplementacion de la dieta con acido folico y

aminoécidos durante el embarazo y la lactancia unido a la ingesta de etanol, modifica los parametros

citados anteriormente.
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IIL- MATERIALES Y METODOS.
1.- DISENO EXPERIMENTAL.

El disefio experimental utilizado en animales que ingieren etanol se muestra en la figura 9 y
en la figura 10 se muestra el disefio experimental utilizado en los animales que ingieren etanol y una

dieta suplementada.
2.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentacion utilizados han sido ratas blancas machos y hembras (raza
Wistar albina), con un peso medio inicial de 250 g, procedentes del Servicio de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. Los animales se distribuyen en
grupos de cinco en jaulas de plastico que se encuentran situadas en una habitacion aireada y

termorregulada a 21°C con fotoperiodos controlados de 12 horas.

Partiendo de los grupos iniciales, indicados anteriormente, se procede a realizar la técnica de
alcoholizacion siguiendo el método descrito por Hajjar y cols. (1981), que consiste en un periodo de
induccion durante cuatro semanas sucesivas en las que se mezcla etanol en el agua de bebida a
diferentes concentraciones desde el 5%, 10%, 15% y 20%, manteniéndolas con el 20% durante un
mes. El 20% es el porcentaje maximo con el que hemos comprobado que la reproduccion se

produce con relativa normalidad.

Posteriormente los animales fueron apareados, para obtener las crias hijas de padres

alcoholicos. Después del apareamiento, las madres prefiadas se alojan en jaulas individuales,
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manteniéndolas asi durante el periodo de lactancia (21 dias). Durante todo este tiempo las madres
ingieren etanol al 20% (Fig. 9). El mismo proceso se realizd con los grupos de madres que ingieren
etanol a las que se les suplementa la dieta con diversos nutrientes, desde el apareamiento hasta el

final de la lactancia (Fig. 10).

Todos los animales fueron pesados semanalmente; asi mismo se les controld la cantidad de

pienso y la bebida consumida durante el tiempo que durd el experimento.
3.- DIETAS UTILIZADAS.

Se ha utilizado pienso comercial (Dieta de mantenimiento Rata-Raton IPM-R20 LETICA,
S.A), elaborado de acuerdo con la composicion de la Tabla IIL. Esta dieta fue administrada al grupo
control y al grupo tratado con etanol.

Tabla IL.-

Andlisis quimico: Vitaminas mg/kg:
Humedad méaxima 9% Vitamina A (UI/Kg) 9.000
Proteina bruta 16 % Vitamina D5 (UI/Kg) 1.000
Grasa bruta, minimo. 3% Vitamina E, X-tocoferol. t 50
Fibra bruta, maximo. 5% Vitamina K3, menadiona. 1.2
Cenizas, mixima. 5% Vitamina B,, tiamina 7.5
Calcio, minimo. 0.80 % Vitamina Bz, riboflabina. 6.0
Lisina, minima. 0.70 % Vitamina B, piridoxina. / 5.0
Meteonina + cisteina, maxima. 0.50 % Vitamina B,,, cianocobalamina. 25.0
Fésforo, minimo. 0.65 % Vitamina PP, 4c. nicotinico. 30.0
Cloruros, maximo. 0.60 % Acido pantoteico. 15.0
Energia metabolizable (Kcal/kg) 2900 Colina 750
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Oligoelementos mg/ Kg:

Manganeso 40
Z 30
Hierro 25
Cobre 10
Iodo 0.76
Cobalto 0.44

Al tercer grupo experimental se le ha administrado una dieta suplementada con L-

aminoacidos definidos y 4cido folico de la casa comercial DYETS. INC. (Tabla IV).

Tabla IV.-

Aminoacidos g/Kg
L-Alanina 3.5 L-Histidina 3.3  L-Serina 3.5
L-Arginina 11.2  L-Isoleucina 8.2 L-Treonina 8.2
L-Asparagina 6 L-Leucina 11.1  L-Triptéfano 1.74
L-Acido aspartico 3.5 L-Lisina HCI 144  L-Tirosina 3.5
L-Cistina 3.5 L-Metionina 82 L-Valina 82
L-Acido glutamico 35 L-Fenilalanina 11.6  Total L-Aminoacidos 171.44
Glicina 233  L-Prolina 3.5  Energia metabolizable (Kcal/Kg) 3900
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Sales minerales mg/Kg Vitaminas mg/Kg:

Carbonato calcico 14.6 Vitamina B;, tiamina 6
Fosfato calcico, bibasico 0.2 Vitamina B,, riboflavina 6
Cloruro sédico 124 Vitamina B, piridoxina 7
Fosfato potasico, bibasico 17.2 Niacina 30
Sulfato magnésico, anhidrido 2.4 Pantotenato calcico 16
Sulfato magnésico, monohidratado 0.2 v 8
Citrato férrico 0.6 Vitamina B, 50

{ Vitamina A (UIKg) 9.000
Cobre 27.7 Vitamina D; (UI/Kg) 1.000
Iodo 0.4 Vitamina E 50
Selenio 0.4 Menadiona 0.8
Fluor 1 Biotina 0.02
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Fig. 9.- DISENO EXPERIMENTAL EN ANIMALES QUE
INGIEREN ETANOL.
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Fig. 10.- DISENO EXPERIMENTAL EN ANIMALES
QUE INGIEREN ETANOL Y UNA DIETA
SUPLEMENTADA.
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4.- TECNICAS ANALITICAS.
4.1.- Técnica de absorciéon "in vivo''.

La absorcion intestinal se ha medido mediante la técnica de absorcion "in vivo" descrita por
Ponz y cols. (1979), en la que se estudia la absorcion en un segmento del intestino delgado, aislado
por canulas conectadas a un sistema de perfusion que bombea la solucion a absorber, mediante una
bomba peristaltica, a lo largo del asa intestinal. La zona donde se ha realizado la perfusion ha sido el

yeyuno e ileon distal.

La cantidad de sustrato absorbido se calcula por diferencia entre la cantidad contenida en el
liquido a la entrada del intestino y la contenida en el liquido efluyente, referida al tiempo de

absorcion, al peso de tejido fresco, al peso de tejido seco y a la superficie de absorcion elegida.
4.2.- Descripcion del dispositivo experimental.
El trabajo se ha realizado en una vitrina mantenida a temperatura aproximada de
28-30 °C, mediante un sistema de calefaccion regulable; en el interior de la misma ‘Se encuentra una
camilla calentada por una manta eléctrica, para evitar el descenso de temperatura corporal

provocado por la anestesia.

El sistema de perfusion consta de los siguientes elementos, segin se muestra en las figuras

11y 12:

- Reservorios que contiene la solucion a perfundir.

- Tubos de plastico flexible por el que circulan los liquidos.
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- Bomba peristaltica (GILSON Mod. Minipuls 2) que impulsa el liquido a una velocidad
constante de 3 ml/min.

- Bafio termostéatico ajustado a la temperatura adecuada para que el liquido penetre en el
intestino a temperatura fisiologica.

- Cénulas de entrada y salida de liquido, ligadas a cada uno de los segmentos del intestino

delgado a perfundir.
4.3.- Realizacion de los experimentos.

Transcurrido el periodo de lactancia (21 dias desde el nacimiento), los animales se anestesian
con uretano al 10%, mediante inyeccion subcutanea a razén de 1 ml por cada 100 g de peso. El
grado de anestesia se controla por la observacion de los reflejos corneales y 6culo-parpebrales. Tras
laparotomia media mediante la que se seccionan los diversos planos musculares se penetra en la
cavidad abdominal. Se ligan los vasos sanguineos del mesenterio que irriguan la zona donde va a
realizarse el corte. Se introducen a través de un pequefio corte en la pared intestinal las canulas de

entrada y salida del liquido de perfusion.
La canulacion se ha realizado segiin los siguientes esquemas:
- Perfusion del yeyuno (Fig. 11); la canula de entrada A esta
situada a 2 cm del asa de Treitz, y la de salida B a 14 cm de A.

- Perfusion del ileon distal (Fig. 12); la canula de entrada A esti a 14 cm de la
~ de salida B que se encuentra al final del ileon.
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Fig. 12.- ESQUEMA DE PERFUSION
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Se reintroduce el asa intestinal en la cavidad abdominal y se conectan las dos cénulas al
sistema de perfusion. Posteriormente, se procede a lavar el intestino con suero fisiologico durante 10

minutos, hasta que el liquido recogido aparezca claro y transparente.

Seguidamente procedemos a la perfusiéon en circuito cerrado de las soluciones en estudio
durante 5 minutos cada una, siendo la velocidad de perfusion 3 ml/min, tomando como tiempo cero

cuando la solucién a perfundir sale de manera continua.

Transcurrido este tiempo se interrumpe la perfusion de la solucion y se recoge todo el
liquido contenido en el sistema mediante paso de aire. El volumen inicial de solucion perfundida fue
del0 ml y se comprobo por pesada tanto el volumen inicial como el final, siendo la diferencia entre

ambos equivalente al volumen de solucion absorbida.

La temperatura rectal del animal se mantiene con un valor constante de 37-38°C, durante

todo el proceso experimental.
4.4.- Determinacion de acido félico "in vivo''.

Se ha utilizado como liquido de perfusion una solucion de NaCl 0.9 % con acido folico a
diferentes concentraciones. El liquido de perfusion contenia el acido folico marcado con 4cido folico
frio en cantidad adecuada para obtener las siguientes concentraciones: 0.25, 0.5, 1, 1.5, 25 uMy

una cantidad de radiactividad de 10 . Ci.
En el mismo animal, realizamos absorciones sucesivas de 5 minutos cada una. Se trabajé con

perfusion en circuito cerrado, siendo la velocidad de 3 ml/min. y con recogida total del liquido de

perfusion al final de cada periodo de absorcion.
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La longitud de intestino perfundida es aproximadamente 14 cm y el protocolo de trabajo que
se ha seguido en todos los casos ha sido idéntico, perfundiendo siempre de menor a mayor

concentracion de acido folico.

Después de cada absorcion, se deja un intervalo de 5 minutos pasar solucion salina
fisiologica (SSF) por el asa intestinal con el fin de eliminar los restos de liquido de la perfusion

anterior,

En los experimentos realizados con acido folico, la pauta de perfusion fue la siguiente:

1.- Acido folico 0.25 uM con un tiempo de perfusiéon de 5 minutos.
2.- Vaciado del asa, con paso de SSF durante 5 minutos.
3.- Acido folico 0.5 uM con una perfusion de 5 minutos.
4.- Vaciado del asa, con paso de SSF durante 5 minutos.

Asi sucesivamente para todas las concentraciones ensayadas, en orden creciente de

1
Ly

concentraciones.

Durante todas las perfusiones se control6 la temperatura del liquido a la entrada de las asas
intestinales, que fue de 37 °C, mediante un bafio termostatico interpuesto en el circuito, que se

reguld a una temperatura aproximada de 45 °C.
El volumen inicial en cada perfusiéon fue de 10 ml, comprobando por pesada tanto el

volumen inicial como el final. Una vez terminada la perfusion, se determina el perimetro intestinal;

colocando un hilo en forma de anillo sobre el asa intestinal mientras se hace pasar SSF y midiendo
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posteriormente la longitud de éste hilo. A continuacion se sacrifica al animal, se extrae el asa
intestinal y se determina por pesada en fresco el tejido intestinal correspondiente al segmento
perfundido; después se introduce en una estufa a 100 °C y a las 24 horas se vuelve a pesar

obteniéndose el peso seco.

Los liquidos de perfusion contenian el 4cido folico marcado con el acido folico inerte, en la
cantidad adecuada para obtener la concentracién y radiactividad deseadas en la solucion de

perfusion.

La concentracion final del sustrato en el liquido efluyente, se determind tomando alicuotas
de la solucion y comparando las desintegraciones por minuto finales en relacion con las iniciales-

patron:

dpm — problema

C,=C, -
dmp — patron

Siendo:

C¢= Concentracion final.
C;= Concentracion inicial.
dpm = Desintegraciones por minuto.

Todas las determinaciones fueron hechas por duplicado en un contador B de centelleo
liquido Betamatic I (Kontron) y en un intervalo de tiempo de 2-6 horas, para evitar los problemas de

quimioluminiscencia.
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4.5.- Determinacion de zinc "in vivo''.

Se han ensayado para el calculo de la absorcion intestinal distintas concentraciones de una

solucion Tyrode que contenia ClZn : 25, 50, 75, 150, 500 uM.
El protocolo de trabajo seguido ha sido idéntico al citado anteriormente para la absorcion de
acido folico "in vivo", se ha utilizado la misma velocidad de perfusion y las mismas condiciones

experimentales, excepto la solucion a perfundir cuya composicion se indica en la Tabla V:

Tabla V.- Composicion de la solucion Tyrode g/l.

Cloruro sédico 7.36
Cloruro potasico 0.2
Cloruro célcico dihidratado 1.36
Glucosa 1.36
Hepes acido , 24
Hepes basico 13
Cloruro de zinc 0.068

4

Obtenido el liquido de perfusion se determina la cantidad de znc por Espéctroscopia*de

Absorcion Atomica (Perkin Elmer, modelo 3100).

Tabla VL- Parametros instrumentales:

Longitud de onda 213.9

Stit 0.7

Llama aire-acetileno
Intensidad limpara 10 mA
Rango lineal 0.0-1.0 mg/1
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Durante todo el experimento se utilizd agua purificada en Milli-Q (Millipore-corporation).
Para realizar la preparacion de la disolucion estandar 1g/l de Zn (Perkin-Elmer, 1993) se disuelve
zinc metal en CIH concentrado y se diluye con CIH 1 % (V/V). A partir de esta disolucion estandar,
se preparan por dilucion diferentes disoluciones de concentraciones de zinc perfectamente

conocidas: 0.005, 0.10, 0.20, 0.50, 0.70, y 1.00 mg/L.

Una vez medida las absorbancias de las mismas, el método es totalmente lineal, obteniéndose

la siguiente recta de calibrado:

y=0.0028 (+0.00152) + 0.1296x (0.00279) r=0.9991

El limite de deteccion, definido como la concentracion del elemento igual a la serie del
blanco mas tres veces la desviacion estandar del mismo, puede calcularse segun el método de Miller
y Miller (1993). Para ello la desviacion estandar de la regresion se iguala a la desviacion estandar del
blanco y la ordenada se toma como serial del blanco. El limite de deteccion para el zinc es de 0.0352
p-p.b. Para determinar las ppm de zinc en los liquidos de la perfusion, se diluyen y $e cuantifican por

calibracion externa.
4.6.- Estudios en la leche materna.

Sobre el dia 21 de lactancia las crias fueron retiradas de la madre durante un periodo de 180
min. Para obtener el maximo contenido de leche sin modificar las condiciones fisiologicas con

anestesia y hormonas, la madre fue decapitada y posteriormente por una técnica manual con masaje

alrededor del area de la glandula mamaria se procede a la obtencion de leche (Llopis y cols., 1989).
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4.6.1.- Determinacion de acido félico en leche.

Se determina madiante un autoanalizador de quimioluminiscencia (ACS) usando un método
competitivo en el cual la muestra compite con el acido folico unido al éster de acridinio (sustancia
luminiscente) por la unidén a un anticuerpo acoplado covalentemente a particulas paramagnéticas.
Una vez completada la reaccion inmunolégica se procede a la separacion de las fases mediante un
iman utilizando como fase solida particulas paramagnéticas. A continuacion el éster de acridinio
reacciona con H;O y NaOH produciendo energia luminica que se mide en unidades relativas de luz
(RLU) y es inversamente proporcional a la concentracion de acido folico de la muestra (Enguix y

cols., 1992).
4.6.2.- Determinacion de zinc en leche.

Para realizar la determinacion analitica utilizamos el método de Villa y cols. (1990)
modificado por nuestro grupo.

Partimos de un extracto de leche y afiadimos 1 ml. de 4cido nitrico al 60 % (para destruir la
materia organica). Calentamos las muestras a 50 °C durante 45 min. y las dejamos a temperatura
ambiente 2 dias hasta procedér a su analisis. Las muestras se diluyen 1/5 en H,O desionizada y se

determinaron por Espectroscopia de Absorcién Atémica.
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4.7.- Estudios realizados en suero.
4.7.1.- Determinacion de acido folico en suero

A los 21 dias del nacimiento las crias fueron pesadas y anestesiadas con uretano al 10% a
razon de 1 ml por cada 100 g de peso. La sangre se extrae por puncion cardiaca y se toma un "pool"
debido al escaso volumen obtenido. Una vez extraida, se obtiene el suero, para lo cual se deja retraer
el coagulo durante 30 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se lleva a una centrifuga
(Hettich EDA 35) durante 5 min. y 2027 r.p.m.. A continuacion se separa el suero con una pipeta

Pasteur y se determina la cantidad de acido flico por Inmunoquimioluminiscencia.

El suero de la madre se obtiene de la sangre procedente de la decapitacion mediante el

mismo protocolo descrito anteriormente.
4.7.2.- Determinacion de zinc en suero

Una vez obtenido el suero por el método anteriormente citado, se determina la cantidad de

zinc por Espectroscopia de Absorcion Atémica (Perkin Elmer, modelo 3100) modalidad de llama.

Las muestras se diluyen 1/5, segiin el método convencional de Miller y Miller (1993), para la

determinacion de zinc en muestra de suero humana y se cuantifican por calibracion externa.
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4.8.- Determinacion de la actividad Alcoholdeshidrogenasa (ADH).

Se ha determinado la actividad de la Alcoholdeshidrogenasa en higado de crias lactantes
hijas de padres que ingieren etanol, segun la técnica de Repeto y cols. (1985) modificada por nuestro
grupo. Los tejidos se homogeneizan con tampon glicina-NaOH 100 mM pH=10. El homogenado se
centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 15 min. a 40 ° C. La actividad de ADH se determino en el
sobrenadante, utilizando como sustrato alcohol etilico 24.6 nM y NAD 0.5 mM como cofactor.
Los extractos se someten a 50 ° C durante 10 min. La actividad enzimitica se midi6 por
espectrofotometria, evaluando la produccion de NAD reducido a 340 nm cada minuto durante 3

minutos.

Los resultados se expresan en U/g de tejido y como actividad especifica (U/mg de

proteinas).
4.9.- Determinacion de proteinas totales.

El contenido de proteinas se determind por el método de Lowry mediante una curva

estandar de albamina.

El método de Lowry para la determinacion de proteinas totales, se basa en la reaccion de
dichas proteinas con el reactivo de Folin-Ciocalteau dando un complejo coloreado. El color se forma
debido a la reaccion del Cu®" con la proteina en medio alcalino, y por la reduccién del
fosfomolibdato por la tirosina y el triptofano presente en la proteina. La intensidad del color depende

de la cantidad de estos aminoacidos aromaticos.
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Como productos se han utilizado el sulfato de cobre pentahidratado, tartrato sodico

potasico, hidroxido sodico, carbonato sodico, reactivo de Folin y albumina.
Como reactivo se preparan las siguientes disoluciones:

Disolucion A: COsNay al 2% en NaOH 0.1 N
Disolucion B: SO,Cu 5 HO al 1 %

Disolucion C: Tartrato sodico potasico al 2.7 %
Disolucion D: 0.5 mIB + 0.5 miIC en 50 mi del A
Disolucion E: Reactivo de Folin al 50 % en H,O destilada

El reactivo de Folin es una disolucion de tungstato sddico y molibdato sodico en acido fosforico y

acido clorhidrico.

Curva patrén de albamina.- A partir de una disolucion 1 mg/ml de albGmina, preparamos

otra de 0.1 mg/ml. Y a partir de ésta se preparan una serie de soluciones de concentracion conocida

entre 0 y 0.7 mg/ml. La disolucion realizada a las muestras del homogenado ha sido 1/40.
Para el ensayo se procede de la siguiente manera:

1.- Preparamos la disolucion D y E inmediatamente antes del uso.

2.- A 1ml de cada una de las muestras (patron y problema) se le afiade 5 ml
de la disolucion D. Se mezcla y se deja durante 15-20 minutos a temperatura
ambiente.

3.- Afiadimos 0.5 ml de la disolucion E y agitamos.

4.- Esperamos 30 minutos y leemos a 750 nm.
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Para calcular las concentraciones de proteina problema interpolamos en una grafica, que

previamente hemos realizado representando concentraciones patrones frente a densidades Opticas.
4.10.- Determinacion de parametros bioquimicos.

La determinacion plasmatica de glucosa, proteinas totales y bilirrubina total, se realizo en un

analizador automatico modelo HITACHI 737.

Determinacion de glucosa: Se determind por el método de Schmidt (1961). La enzima
hexoquinasa fosforila a la glucosa formando glucosa-6-fosfato, la cual por accion de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, que utiliza como cofactor el NADP", se oxida hasta gluconato-6-fosfato. Se

cuantifica midiendo la presencia de NADPH a 340 nm.

Determinacion de proteinas totales: Se determina por el método de Biuret (Weichselbaum,

1946); en solucion alcalina, las proteinas forman con los iones de cobre
(Cu®")un compuesto coloreado cuya absorbancia se mide a 546 nm.
Determinacion de aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1): Se determina por el "método

standard optimado" de la Deutsche Gesellschaft para quimica clinica (1972). La AST (GOT) cataliza

la transferencia de un grupo amino entre L-aspartato y a-cetoglutarato, formando oxalacetato y L-
glutamato. Su determinacion se realiza acoplando posteriormente la reaccion enzimatica de la malato
deshidrogenasa que convierte oxalacetato, NADH y H' en L-malato y NAD', valorandose a 340nm
la desaparicion de NADH.
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Determinacién de alanina aminotransferasa (EC 2.6.1.2): Se determina por el "método

standard optimado" de la Deutsche Gesellschaft para quimica clinica (1972). La ALT (GPT) cataliza

la transferencia de un grupo amino desde el aminoacido L-alanina hasta el o-cetoglutarato,
formando piruvato y L-glutamato. Su determinacion se realiza acoplando la reaccion enzimatica
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) que convierte piruvato, NADH y H' en
lactato y NAD", valorandose la desaparicion de NADH a 340 nm.

Determinacion de bilirrubina total: Se determina por el método descrito por Walhlefeld

(1972). La bilirrubina reacciona con un compuesto de diazonio para dar la correspondiente

azobilirrubina. La bilirrubina indirecta es liberada por el detergente.
5.- TRATAMIENTO ESTADISTICO.
Los resultados se presentan como valores medios + el error estandar de la media. La

significacion de las diferencias entre medias se valoré mediante el test de la t de Student,

considerandose estadisticamente significativas para valores de p<0.05.
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION.

La placenta es un 6rgano multifuncional que realiza funciones analogas al sistema respiratorio,
rifiones, tracto gastrointestinal y sistema endocrino; su mision es mantener el desarrollo normal del
embrion/feto. El consumo materno de etanol durante la gestacion puede afectar a la funcion
placentaria y, por tahto, al desarrollo fetal; ya que el alcohol y/o su metabolito, el acetaldehido,
pueden llegar al embrion a través de la placenta durante la gestacion y después del nacimiento por la

leche materna.

1.- PARAMETROS MACROSCOPICOS.
1.1.- Parametros macromorfoldgicos a los 21 dias postparto.

Los resultados obtenidos indican que a los 21 dias del parto, las crias de madres tratadas con
etanol al 20 % (TE), presentan una disminucion con respecto al grupo control (GC), en la longitud
intestinal total, peso corporal y hepatico. Cuando a las ratas TE les administramos una dieta
suplementada (FE) estos valores aumentan significativamente respecto al grupo TE, aunque ¢l peso
corporal sigue siendo significativamente inferior y la longitud intestinal y los pesos de higados no
muestran variacion significativa respecto a los controles (Tabla 1). Sin embargo, cuando se expresa
la longitud intestinal referida al peso corporal, éste es significativamente mayor en las TE (p< 0.001)
y en la FE (p<0.05).
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Tabla 1. Estudio macromorfolégico de diversos pardmetros en ratas lactantes a los 21 dias

postparto. Efectos del etanol y de la suplementacicn de la dieta con diversos nutrientes.

CONTROLES ETANOL AC. FOLICO +
ETANOL
Parametros (GO (TE)
(FE)
N° de crias por camada 124+0.8 910, 7** 91+0.8#
n=14 n=14 n=14
Peso corporal (g) 39.7£2.4 18.1£0.52*b 26.7+2 3%*
n=9 n=9 n=9
Peso cerebro (g) 1.240.04 1.1£0.03b 1.005£0.01*
n=9 n=9 n=9
Peso cerebro / Peso corporal (mg/g) 30.7£0.8 56.54+1.3*% a 38.65+2.2%%
n=9 n=9 n=9
Long. intestino (cm) 49.57+0.7 40.25+0.9% a 48.3+0.9
n=14 n=14 n=14
Long. intest. / Peso corporal (cm/g) 1.79+0.02 2.4440.04* a 1.9540.07***
n=14 n=14 n=14
Peso higado (g) 0.857+0.02 0.634+0.03*,b 0.852+0.06
n=14 n=14 n=14
%
Peso higado / Peso corporal (mg/g) 31.31+0.06 39.55+1.2%a 32.41+0.6
n=14 n=14 n=14

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p<0.001 * ; p<0.01 **

Control vs Ac. Folico+Etanol: p< 0.001 * ; p<0.01 ** ; p< 0.05 ***; p< (.02 #
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.001 a; p<0.01b
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Lopez-Tejero y cols. (1989) estudiaron los efectos que el consumo materno de etanol al 25 %,
durante el embarazo, ejerce sobre las crias en el momento del nacimiento y a los 30 dias, observando
que los neonatos de madres expuestas al etanol, mostraban al nacer un retardo en el desarrollo de los
parametros intestinales (longitud y espesor), asi como una disminucion en la actividad total de la
lactasa y en el contenido de somatostatina. Sin embargo, cuando realizaron el mismo estudio‘ alos 30
dias del nacimiento, los parametros fueron similares en los tres grupos, excepto la longitud intestinal
que fue mayor que en los controles; esto sugiere una respuesta adaptativa por parte de las crias, que
les podria permitir conseguir pesos corporales similares a los controles al finalizar el periodo de

lactancia, en ausencia de etanol.

En nuestros experimentos, el peso del cerebro es menor aunque carece de significacion
estadistica, en los lactantes de madres que ingieren etanol respecto a las controles. Estos resultados
coinciden con los obtenidos anteriormente por Winick y cols. en 1973 y por Stein y Susser en 1975,
quienes observaron que los neonatos de madres malnutridas inducidas por el etanol presentan una
disminucion proporcional, no solo en el peso del cerebro y circunferencia de la cabeza, sino también
en el peso y longitud corporal. También otros autores (Lemoine y cols., 1968; Jones y Smith 1973;
Ovellette y cols., 1977, Henderson y cols., 1979; Weinberg 1984) han comprobado que los nifios
nacidos con Sindrome Alcohdlico Fetal presentan una disminucion en la talla del cerebro y en la
circunferencia de la cabeza, pero esta disminucion es proporcionalmente menor, a la disminucion en

el peso al nacer.

Posteriormente Little y cols. en 1984 y Warren y Larason en 1987, comprobaron que la
exposicion al etanol durante el tercer trimestre del embarazo esta asociada a una disminucion en el

peso del cerebro al nacer y en 1988 Bonthius y cols. han demostrado, que la incidencia de
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microcefalia, que es indicativa de una disminucién del peso cerebral, es un efecto dosis-dependiente

de los niveles de alcohol en sangre.

Nuestros resultados indican que cuando a las ratas que ingieren etanol se les administra una
dieta suplementada, no solo no se normaliza el peso cerebral, sino que incluso se hace menor, siendo
significativamente inferior que en las controles (p<0.001). Esto coincide, en parte, con los estudios
realizados en ratas por Weinberg en 1984, quien observo que a pesar de administrar a la madre una
dieta adecuada habia una depleccion en el peso corporal y del cerebro en las crias al nacer, cuando
las calorias que provenian del etanol eran iguales o superiores al 30 % del total de calorias. En
nuestro caso, a pesar de la suplementacion dietética las calorias que provienen del etanol en este
grupo son aproximadamente el 38 % durante el periodo experimental y se sigue manteniendo un
menor peso al nacer y una desproporcion en el peso corporal y del cerebro a los 21 dias postparto

(Tabla 1).

Al expresar el peso del cerebro en relacion al peso corporal (mg/g), encontramos un aumento
significativo en el grupo TE respecto al GC y FE. Sin embargo, cuando administramos una
suplementacion dietética junto con el consumo de etanol, la relaciéon aunque no se igdala, disminuye

bastante, hasta acercarse a los valores del grupo control (Tabla 1).

En las crias de madres tratadas con etanol, el peso del higado (g) disminuye al compararlas
con GC y FE; sin embargo, en este tltimo aparece una recuperacion total en el peso del higado; pero
cuando expresamos el peso del higado en proporcion al peso corporal (mg/g), observamos una
evolucion similar a la encontrada en el cerebro, ya que hay un aumento en el grupo TE respecto al

GC y FE y unos valores similares entre el grupo FE y GC (Tablal).
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El desarrollo embrion/feto es mas vulnerable al efecto toxico del etanol cuando existe una
disminucion de acido folico, como se evidencia por un aumento en la reabsorcion de fetos y una
disminucion en el nimero de fetos viables, por el tratamiento con alcohol (Lin y Lester 1985). El
mecanismo es desconocido, pero parece ser, que el alcohol tuviera un efecto antagonico sobre el
transporte de folato a la placenta. En nuestro estudio, al determinar el nimero de crias nacidas vivas
por madre (Tablal), se observa que en el grupo tratado con etanol hay una disminucion en el nimero
de crias de un 25 % respecto a las controles. Este descenso persiste aunque se suplemente la dieta
materna con acido folico, lo que indicaria que el etanol, en este caso, actuaria como antagonista en el
tratamiento de folato, evitando que el incremento de acido folico en la dieta, ejerza un efecto
beneficioso durante la gestacion sobre los fetos ya que nacen el mismo nimero de crias y con el

mismo peso (Tabla 1) (Fig. 1)
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CONTROLES
8 ETANOL
8 B AC. FOLICO + ETANOL
14
67 12
(9) N° de 10
4 _| crias 8
6
2r 4
2
0 0
Pesos al nacer Crias

Fig. L.- Numero de crias que nacen vivas y sus pesos al nacer.

1.2.- Parametros intestinales.

Al realizar el estudio de diversos parametros intestinales, en una longitud de 14 cm de yeyuno
(Tabla 2), observamos que el perimetro, la superficie, la relacion peso fresco/superficie y peso
seco/superficie, son siempre significativamente menor en el grupo TE que en GC. Ricomena y cols.
(1986), afirman que un déficit primario de folato causa alteraciones en el desarrollo y funciones de la

mucosa intestinal, y en nuestros experimentos, los valores séricos de acido folico son menores en las
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crias del grupo TE (Tabla 14). Sin embargo, al comparar el grupo FE y TE nos encontramos con
que los parametros anteriormente expuestos son aiin menores en las crias del grupo FE, a pesar de
tener unos niveles de acido folico en suero 4 veces superiores al grupo TE y GC, lo que indicaria,
que el menor desarrollo del yeyuno no se puede explicar por los resultados de Ricomena y cols.

expuestos anteriormente.

Tabla 2. Parametros intestinales en 14 cm de yeyuno.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)  AC. FOLICO + ETANOL (FE)

n=10 n=10 n=10
Pardametros

Perimetro (cm) 1.440.04 1.16£0.08 *** 1.1£0.03 *
Superficie (cm®) 19.6+0.5 16.3+1.1 *** 15.240.4 *
Peso fresco (g) 0.48+0.02 0.34+0.03 ** 0.28+0.01 *
Peso seco (g) 0.081+3.23 107 0.061+5.2 107 ** 0.052+2.4 107 *
Peso fresco/superf. (g/cm?) 0.024+6.3 10™ 0.021£1.2 107 #a 0.017£5.9 10 *
Peso seco/superf. (g/cm?) 0.0042+1.1 10* 0.0038+1.8 10 #b 0.0032+10™ *

ml H,0/g tejido. 0.83+4 102 0.82+4 107 0.8245 10°

Los resultados se expresan como la media + SEM

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.01 **; p< (.02 ***; p< 0.05 #

Control vs Ac. FélicotEtanol: p< 0.001 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.0l a; p<0.02 b
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Al realizar el mismo estudio en 14 cm del ileon distal (Tabla 3), el perimetro, la superficie, la
relacion peso fresco/superficie y peso seco/superficie, son menores en las crias que ingieren etanol
que en las controles y sin embargo, a diferencia de lo que pasa en el yeyuno, estos valores son algo

mayores, aunque no estadisticamente significativo, en el grupo FE que en el TE.

Tabla 3. Pardmetros intestinales en 14 cm de ileon.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)  AC. FOLICO + ETANOL (FE)

n=10 n=10 n=10
Pardametros
Perimetro (cm) 1.34+0.05 1.05+0.02 * 1.1320.05 **
Superficie (cm?) 18.8+0.7 15£0.5 * 16£0.37 *
Peso fresco (g) 0.38+0.01 0.28+0.02 * 0.35+0.04
Peso seco (g) 0.062+2.6 107 0.044+1.2 107 * 0.049+5.4 107 **x
Peso fresco/superf. (g/cm?) 0.02+9.1 10 0.018+7.5 102 0.02+1.6 10°
Peso seco/superf. (g/cm?) 0.0033+7.3 10° 0.0029+7.1 107 ** 0.0029+1.2 107 #
ml H,O/g tejido 0.83+6.2 107 0.84+8.7 107 0.843.6 10°

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p< 0.001 *; p<0.01 **

Contol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *; p<0.01 **; p< 0.05 ***; p<0.02 #
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: N.S.
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2.- ESTUDIO NUTRICIONAL EN LAS MADRES DURANTE LA LACTANCIA.

2.1.- Dieta solida.

Las madres del grupo TE consumen significativamente menos pienso por dia que las del grupo
control, y la comida ingerida por la madre (Tabla 4) durante el periodo de lactancia es
significativamente menor en el grupo FE (p< 0.001) que en GC y TE. El hecho de que consuman
menos pienso puede ser debido a que la dieta que ingieren presenta distinta composicion y esta
enriquecida en L-aminoacidos y acido folico y, sobre todo, contiene un mayor aporte calorico, 3.9

Cal/g, mientras que en los otros dos grupos la dieta presenta una energia metabolizable de 2.9 Cal/g.

Tabla 4. Comida ingerida (g/dia) por las madres durante el periodo de lactancia.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10
1* Semana 39.73+4 20.5+1.24 * ¢ 148419 *
2* Semana 47.7+3.7 25.724+0.67 *,b 17742 4 *
3* Semana 74.54+6.3 ' 36.28+2.6 *,a 20.5+]1 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *

Control vs Ac. Félico+Etano: p< 0.001 *

Etanol vs Ac. Folico+Etanol: p< 0.001 a; p<0.01b; p<0.05¢
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Cuando estudiamos la variacion en la ingesta de acido folico (Tabla 5), observamos que en los
tres grupos la ingesta aumenta a lo largo de la lactancia, siendo significativamente menor en el grupo
TE con respecto a los otros dos y significativamente mayor en el FE respecto al TE. Se observa que
los suplementados con acido folico en las dos primeras semanas ingieren significativamente mas
acido folico que las controles y, por supuesto, que las del grupo tratado con etanol. Sin embargo, en
la tercera semana la ingesta de acido folico en el grupo FE, aunque sea mayor que en los controles,

no tiene significacion estadistica.

Tabla 5. Consumo de dcido Jfolico contenido en la dieta materna expresada en mg de dc.
Jolico/dia. '

CONTROL (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)

n=10 n=10 n=10
1 Semana 0.079:£0.008 0.04120.0025 * a 0.118£0.015 **
2* Semana 0.095:£0.0074 0.05120.0013 * a 0.142+0.019 **
3* Semana 0.149+0.013 0.0720.0052 *a 0.164+0.008

b
:

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.05 **

Etanol vs Ac. Folico+Etanol: p<0.001 a

Al estudiar la ingesta de zinc (Tabla 6), observamos que en los tres grupos, la ingesta aumenta
a lo largo de la lactancia, siendo significativamente menor en los grupos tratados con etanol respecto

al grupo control. Sin embargo, el grupo FE presenta valores significativamente inferiores al grupo
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TE y GC debido a que los tres grupos ingieren la misma proporcion de zinc en la dieta, pero sin
embargo, el grupo FE consume menos pienso durante la lactancia que el grupo TE, y por supuesto

que el GC.

Tabla 6. Consumo de zinc contenido en la dieta materna expresado en mg de zinc/dia.

CONTROL (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO+ETANOL (FE)

n=10 n=10 n=10
1? Semana 1.240.12 0.6+0.04 *b 0.4+0.06 *
2* Semana 1.4+0.1 0.7£0.02 *a 0.5+£0.07 *
3% Semana 2.3+0.2 1.1+£0.08 * a 0.6+£0.03 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 *

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *

Etanol vs Ac. Folico+Etanol: p<0.001 a; p<0.05b

2.2.-Dieta liquida.

La cantidad de bebida ingerida (expresada en ml) (Tabla 7) durante la 1* semana de
lactancia es mayor en las ratas del grupo FE que en las TE, pero siempre menor que en las
controles. Sin embargo, en la 2% y 3* semana, las ratas que ingieren la dieta suplementada (FE),
beben menos que las del grupo TE, y el grupo control es el que ingiere mayor cantidad de
bebida. La relacion entre ingesta sélida (Tabla 4) y liquida (Tabla 7) durante las 3 semanas es

practicamente igual (1.5) en las ratas controles y TE. Sin embargo, la proporcion aumenta en
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las ratas del grupo FE (2.13), quizas debido a que la dieta suplementada produciria un aumento

en la osmolaridad plasmatica y por tanto se estimularia el centro de la sed.

Tabla 7. Bebida ingerida (ml/dia) por la madre durante la lactancia.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO +ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10

1* Semana 62.6+3.2 23.89+3.1* b 31.942 *

2* Semana 75.9+3.7 46.24+6.7 ** 40.8+1.2 *

3% Semana 104.649.7 59.43+5.42 * 2 40+2.8 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 * ; p<0.01 **

Control vs Ac. Folico+Etanol: p<0.001 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 a; p<0.05b

2.3.-Estudio de la ingesta calérica.

Durante la lactancia las ratas del grupo FE, ingieren menos calorias en la dieta solida que
las que consumen etanol, siendo estas diferencias significativas en la 3" semana. Las que
consumen etanol van aumentando la ingesta solida a medida que avanza la lactancia, pero

siempre, es significativamente menor que las controles (Tabla 8).

122



Resultados y Discusion.

Tabla 8. Consumo materno de calorias (cal/dia) derivado de la ingesta de comida solida.

CONTROL (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10
1? Semana 115.21+11.62 59.49+3.6 * 57.72+7.41 *
2* Semana 138.23+10.89 74.58+1.9 * 69.03+9.36 *
3* Semana 216.17+18.2 102.97+£7.3 *a 79.95+3.9 *

Los resultados se expresan como la media £ SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.02 a

Tabla 9. Consumo calorico por dias derivado de la ingesta materna de etanol al 20 % .

‘,

ETANOL (TE) AC. FOLICO+ETANOL (FE)
n=10 n=10
1? Semana 26.69+3.45 a 35.86+2.23
2% Semana 46.15+5.49 46.22+1.34
3* Semana 67.54+3.65 b 45.02+3.09

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.05 a; p<0.001 b
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Tabla 10. Calorias totales por dia consumidas por la madre derivadas de la ingesta de

comida sélida y liquida.

CONTROL (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10
1" Semana 115.21£11.62 86.18£7 * 93.58+9.6
~ 2* Semana 138.23+10.89 1207374 115.25+10.7
3? Semana 216.17£18.2 170.5+11 *a 124.97+£7 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol y Ac. Félico+Etanol: p< 0.05 *

Control vs Ac Félico+Etanol: p< 0.001 **

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 a

Las calorias aportadas por la ingesta de comida soélida (Tabla 8) en los grupos tratados
con etanbl representan el 64 y 62 % de las calorias totales ingeridas en el grupo TE y FE
respectivamente. En estos dos grupos, el aporte calorico que proviene del etanol (Tabla 9) son
respectivamente el 36 % y 38 % del total de las calorias ingeridas. A pesar del suplemento
caldrico que resulta de la ingesta de etanol, el aporte caldrico total (derivado de la ingesta de
comida y bebida) en los 21 dias (Tabla 10) es un 20 y 25 % menor en los grupos tratados con

etanol que en los controles. Esto repercutira en el peso de las madres durante la lactancia
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(Tabla 12) que viene a disminuir un 8 % en el grupo TE y un 12 % en el grupo FE, respecto a
los controles. En la 1* semana el consumo de calorias totales es algo mayor en el grupo FE que
en el TE, sin embargo, en la 3* semana esta ingesta es significativamente menor en las madres

del grupo FE respecto a las del grupo TE.

El hecho de que la madre no tenga una dieta adecuada juega un importante papel en el
desarrollo del Sindrome Alcoholico Fetal (Abel y cols,, 1980; 1982; 1984; 1989; 1995;
Weinberg 1985; Goad 1984). Weinberg en 1985 habia comprobado que a pesar de administrar
a la madre una dieta adecuada, aparecia una disminucion en el peso corporal y del cerebro de
las crias al nacer cuando las calorias que provenian del etanol eran igual o superior al 30 % de
las calorias totales. Otros autores (Weiner y cols. 1981; Gordon y cols. 1985), sugirieron que
cuando las calorias que provienen del etanol eran menores que el 30 % del total, los pesos
fetales de los animales en el momento del nacimiento no disminuyen significativamente, pero el
peso de la placenta aumenta; sin embargé, cuando el etanol aporta mas del 30 % de las calorias
totales ingeridas, se afecta tanto el peso de la placenta como el crecimiento fetal (Henderson y
cols. 1982; Ghishan y cols., 1982; Weinberg 1985; Fisher y cols.,, 1985; Lin 1988). Esto
coincide con nuestros resultados, ya que la ingesta caldrica que proviene del etanol en la madre
es superior al 30 % en los dos grupos y en ambos disminuye el peso de las crias en el momento

del nacimiento en un 3.6 %, con respecto al grupo control (Tabla 11).
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3.- PESOS CORPORALES DE LAS CRIAS Y DE LAS MADRES DURANTE EL

PERIODO DE LACTANCIA.

En los estudios epidemioldgicos, se utiliza el peso al nacer como posible indicador del
retardo en el crecimiento intrauterino para ver la asociacion entre el consumo de alcohol y las
lesiones fetales (Little 1989). Segun nuestros resultados, en el momento del nacimiento (Tabla
11) no existen diferencias significativas entre el peso de las crias de madres que ingieren etanol
o etanol con dieta suplementada, respecto a las controles. Estos resultados no coinciden con los
de Little (1980; 1984) y Weiner y Larson (1987), quienes afirmaron que el alcohol administrado
durante el tercer trimestre de embarazo disminuye el peso de las crias al nacer. Segin
Streissguth y cols. (1980), Buts (1992), los bajos pesos al nacer y el retardo en el crecimiento

postnatal, son las caracteristicas mas documentadas de la exposicion prenatal al etanol.

Tabla 11. Pesos corporales (g) de las crias desde el dia 1 al 21 de lactancia.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)

n=10 n=10 n=10
Dia 1 7.16£0.4 6.930.2 6.9+0.2
Dia 7 14.44+1.1 11.2840.46 *** ¢ 13.740.8
Diald 224313 15.5340.62 *b 2116
Dia 21 397424 18.120.52 *, 26.7£2.3 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p<0.001 * ; p< 0.02 ***
Control vs Ac. Folico+Etanol; p<0.01 **
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.001 a; p<0.01b; p<0.02¢
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Durante el periodo de lactancia, cada vez se observan mas las diferencias en el peso entre
los lactantes del grupo TE y los controles (Tabla 11). Al nacer las diferencias no son
significativas, pero el nivel de significacion aumenta desde la 1* semana (p<0.02), a la 2°
(p<0.01) y a la 3* (p<0.001). Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Subramanian
(1995), que encontr6 una disminucion en el crecimiento de las crias de madres expuestas

cronicamente al etanol durante los dias 5-12 de lactancia.

La ingesta cronica de etanol produce alteraciones gastrointestinales en mamiferos adultos
(Barona y cols., 1974; Perlow y cols., 1977; Becker y Dinda 1981; Raul y cols., 1982), pero

esto es dificil extrapolarlo a fetos o a crias de madres que ingieren etanol.

La altima fase del periodo prenatal es critica y vulnerable para el feto, y en ella se detecta
el programa genético encargado de que aparezcan las diferentes enzimas del intestino delgado

(Corring y cols., 1982; Hamosh 1982).

La exposicion prenatal al etanol durante la gestacion, disminuye la capacidad intestinal de
los neonatos para digerir las proteinas (Raul y cols., 1987) y disminuye la actividad de la
aminopeptidasa durante el periodo de lactancia, en las crias de ratas que habian sido expuestas
crénicamente al etanol durante la gestacion y en las que se retir6 el alcohol en el momento del
nacimiento, pudiendo esto contribuir al bajo peso de las crias lactantes, que en nuestro caso,

estaria potenciado por el efecto del etanol durante la lactancia.
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Los lactantes del grupo FE, tienen unos pesos significativamente mayores que los del
grupo TE y practicamente iguales a los controles, excepto al final del periodo de lactancia (3*
semana) que son significativamente inferiores al GC (Fig. IT). El aumento significativo del peso
a partir del dia 7, en las crias FE respecto a las tratadas solo con etanol, es debido al efecto
positivo que ejerce la suplementacion con acido folico y aminoacidos. Estos resultados
coinciden con los aportados por Gutjahr y Schmitt (1984), quienes comprobaron que en el
estudio de enfermedades gastrointestinales que acompatfian al Sindrome Alcohdlico Fetal existia
una recuperacion en el crecimiento, a lo largo de un periodo en el que se ingiere una dieta

suplementada.
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Fig. IL- Pesos corporales (g) de las crias desde el dia 1 al 21 de lactancia.
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Middagh y Boggan en 1991 concluyen, que a bajas dosis de etanol, los pesos de las ratas
expuestas prenatalmente al etanol, son comparables a los de los controles, desde el nacimiento
hasta el destete; sin embargo, al aumentar la dosis, manifiestan quedarse permanentemente mas
pequefios que los controles. Esto coincide con nuestros resultados, ya que estamos
administrando una dosis relativamente alta, el 20 %, y el peso de las crias disminuye desde el
dia 7 de nacimiento hasta el 21 en los dos grupos TE y FE, aunque en este ultimo, la

disminucioén no es significativa.

Todos los resultados obtenidos indicarian, que respecto al peso corporal, el etanol
podria ejercer un efecto mas negativo durante la lactancia que durante el embarazo, ya que en
el momento del nacimiento no hay variacion significativa entre los tres grupos estudiados. Este
efecto, puede ser debido a los efectos toxicos directos del alcohol y/o sus metabolitos y también
por la disminucion en el volumen de leche ingerido por los lactantes, ya que segln varios
autores (Ovellette y Rosette, 1977; Martin y cols, 1979; Van Dyke y cols., 1982; Subramania
1995), estas crias tienen disminuida la habilidad para mamar, presentando una menor frecuencia
e intensidad de succién y son incapaces de ejercer una presion adecuada al’ mamar (Chen y

cols., 1982; Rockwood y Riley, 1986).

Nuestros resultados indican una disminucion en la produccion de leche en los grupos
tratados con etanol durante un periodo de 180 min. en el que las crias permanecieron retiradas

de las madres (Fig. III).
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Fig. IIL.- Leche producida (ml) por las madres durante 180 minutgs.

Ademas de estos efectos sobre el lactante, en las madres que ingieren alcohol, se ha
comprobado que se inhibe, en parte, el reflejo de secrecién de prolactina en respuesta a la
succion del pezon (Surbramaniam 1995) y también estd inhibida la secrecién de oxitocina
(Cobo y Quintero, 1969; Gibbens y Chard, 1976, Wagner y Fuchs, 1978). Como consecuencia
de estas dos acciones del etanol, la hembra produce y segrega menos leche. Recientemente
Subramaniam (1995) ha observado que la leche consumida por las crias, durante un periodo de

30 minutos en el que estaban mamando, era menor en el grupo cuyas madres ingerian etanol a
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elevadas dosis. Este efecto inhibidor del etanol sobre la produccion de leche, es evidente
durante un periodo de 60 minutos cuando se administra alcohol de forma aguda, pero no mas
de 3 horas. La causa parece ser debida a que el alcohol inhibe la liberacion de oxitocina
afectando la eyeccion de leche por las glandulas mamarias. Ademas, a los 30 minutos de
mamar, los niveles plasmaticos de prolactina en ratas que consumian alcohol, estaban

disminuidos respecto a las controles.

Todos estos efectos del etanol hacen que lleguen menos sustancias nutritivas al lactante y
logicamente trae como consecuencia una disminucion del crecimiento de las crias, cuyas madres
ingieren etanol durante la lactancia respecto a las controles, haciéndose mayores las diferencias
desde el momento de nacer hasta el final del periodo experimental (Fig. II), y se refleja en el
peso corporal de las madres durante la lactancia (Tabla 12), pues mientras en GC y FE pierden
paulatinamente peso, las tratadas con etanol practicamente pesan lo mismo al comienzo de la
lactancia que al final (Fig IV), lo que indicaria un menor paso de sustancias nutritivas de la
madre a las crias a través de la leche. Asi se puede observar, que en el dia 1 las madres de

menor peso son las del grupo TE y en el dia 21 sucede lo contrario.
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Fig. IV.- Pesos corporales (g) de las madres durante el periodo de lactancia.

La mayor disminucion en el peso de las madres tratadas con FE se refleja en un aumento
en el peso de las crias, pero en el grupo TE la disminucion de pesos de las madres es menor y el

aumento en las crias es también menor.
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Tabla 12. Pesos corporales (g) de las madres durante el periodo de lactancia.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10
Dia 1 301%13.7 26347.3 ¥** 272+16.1
Dia 7 290+13.2 240+7.7 * 24777 *
Dia 14 258+12.4 23948.3 239+11.3
Dia 21 24945.02 260+7.4 a 21149.6 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.02 * ; p< (.05 %

Control vs Ac. Folico+Etanol: p< 0.02 * ; p<0.01 **

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.0l a

Lopez-Tejero y cols. (1989) y Través y Lopéz-Tejero (1993) han comprobado que la
ingesta cronica de etanol antes y durante la prefiez produce, en general, una disminucion en el
peso corporal de las madres y los fetos, mientras que en las ratas virgenes, aunque la ingesta
calorica sea similar, el efecto es menor. Estos resultados coinciden con los de otros autores

(Wiener y cols., 1981; Sanchis y cols., 1986, 1986a; Terstar y cols., 1986; 1988).
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4.- ESTUDIOS SERICOS EN MADRES Y CRIAS.

4.1.- Niveles de zinc en suero.

Al comparar los valores de zinc en suero de las madres y lactantes (Tabla 13) nos
encontramos que en el grupo control el zinc es significativamente mayor en las lactantes que en
las madres (Fig. V). En el grupo que ingiere etanol, es mayor aunque no significativamente, en
las madres que en las crias y en el grupo FE es practicamente igual en madres y crias; ya que en
situaciones de embarazo o lactancia, cantidades importantes del metal se transfieren diariamente
de la madre al feto o al lactante (Linder 1988). Como en el grupo que ingiere etanol el zinc en
suero es menor en las crias, pensamos que el etanol de alguna forma debe disminuir el
transporte de zinc por la placenta y/o leche y al pasar menos; los valores séricos de zinc son

mayores en las madres del grupo TE que en las controles.

J CONTROLES
85 ETANOL
3 \E Ac. FOLICO+ETANOL

(p.-p.m) 2

Crias Madres

Fig. V.- Niveles de zinc (p.p.m.) en el suero de las madres y de las crias a los 21 dias

postparto
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Tabla 13. Niveles de zinc (ppm) en el suero de las madres y de las crias a los 21 dias

postparto.
CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Zinc en suero n=14 n=14 n=14
Crias 1.73+0.04 1.56+£0.09 b 2.66+0.29 **
Madres 1.4+0.07 1.7+0.1* a 2.6+0.16 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El mimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.05 *

Control vs Ac. Folico+Etanol: p< 0.01 **

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< (.00l a; p<0.01b

Flynn en 1981 ya habia demostrado que los niveles de zinc en el plasma materno y
umbilical del feto eran mas bajos en las mujeres alcohdlicas. Y diversos autores (Pantwardham
y cols., 1981, Lin 1981a; 1982b Ghisham y cols. 1982; Snyder y cols., 1986) han comprobado
que las ratas alimentadas con un porcentaje de alcohol entre el 30 y 36 %:del total de las
calorias consumidas, reducen los niveles "in vivo" de transferencia placentaria de glucosa, zinc
y otros nutrientes. Sin embargo, estos resultados son al final del embarazo y los nuestros al final

de la lactancia.

Ghishan y Greene en 1983, afirmaron que la suplementacion en zinc no revierte el déficit
en la transferencia placentaria de este mineral. Segin nuestros resultados la suplementacion de
la dieta con diversos nutrientes, aumenta los niveles de zinc en suero de madres y crias

haciéndolos superiores a las controles. Pero la transferencia es menor, porque los valores de -
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zinc en las crias son solo iguales pero no superiores a los de las madres como sucede en las

controles (Tabla 13).

4.2.- Niveles de acido folico en suero.

En los tres grupos estudiados los valores de acido folico en suero (Tabla 14) son siempre
significativamente superiores en las madres que en los lactantes. Siendo siempre menores en las
madres y crias del grupo tratado solo con etanol, que en las controles y los valores mayores se
encuentran en el grupo FE. Lo que indicaria la importancia, en estos casos, del suplemento de

acido félico en la dieta (Fig. VI).
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Fig. VI.- Valores de dcido folico (ng/ml) en el suero de las madres y las crias a los 21 dias

postparto.
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Tabla 14. Valores de dc. folico (ng/ml) en el suero de las madres y las crias a los 21 dias

postparto.
CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Ac. Félico en suero n=14 n=14 n=14
Crias 13.3+£0.8 12.16+0.6 a 50.9+5.2 **
Madres 49 44+6.6 33.6+1.42 *a 90.39+6 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.05 *

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 **

Etanol vs Ac. Félico+Etanol; p<0.001 a

Goldenberg y cols. (1992), estudiaron en mujeres gestantes a las que se les habia
suplementado con folato, la relacion entre los niveles séricos materno y crecimiento fetal a las
30 semanas de gestacion, encontrando que habia una relacion significativa entre la disminucion
de los niveles séricos y el retardo en el crecimiento fetal. Sin embargo, el suple;nento con acido
folico, incrementaba el peso al nacer. Nuestros resultados, no coinciden con los de este autbr‘,
debido a que las crias del grupo FE pesan igual que las del TE en el momento del nacimiento

(Tabla 11), posiblemente por el efecto del etanol.

Sin embargo, durante la lactancia, el suplemento con acido folico hace que aumenten los
niveles séricos en las crias, haciéndose incluso superiores a las controles (Tabla 14), y de alguna
forma este suplemento debe influir en el incremento de peso corporal (Tabla 11) que se

encuentra en el grupo FE respecto al grupo tratado solo con etanol, pero sigue siendo
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significativamente inferior a los controles, lo que indicaria, que la suplementacion tiene un
efecto beneficioso sobre el peso, pero no suficiente, debido posiblemente a la interaccion con el

etanol.

De hecho Fisher y cols. (1985), en un estudio realizado en ratas, observaron que el
tratamiento cronico con etanol durante el embarazo, disminuia los receptores de la placenta
para el acido folico sugiriendo menor transferencia de este nutriente. Sin embargo,
posteriormente en 1991 Lin (1991a) concluyo que el etanol no tendra su efecto téxico por
disminuir el transporte de folato por la placenta sino que posiblemente su efecto es debido, a

que interfiere en el metabolismo del acido félico, inhibiendo distintos enzimas.

ety
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5.- ESTUDIO NUTRICIONAL EN LAS CRIAS.
5.1.- Niveles de zinc en la leche materna.

El zinc contenido en la leche (Tabla 15), es mayor en los grupos que consumen etanol
que en los controles, siendo estos valores paralelos a los niveles de zinc detectados en los

sueros maternos en los tres grupos estudiados.

Tabla 15.- Niveles de zinc (p.p.m.) en leche a los 21 dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO+ETANOL (FE)
n=10 n=10 n=10

Zinc 5748 77.5%15 97.6+9

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: N.S.

Control vs Ac. FélicotEtanol: N.S.

Etanol vs. Ac. Folico+Etanol: N.S.

Sin embargo, la relacion entre los niveles lacteos y séricos de las crias es mayor en el
grupo que ingiere etanol (49.7) que en el grupo FE (36.7) y que en las controles (32.9). Estos

resultados indican que las crias de madres tratadas con etanol captan mas zinc que las controles
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y que las del grupo FE; aunque en las crias del grupo TE la cantidad de zinc en el suero es

menor que en el grupo control y que en el FE.

La relacion entre los niveles séricos y el contenido de zinc en la leche materna, indican
que las medres del grupo TE concentran algo mas de zinc en leche (45.6) que las controles
(40.7), pero sobre todo la relacion es mas pequefia en el grupo FE. Todo parece indicar que en

el grupo FE disminuyen el porcentaje de transferencia de zinc del suero materno hacia las crias.

La biodisponibilidad del zinc en la leche de distintas especies depende del tipo de proteina
de la leche, de su digestibilidad relativa y de la cantidad de zinc potencialmente disponible de

entrar como quelato de bajo peso molecular.

En la leche existe un sustancial contenido de acidos libres que pueden actuar como

ligandos de union del zinc en la absorcion (Cousins y Smith 1980; Martin y cols., 1981).

A las ratas del grupo FE se les suministra una dieta suplementada en aminoacidos y
Kirchgessner y cols., (1976) demostraron que la disponibilidad del zinc auméntaba cuando
provenia de quelatos de aminoacidos; pero la biodisponibilidad sera mayor en el grupo FE que
en TE y en grupo control, debido a que el aumento en la proteina dietética, hace que los
enlaces entre aminoacidos actiien como ligandos para el zinc en el lumen intestinal, aumentando
la absorcion en el grupo FE y por tanto aumenta significativamente la cantidad de zinc en el

suero de las crias (Tabla 15).
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5.2.- Niveles de acido félico en leche materna.

El 4cido folico contenido en leche (Tabla 16) es significativamente menor en las ratas que
consumen alcohol que en las controles y significativamente mayor en el grupo FE; o sea,
guarda un alto paralelismo con los datos de acido folico encontrados en los sueros maternos o

de las crias en los tres grupos estudiados (Tablas 16).

Tabla 16. Niveles de dcido folico (ng/ml) en leche a los 21 dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO+ETANOL (FE)
n=14 n=14 n=14
Acido Félico 97.33+7 72+16.7 a 14549 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El numero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: N.S.

Control vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 a

Sin embargo, la relacion entre los niveles lacteos y séricos de las crias es mayor en las
controles (7.4) que en el grupo que ingiere etanol (6) y que en el grupo FE (3). Estos
resultados indican que las crias de madres que ingieren etanol captan proporcionalmente menos
el acido folico de la leche que las controles y sobre todo, pone de manifiesto, la baja proporcion

en el grupo FE. La relacion entre los niveles séricos y los niveles lacteos de los distintos grupos
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de madres, indican que las que ingieren etanol concentran algo mas de acido félico en leche que
las controles 2.1 y 1.9 respectivamente; pero sobre todo, la relacion es mas pequefia en el

grupo FE (1.6).

Todo esto parece indicar que en el grupo FE, la suplementacion es tan alta que
incluso suele disminuir el porcentaje de transferencias de acido folico del suero materno hasta
las crias, bien por disminuir el porcentaje de acido folico que pasa del suero a la leche, o bien,

por una menor utilizacién del acido folico contenido en la leche.
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6.- ENZIMAS HEPATICAS Y BIOQUIMICA SERICA.

6.1.- Valoracion de la actividad Alcoholdeshidrogenasa (ADH) hepitica en crias

lactantes.

El enzima citosolico Alcoholdeshidrogenasa (ADH), cataliza la conversion de etanol en

acetaldehido, siendo esta via mayoritaria para la eliminacion del alcohol (Lieber 1977).

En la oxidacion del etanol mediada por ADH, el H' es transferido del sustrato al cofactor
NAD", que se transforma en NADH, produciendo acetaldehido. Los productos resultantes de la
oxidacion del etanol en el higado (acetaldehido y NADH) parecen ser los responsables de la
mayoria de las lesiones producidas por el alcohol a nivel celular, bien por la accién toxica
directa del acetaldehido o bien por el aumento del cociente NADH/NAD" que modifica el
estado redox produciendo trastornos en el metabolismo de los principios inmediatos,
hipoglucemia, aumento de los niveles de lactato y juega un importante papel en el desarrollo de

afecciones hepéticas en pacientes alcoholicos (Lieber 1977).

El mecanismo especifico por el que el feto metaboliza el etanol, ain no se conoce. En los
embriones en desarrollo, la desintoxicacion del etanol, puede depender de los enzimas del
higado materno o de otros sistemas enzimaticos como Sistema Microsomal Oxidativo (MEOS)
capaz de oxidar el etanol en presencia de NADH y oxigeno (Lieber y DeCarli 1970; Través y
Lopez-Tejero 1993). La actividad de la ADH hepatica en los fetos de ratas no se ha detectado

hasta el dia 20 de gestacion (Través y Lopez-Tejero 1993).
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Existen controversias en los resultados para cuantificar la actividad de la ADH, ya que
dependera de las condiciones generales de temperatura, pH y concentracion de sustrato; asi
como del modelo de alcoholizacion crénico (Koirula y Lindros 1975; Guerri y Grisolia 1982;

Messiha y Varma 1983; Card y Brien 1989).

Hawkins y cols., (1966;1972) observaron un aumento en la actividad de la. ADH después
del consumo crénico de etanol; por el contrario otros autores (Kalant y cols., 1975; Videla y
cols., 1973; Raskin y Sokoloff 1972; DeSaint-Blanquat y cols., 1972; Siegers y cols., 1977)
encontraron que la actividad de ADH no aumentaba después de la administracion de etanol; en
algunos estudios en realidad hubo una disminucién en la actividad hepatica de ADH después de
la ingesta cronica de etanol (Brighenti y Pancaldi 1970; Lieber y De Carli 1970; Salaspuro y
cols., 1981).

En animales prefiados se ha detectado una disminucion en la actividlad ADH hepatica
(Koivula y Lindros 1975; Guerri y Grisolia 1982; Zurzano y cols., 1989), al igual que en ratas

prefiadas que ingieren etanol, respecto a ratas virgenes.

Los resultados que hemos obtenido al determinar la actividad especifica de ADH
hepatica (U/mg proteinas) en las crias a los 21 dias del nacimiento (Tabla 17), indican una
disminucion significativa en la actividad ADH en las crias: de madres tratadas con etanol
respecto al GC y FE. Sin embargo, en el grupo FE observamos un aumento signiﬁcétivo en la

actividad del enzima respecto al GC y TE.
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Tabla 17. Actividad enzimdtica de la Alcoholdeshidrogenasa (ADH) hepdtica en las crias a

los 21 dias postparto.
CONTROLES (GC) ETANOL (TE)  AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Pardmetros n=14 n=14 n=14
Peso de higado (g) 0.86+0.02 0.65+£0.035 * b 0.89+0.08
mg proteina/ml 27.97+2.48 39.34£3.27 ** a 16.06+1.24 *
U/mg proteina 0.065+0.007 0.047+0.004%%* 3 0.10320.006 *
U/g higado 2.04+0.06 2.46+0.22 ¢ 1.89+0.17
Peso hig./peso corp (mg/g) 31.31+0.06 39.55+1.2 *a 32.41+0.6

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 * ; p<0.02 ** ; p< (.05 ***

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.001 a ; p<0.02b;p<0.05¢c

Este comportamiento contradictorio entre los dos grupos tratados con etanol se podria
explicar teniendo en cuenta en primer lugar, que las crias del grupo TE presentan un aumento
significativo en la cantidad de proteinas (mg/ml) respecto al grupo GC y FE; y en segundo
lugar, al aumento encontrado en la relacion peso higado/peso corporal, en el grupo TE respecto

al GC; no existiendo variacion entre GC y FE (Tabla 17).
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Los depositos de grasas son una de las manifestaciones mas tempranas y notable del dafio
hepético producido por el alcohol, junto con el crecimiento hepatico, esta patolbgia se atribuia
tradicionalmente a la acumulacion de lipidos. Sin embargo, en animales alimentados con dieta
que contenia alcohol, correspondio a los lipidos solo el 50 % del aumento del peso hepatico
(Lieber y cols., 1965) y el 50 % restante corresponderia al aumento de las proteinas (Baraona y
cols., 1975), posiblemente secundario a los trastornos producidos por el acetaldehido. Esta
podria ser una de las posibles causas del incremento de proteinas encontrado en el grupo TE,
debido a que presentan un incremento significativo en la relacion peso de higado/peso corporal,

que no aparece en el grupo FE.

Ademas de todo esto, tendremos que tener en cuenta, que la Alcoholdeshidrogenasa es
una metaloenzima dependiente de zinc; segiin Bettger y O'Dell (1981) una disminucién en el
contenido de zinc, disminuiria la actividad de la ADH y de este modo retardaria la eliminacion
del etanol. En nuestro estudio, las crias de madres tratadas con etanol presentan disminuida
aunque no significativamente, los niveles de zinc séricos (Tabla 13) con respgcto al grupo
control, por lo que es razonable, que presenten disminuido la actividad especifica de ADH
hepatica (Tabla 17); sin embargo, el grupo FE tiene aumentado significativamente los niveles de
zinc sérico respecto al grupo TE y GC, siendo los valores significativamente superiores a los
controles, lo que implicaria un aumento en la actividad especifica, incluso superior, al grupo

control (Fig. VII).

146



Resultados y Discusion.

£ CONTROLES 3
0,12 {&E ETANOL
\& Ac. FOLICO + ETANOL 25 -
0,1
2
proteinas) S
0,06 _ ’
(p.p-m.)
0,04 1
0,02 05 -
0 0
ADH Zinc en suero

Fig. VIL.- Actividad enzimatica Alcoholdeshidrogenasa hepatica y valores de zinc en suero de

crias lactantes a los 21 postparto.

6.2.- Parametros bioquimicos séricos.

Al estudiar diversos parametros bioquimicos séricos en las crias a los 21 dias (Tabla 18),
se observa que las proteinas (g/dl) practicamente no varian en los tres grupos estudiados. Sin
embargo, los grupos tratados con etanol presentan una ligera hipoglucemia. Ademas se advierte

un aumento de la bilirrubina y de las enzimas séricas en los grupos tratados con etanol.
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Tabla 18. Pardmetros bioquimicos en el suero de las crias a los 2 1dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)

Pardmetros n=14 n=14 n=14
Proteinas (g/dI) 4.2740.05 4.240.11 4.4420.09
Glucosa (mg/dl) 127+4.63 106£10.5 11144.24 *
Bilirrubina total (mg/dI) 0.07£0.01 0.09+0.01 0.15+0.025 *
GOT (U/) 16748.1 1823 4 192419.9
GPT (UM 8+0.09 18£0.9 ** 19£1.21 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 **

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.02 *; p <0.001 **

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: N.S.

Teschke y cols., (1977) estudi6é el sindrome de hepatitis alcohodlica y observo que a
menudo cursa con hiperbilirrubinemia y aumento de GOT (AST), a diferencia de las hepatitis
virales, en la que aumenta la GPT. También son frecuentes cambios hematolédgicos que incluyen
anemia, leucopenia y ligera trombocitopenia, que suele guardar relacion con la lesion hepatica o
quizas se expliquen por factores nutricionales como deficiencia de acido folico o por el efecto

toxico del alcohol (Solberg y cols., 1975).
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7.- ESTUDIOS DE ABSORCION INTESTINAL "IN VIVO".

7.1- Niveles de pH intestinal tras la perfusion.

Los valores de pH tras realizar la perfusion en yeyuno (Tabla 19) e ileon distal (Tablas
20), son significativamente mas acidos para casi todas las concentraciones en las crias cuyas
madres ingieren etanol que en las controles. En principio se podria pensar, que la causa fuera
un aumento en la secrecidn acida del estobmago y/o una disminucion en la secrecion pancreatica
alcalina, sin embargo, como solo perfundimos segmentos aislados a los que no llega la
secrecion gastrica ni pancreatica; la causa debe ser alguna alteracion en el intercambio
electrolitico a nivel de la mucosa intestinal producido por el etanol y que se mantiene a pesar de
que la dieta esté suplementada; ya en 1978 Kuo y Shanbour habian observado que el etanol
induce la secrecion intestinal de agua y electrolitos, de forma dosis dependiente, debido a los

efectos del etanol sobre el sistema AMPc.
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Tabla 19. Valores de pH tras perfusion en yeyuno en las crias a los 21 dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentraciones. n=10 n=10 n=10
25 yM 7.15%0.02 7.10£0.04 7.18+0.03
50 pM 7.25+0.01 7.15+0.03 ** 7.15+0.03 **
75 yM 7.32+0.01 7.19+0.02 * 7.16+0.03 *
150 uM 7.45+0.01 7.27+£0.02 *,a 7.16+0.03 *
500 M 7.58+0.009 7.37+£0.03 *,a 7.23i(5.03 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p<0.001 * ; p<0.01 **
Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 * ; p<0.01 **
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 a

Tabla 20. Valores de pH tras perfusion en ileon distal en crias a los 21 dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentraciones n=10 n=10 n=10
25 uM 7.35+0.02 7.05+0.007 * 7.1+0.08 **
50 yM 7.38+0.01 7.12£0.02 * 7.11£0.07 **
75 pM 7.4240.01 7.17£0.02 * 7.11+0.08 **
150 uM 7.49+0.009 7.23+0.02 * 7.21+0.05 *
500 pM 7.6£0.006 7.31+0.02 *a 7.42+0.006 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p< 0.001 *
Control vs Ac. Folico+Etanol: p<0.001 #* ; p< 0.01 **
Etanol vs Ac. Folico+Etanol: p<0.001 a
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7.2.- Absorcion de zinc en yeyuno.

El proceso de absorcion de zinc a nivel intestinal parece implicar dos mecanismos, uno
saturable que requiere un transportador y otro, no saturable (pasivo) sin transportador
inmediato (Menard y Cousins 1983a; Steel y Cousins 1985; Hoadley y Cousins 1988;
Oestreicher y Cousins 1989); por lo que podemos asumir dos fases en la absorcion de zinc en
funcion de la concentracion intraluminal del metal. Una fase rapida a través de la membrana de
borde en cepillo, que implicaria la saturabilidad de los sitios de union al zinc, seguida de una
fase mas lenta que probablemente implica el transporte de zinc a través de la membrana

basolateral (Smith y Cousins 1980).

Cuando estudiamos la absorcion de zinc a nivel de yeyuno en las crias a los 21 dias
postparto expresado en pwmol/Smin., observamos que a la concentracion de 25 uM y 50 uM, no
existe variacion significativa entre el grupo TE y GC, pero cuando aumenta la concentracion de
la solucion a perfundir, la absorcion es significativamente mayor en el grupo control que en el
TE. En el grupo FE la absorcion no presenta variacion significativa con respecto al GC a 25, 50
y 75 uM, aunque al aumentar las concentraciones 150 y 500 uM, se hace significativamente

mayor (Tabla 21).
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Tabla 21. Absorcion de zinc en yeyuno de crias a los 21 dias postparto expresado en

pmol/Smin.
CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentracién =10 n=10 n=10
25 M 0.16+0.005 0.16+0.003 ¢ 0.15+0.003
50 pM 0.20+0.006 0.18+0.003 #,a 0.24+0.01
75 pM 0.23+0.009 0.19+0.006 * 0.25+0.03
150 pM 0.31+0.01 0.2340.02 *,a 0.36+0.02 ***
500 M 0.77+0.03 0.46+0.04 **b 0.99+0.08 ***

Los resultados se expresan como la media + SEM. )

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.01 *; p<0.001 **; p<0.02 #

Control vs Ac. Folicot+Etanol: p< 0.01 *; p< 0.05 ***

Etanol vs 4c. félico+Etanol : p< 0.01a; p< 0.001 b; p<0.05 ¢

Sin embargo, al expresar los valores de absorcion por peso de tejido himedo (Tabla 22) y
peso de tejido seco (Tabla 23) (umol/g), la absorcion en general, es mayor én los grupos
tratados con etanol que en los controles; pero a 500 uM no existe variacion significativa entre
TE y GC. La absorcion és significativamente mayor en el grupo FE que en el TE, excepto para
la menor concentracion (25 uM) donde no aparece variacion significativa. Las diferencias en la
absorcion entre el grupo TE y el GC al referir la absorcién en distintas unidades, pmol/Smin. o
en pmol/g, es debida a la disminucion en el peso fresco y peso seco del tejido perfundido en el
grupo TE al compararlo con GC (Tabla 2), parametros que no se tenian en cuenta al expresar la

absorcion en umol/5 min.
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Tabla 22. Absorcion de zinc en yeyuno de crias a los 21 dias postparto expresado por g de

tejido fresco (umol/g).

CONTROLES (GC)  ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)

Concentracicn =10 n=10 n=10

25 uM 0.33£0.01 0.49+0.04 ** 0.54+0.02 *
50 pM 0.38+0.005 0.54+0.05 ** a 0.87+0.04 *
75 uM 0.46+0.02 0.58+0.03 ** b 0.9+0.08 *
150 uM 0.61+0.03 0.75+0.05 *** a 1.5240.12 *
500 uM 1.67+0.1 1.52+0.2 a 3.54+03 *

Los resultados se expresan como la media £+ SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.01 **; p< (.05 ***

Control vs Ac. Folico+Etanol: p< 0.001

Etanol vs Ac. Félico+Etanol:p< 0.001a; p< 0.01b
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Tabla 23. Absorcién de zinc en yeyuno de crias a los 21 dias postparto expresado por peso

seco de tejido (umol/g).

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)  AC.FOLICO + ETANOL (FE)

Concentracion n=10 =10 =10

25 uM 1.97+0.09 2.9840.26 *** 2.92+0.12 *
50 M 2.49+0.17 3.3440.31 **b 4.64+0.14 *
75 WM 2.64+0.23 3.33£0.21 **b 4.82+0.36 *
150 pM 3.5840.16 3.98+0.22 a 7.99+0.29 *
500 uM 9.68+0.57 8.53+0.42a 19.3+1.46 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El niimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.

Control vs Etanol: p< 0.05 **; p< 0.0] ***

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol:p< 0.001a; p< 0.01b %

Los valores mas representativos de la absorcién de zinc en yeyuno vendrian dados al
expresar la absorcion en funcion de la superficie del tejido perfundido (umol/cm?) (Tabla 24).
En general, no aparece variacion significativa entre el GC y el TE, excepto para las
concentraciones de 25 y 500 uM. El grupo FE tiene unos valores de absorcion mayores que el

grupo TE y GC.
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Tabla 24. Absorcion de zinc en yeyuno de crias a los 21 dias postparto expresado por

superficie de tejido perfundido (umol/cnr’).

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentracion n=10 n=10 n=10
25 uM 831073 10 10.8 107£8.8 107 *** 9.7 10743 107 **
50 uM 10 107 £5.6 10™ 12.1 102+10™ ¢ 14.7 10°+5.6 107 *
75 uM 11 107£9 10™ 11.510°+3.210% b 15107£1.2 107 ***
150 uM 16 10°+5.1 10° 14.910°£9.2 10™ a 254 10°£1.9 107 *
500 uM 40 107 £2.1 107 298 10°+1.2 10™ *a 64.4 107°+£5.8 107 **

Los resultados se expresan como la media+ SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *; p<0.02 ***

Control vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 *; p< 0.01 **; p< (.02 ***
Etanol vs Ac. Folico+Etanol:p< 0.001a; p<0.02 b; p<0.05¢

El transporte de zinc, seglin nuestros resultados, parece indicar que en yeyuno predomina
una captacion saturable en los tres grupos, que se alcanza a 50 uM. Después de este proceso,

se expresa un mecanismo no saturable a partir de 75 uM en los tres grupos (Fig. VIII).
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Fig. VIIL.- Absorcion de zinc en yeyuno de crias a los 21 dias postparto por superficie de

tejido perfundido (mol/cm’).

7.3.- Absorciéon de zinc en ileon.

El estudio de la absorcion de zinc en ileon de crias a los 21 dias postparto, muestra una
disminucion significativa en el grupo TE comparado con sus controles al expresar la absorciéon
en umol/Smin., umol/g tejido seco, pmol/g tejido fresco y pmol/cm®. Sin embargo, en el grupo
FE al compararlo con el GC, observamos un aumento significativo en la absorcion, al

expresarlo en funcion de todas las formas citadas anteriormente (Tablas 25,26,27,28).
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Tabla 25. Absorcion de zinc en ileon (umol/Smin) de crias a los 21 dias postparto.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)  AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentracién n=10 n=10 n=10
25 uM 0.13+3.1 107 0.08+7.1 107 *a 0.1242 107 **
50 uM 0.17+4 107 0.08+7.4 107 *a 0.19+13 107
75 uM 0.18+4 107 0.09+7.6 10> *a 0.20+15 107
150 pM 0.31+7 107 0.19+0.01 *,a 0.36+30 107
500 uM 0.76+20 107 0.2240.05 * a 0.77+16 107

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 *

Control vs Ac. Folicot+Etanol: p< 0.02 **

Etanol vs Ac. Folicot+Etanol: p< 0.001 a

Tabla 26. Absorcion de zinc en ileon de crias a los 21 dias postparto expresado por peso de

tejido fresco (umol/g).

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentracion n=10 n=10 n=10
25 pM 0.35+0.007 0.28+0.03 *** b 0.39+0.04
50 pM 0.45+0.02 0.29+0.03 ** a 0.6+0.06 ***
75 pM 0.5+£0.03 0.3140.04 *a (0.63£0.03 *
150 uM 0.8+0.02 0.66+0.05 #,a 1.11£0.07 **
500 pM 2.06+0.06 0.49+0.04 ** a 2.90+0.3 *

Los resultados se expresan como la media £ SEM.
El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por 1.
Control vs Etanol: p<0.01 * ; p<0.001 **; p<0.05 ¥**, p<0.02 #

Control vs Ac. Félico+Etanol: p<0.01 * ; p<0.001 ** ; p< (.05 ***
Etanol vs Ac. Folico+Etanol: p<0.00l a; p<0.05b
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Tabla 27. Absorcion de zinc en ileon de crias a los 21 dias postparto expresado por peso seco

de tejido (umol/g).

CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)

Concentracion =10 n=10 n=10
25 pM 2.34+0.15 L7740.2 ***}p 2.5540.24
50 uM 2.82+0.09 1.86+0.16 **a 3.88+0.35 *
75 uM 3.04+0.15 2.03+0.17 ** a 4.05£0.21 *
150 pM 5.33+0.28 4.3240.31 *** 3 7.15£0.48 *

500 pM 12.65+0.65 3.26+0.34 ** a 18.75+£1.89 *

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 ** ; p< (.05 ***

Control vs Ac. FélicotEtanol: p< 0.01 *

Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p<0.001 a; p<0.02b

Tabla 28. Absorcidn de zinc en ileon de crias a los 21 dias postparto expresado por superficie

de tejido (pmol/cm’).
CONTROLES (GC) ETANOL (TE) AC. FOLICO + ETANOL (FE)
Concentracion
n=10 n=10 n=lp

25 uM 6.810°+2.2 10* 53103441 10* %% 3 8.03 10°£2.1 10™ *

50 M 8.6 10°+1.8 10™ 5.410°+6.1 10" *a 12.2.107°£8.9 107 **

75 uM 8.9 10°+3.3 10™ 6.12 10°+5.6 10 *a 12.97 10°+£5.7 107 *

150 uM 15.7 10°+4.9 10™ 10 10°£1.7 10* *a 22.65 1073£15 107 ***

500 pM 42 10°+20 107 8.910°+7.110% *a 58.17 10°+43 107 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 * ; p<0.01 **

Control vs Ac. Félico+Etanol: p<0.001 * ; p< 0.01 ** ; p< (.02 ***
Etanol vs Ac. Félico+Etanol: p< 0.001 a
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En el transporte de zinc en ileon distal, al igual que en yeyuno, parece ser que predomina
una captacion saturable en los tres grupos. Sin embargo, se diferencia del yeyuno porque la
saturacion no se alcanza para los tres grupos a la misma concentracion. En el grupo TE se
alcanza a 25 pM, mientras que en el GC y FE se alcanza a 50 puM. A partir de una
concentracion 75 uM, en los tres grupos estudiados se expresa el mecanismo no saturable (Fig.

IX).
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Fig. IX.- Absorcion de zinc en ileon de crias a los 21 dias postparto expresado por

suparficie de tejido perfundido (umol/cnr’).

Estos resultados coinciden, en parte, con los obtenidos por Menard y Cousins (1983a) en
el estudio para la captacion de zinc por vesiculas aisladas de membrana de borde en cepillo de
intestino de ratas adultas, donde observaron que la captacion era saturable a 200uM y a partir

de una concentracion 1000 uM se expresa el mecanismo no saturable.

159



Resultados y Discusion.

Igual que sucede en el yeyuno, las crias de madres TE presentan una absorcion en el ileon
significativamente menor que las del grupo FE, estas diferencias encontradas entre los dos
grupos que ingieren etanol, podrian ser debidas a que las madres del grupo TE, ingieren menos
proteinas que las del grupo FE; segun Van Capen y House (1974), Wapnir y cols., (1983; 1985;
1986) y Jaeger (1990) una restriccion proteica disminuye la absorcién de zinc y un incremento
en la proteina dietética parece aumentarla, debido a que el aporte proteico hace que la leche
presente un contenido sustancial de aminoacidos libres que pueden actuar como ligandos de
unién del zinc en el lumen intestinal (Cousins y Smith 1980; Martin y cols. 1981), lo que
implicaria que esta suplementacion podria contribuir a las diferencias en la absorcion entre los
dos grupos que ingieren etanol y la absorcion en el grupo FE, se hace incluso mayor que en el

GC que no recibe este aporte.

Nuestros resultados indican una mejor absorcion en el yeyuno que en el ileon distal en las
crias al finalizar el periodo de lactancia, en todos los grupos y para todas las concentraciones
(umol/Smin., pmol/g, pmol/cm?) Sin embargo, Naveh y cols. (1988) estudiando la absorcion de
zinc en perros, demostraron que el duodeno posee la mayor capacidad de absorcion de zinc, »
seguida del ileon distal y yeyuno proximal. Estas discrepancias con nuestros datos podrian
deberse a las diferencias propias de la especie, ya que segun un estudio realizado por Lee y
cols. (1989) en humanos, la absorcion de zinc ocurre en todo el intestino delgado pero con mas
intensidad en el yeyuno. En las ratas, la absorcion de zinc se produce fundamentalmente en la
segunda porcion del duodeno (Methfessel y Spencer 1973), aunque el zinc oral también se

absorbe en otras zonas del intestino delgado y grueso.

Cuando estudiamos la relacion en las crias entre la absorcion de zinc en ileon y yeyuno,

en los resultados expresados en pmol/cm®; se observan valores semejantes entre el GC y FE de
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1.1y 1.1 respectivamente, mientras que el grupo TE presenta un valor de 2.2. Es evidente que
la ingesta cronica de etanol empeora la absorcion de zinc en ileon mas que en yeyuno en el

grupo TE, mientras que en el grupo FE no varia la relacioén al compararlo con el GC.

Todos los resultados obtenidos indican que el etanol empeora la absorcion de zinc
durante la lactancia en las crias de madres tratadas con etanol. Antonson y cols. en 1978 habian
estudiado en ratas adultas, los efectos agudos y cronicos de la ingesta de etanol sobre la
absorcion de zinc, mediante una perfusion "in vivo" en duodeno y en ileon, encontrando que la
ingesta cronica de etanol empeora la absorcion de zinc en ileon, mientras a nivel de duodeno
permanecié inalterada. Posteriormente en 1979 Wilson y Hoyumpa concluyeron que el etanol
podria ejercer un efecto especifico sobre el sistema de transporte del zinc o alternativamente
inducir dafios no especificos sobre las células de la mucosa, dando como resultado una

disminucion en la absorcion de zinc.

7. 4.- Absorcion de acido félico en yeyuno.

La absorcion de folatos tiene lugar a nivel del intestino delgado proximal -yeyunal- segin
un mecanismo de transporte activo, y por tanto, incluso contra gradiente de concentracion.
Existe también un mecanismo de difusion pasiva, que predomina a elevadas concentraciones,

semejante en todo el intestino, no saturable, ni pH dependiente (Zettner y cols., 1981).

En neonatos se ha descrito otro tipo de transporte intestinal de folatos, distinto a los
anteriores y que estd mediado por endocitosis. Las reservas de folatos en el neonato son
limitadas, dependen mucho del aporte materno y ademas las funciones absortivas estan aun
inmaduras en el neonato, aunque existen mecanismos que lo compensan. En este sentido, la

absorcion de SMTHF esta fuertemente favorecida por proteinas-ligando de folato existentes en
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la leche y Salter y Blakeborough, (1988) han comprobado que estas proteinas aumentan la

proporcion inicial y la cantidad total del transporte intestinal de folato.

Estos investigadores han propuesto, que el mecanismo de absorcion en neonatos es
semejante al de los adultos y las proteinas-ligando actuarian secuestrando los folatos en el
lumen y presentandolos a la mucosa para ser transportados. La liberacion del folato del
complejo es favorecida por el microclima acido adyacente a la mucosa, ya que en el lumen
debido al pH mas elevado, el folato esta fuertemente ligado a la proteina (Salter y
Blakeborough, 1988).

En nuestro estudio la absorcion en yeyuno de acido folico libre expresada en nmol/Smin.,
es mayor en las crias expuestas al etanol durante la gestacion y lactancia, siendo

significativamente mayor a bajas concentraciones 0.25 uM y 0.5 uM (Tabla 29).

Tabla 29. Absorcion de dcido folico en yeyuno (nmol/5 min). Efectos del etanol.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)
Concentraciones n=10 n=10 i
0.25 uM 0.2120.02 0.2830.009 **
0.5 uM 0.30+0.01 0.45+0.04 *
1M 0.75+0.05 ‘ 0.78+0.04
1.5 uM 1.17+0.06 1.27+0.06
2.5 M 1.66+0.08 1.85+0.08

Los resultados se expresan como la media = SEM.
El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *; p<0.01**
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Tabla 30. Absorcion de dacido folico en yeyuno de crias a los 21 dias postparto, expresado por

superficie de tejido (nmol/cm’). Efectos del etanol.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)
Concentraciones n=10 n=10
0.25 uM 10 10°£1.1 10 15 10°+8.6 107
0.5 uM 15 107107 27 107+2.04 107 *
1 uM 40 10°+6.8 107 47 10°£3.5 107
1.5 uM 53 10°+4.4 107 78 107+4.4 107 *
2.5 uM 76 10°+6.3 107 110 107°£8.8 107 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.
El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p< 0.001 *; p<0.01%*

Sin embargo, cuando expresamos la absorcion por superficie de intestino perfundida
(nmol/cm®) (Tabla 30), observamos que en el GC y TE la absorcion es semejante cuando
perfundimos la solucion de menor concentracion 0.25 uM y aumenta en el grupo TE a medida
que se incrementa la concentracion desde 0.5 UM a 2.5 pM; pero a una concentracion
intermedia 1uM, entre las dos citadas anteriormente, no existe variacion significativa entre los
dos grupos. Este aumento en valores de absorcion al expresarlo por superficie perfundida,
puede ser debido a que en el grupo TE la superficie intestinal en yeyuno (Tabla 2) es

significativamente menor que en los grupos controles controles (Fig.X).
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Fig. X.- Absorcion de Ac. Folico en yeyuno de crias a los 21 dias postparto expresado

por superficie de tejido (nmol/cm’).

Un comportamiento similar se observa al expresar la absorcion por peso de tejido fresco
(Tabla 31) y por peso de tejido seco (Tabla 32). En el grupo TE se aprecia una mayor
absorcion a bajas concentraciones 0.25 uM y 0.5 uM y a concentraciones mas élevadas 15y
2.5 puM, mientras que en un valor intermedio 1uM no existen diferencias significativas entre
ambos grupos (Tabla 31 y 32). El aumento en la absorcion al expresarlo por peso fresco y peso
seco de tejido, en parte, puede ser debido a que en el grupo TE el peso fresco y el peso seco

son significativamente menor que en GC (p<0.01) (Tabla 2).
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Tabla 31. Absorcion de dcido félico en yeyuno de crias a los 21 dias postparto, expresado por

peso fresco de tejido (nmol/g). Efectos del etanol.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)
Concentraciones n=10 n=10
0.25 uM 0.4+0.04 0.5+0.03 *
0.5 pM 0.6+0.02 1£0.09 ***
I uM 1.4+0.09 1.7+0.1
1.5 uM 2101 2.540.2
2.5 uM 2.9+0.2 3.940.3*%*

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etano: p< 0.01 *; p<0.02 ** p<0.001 ***

Tabla 32. Absorcion de dcido folico en yeyuno de crias a los 21 dias postparto, expresado por

peso seco de tejido (nmol/g). Efectos del etanol.

CONTROLES (GC) ETANOL (TE)
Concentraciones n=10 n=10
0.25 uM 24402 3.34£0.2 **
0.5 uM 3.4+0.1 6+0.5 *
1 uM 9.2+0.9 10.420.65
1.5 uM 11.9+0.5 16.3+0.5 *
2.5 uM 17.8+1.1 22,611 **

Los resultados se expresan como la media + SEM.

El nimero de muestras analizadas en cada grupo se representa por n.
Control vs Etanol: p<0.001 *; p<0.01 **
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La absorcion de acido folico es pH dependiente y tiene maximas actividades a pH acido.
En nuestro estudio hemos apreciado que los valores de pH tras realizar la perfusion en yeyuno
(Tabla 17) son algo mas acidos en las crias cuyas madres ingieren etanol que en las controles,

lo cual, podria contribuir a este aumento en la absorcion.

La absorcion de folatos es el indice mas sensible para conocer la funcion de la absorcion
intestinal (Chanari y Bennett 1962). Ricomena y cols., (1986) comprobaron en mujeres
embarazadas, que alteraciones pequefias en la absorcion combinadas con el aumento de las
necesidades del embarazo, conduce a un balance negativo de folatos. Dichas alteraciones
forman parte de un circulo vicioso, ya que un déficit primario de folatos causa alteraciones en el
desarrollo y funcion de la mucosa intestinal, las cuales a su vez limitan la absorcion y agravan el

estado deficitario.

En las madres que ingieren etanol durante la gestacién y lactancia, se encuentra
disminuido el aporte de dieta solida y por tanto del acido félico procedente de la misma,
disminuyendo el acido foélico en suero y en leche. Ademdas, segiin Subramanian (1995) el
alcohol inhibe el reflejo de secrecion de prolactina en respuesta a la succion, por lo que la
madre produce y segrega menos leche. Nuestros resultados indican una disnﬁnucién en la
producion de leche en las madres tratadas con etanol (Fig. III), por lo que las crias del grupo
TE ingieren menos leche y con menor contenido en acido félico, y sus niveles séricos

disminuyen, aunque esta disminucion no es significativa (Fig. XI).
Como consecuencia de esta disminucion en los niveles de folatos séricos, encontramos un

aumento en la absorcién de acido folico en yeyuno del grupo TE al perfundir las distintas

soluciones.
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DURANTE LA LACTANCIA SOBRE EL ESTADO
NUTRICIONAL MATERNO Y SU REPERCUSION EN
EL LACTANTE.
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Solmons y cols. en 1975, demostraron un aumento en el transporte de monoglutamatos y
poliglutamatos en ratas con ayuno parcial. Posteriormente, Racusen y Krawitt (1977) en un
estudio "in vitro" en sacos evertidos de intestino observaron, que en ratas adultas con ingesta
cronica de alcohol y con una menor ingesta de pienso, la absorcion de acido folico aumentaba
con respecto a las ratas alimentadas "ad libitum" y comprobaron que la restriccion de folatos en

la dieta no producia ningun efecto negativo.

No obstante, en las crias TE la relacion entre el acido folico sérico de la madre y acido
folico sérico de las crias (Tabla 14), y el acido folico de la leche y acido folico de las crias
(Tablas 14 y 16), es menor 2.76 y 5.92 respectivamente al compararlo con el grupo control
371 y 731, lo que indicaria que en contra de los resultados obtenidos en la absorcion y
comentados anteriormente, el acido folico se aprovecha mas en las crias controles que en las
que ingieren etanol. Esto nos sugiere, que posiblemente el etanol contenido en la leche actuaria
directamente a nivel luminal inhibiendo la absorcion. Sin embargo, en nuestro experimento, no
existe etanol en el liquido de perfusion, por lo que no puede ejercer ningun efecto a nivel

Juminal, lo que conlleva un aumento en la absorcion al realizar la perfusion.

7.5.- Absorcion de acido folico en ileon distal.

El transporte de folatos es maximo en yeyuno tanto en el hombre como en ratas y en
ileon es del orden de 5 a 10 veces menor (Said y cols. 1987). Estos resultados coinciden con
los nuestros, en crias de madres tratadas con etanol (TE), donde hemos encontrado unos
valores de absorcion en ileon del orden de 5 veces menor que en yeyuno. En la leche de
mamiferos los folatos se encuentran unidos a proteinas de un 60 al 100 % y se ha demostrado

que esta union proteina-folato apenas se disocia a su paso por el estobmago. Al parecer las
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proteinas-ligando de la leche podrian defender al folato de una posible degradacion por las
bacterias intestinales. El mecanismo por el que se absorberia el folato, en estas condiciones,
implicaria que este complejo folato-proteina fuera absorbido de forma intacta en el ileon, por
endocitosis, y su lisis en el enterocito, liberara el folato libre a la circulacion sanguinea
(Henderson, 1990; Mason y Selhub, 1988). En los neonatos también existe un transporte
intestinal de folatos mediado por endocitosis, que después del destete dejaria de actuar. En la
rata neonata, la absorcion del complejo folato-proteina ocurre con mayor avidez en ileon, ya
que la endocitosis en los neonatos es mucho mayor en ileon que en yeyuno (Tani y cols, 1983;

Mason y Selhub, 1988).

En nuestros experimentos, al estudiar la absorcion de acido folico libre en ileon distal en
las crias durante la lactancia, los valores obtenidos son nulos en el GC cuando la velocidad de
perfusion fue de 3ml/min.. Los mismos resultados se obtienen al variar la velocidad de
perfusion a 4ml/min. y a 6 ml/min.. Estos datos son debidos posiblemente, a que en las crias
lactantes, la absorcion de acido folico en el ileon se realiza exclusivamente por endocitosis,
mediante la formacion del complejo proteina-folato, no existiendo absorcion de acido folico
libre. En nuestro experimento solamente perfundimos acido folico, en ausencia de leche, por lo

que no aparecen las proteinas-ligando necesarias para la absorcion de folatos por: endocitosis.
Sin embargo, al estudiar la absorcion de acido folico en ileon de las crias del grupo TE, si

aparece absorcion de acido folico libre (Tabla 33), lo que implicaria la existencia de otros

sistemas de transporte, ademas de la endocitosis.
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Tabla 33.- Efectos del etanol sobre la absorcion de dcido folico en el ileon distal de crias
lactantes a los 21 dias.

Concentracion 0.25 uM 0.5 uM 1uM 1.5 uM 2.5 uM
de Ac. Folico

nmol/5 min. 0.06£0.001  0.12+0.003 0.16+0.02 0.18+0.003 0.45+0.02
nmol/g tej fresco 0.2+0.01 0.44+0.04 0.56+0.03 0.63+0.05 1.62+0.2
nmol/g tej. seco 1.29+0.04 2.79+0.04 3.540.16 4.02+0.14 10.3+0.42
nmol/cm’ 43107107 8810°+310* 12 10°+54 107 13 10°£32 10" 30 1072 107

Los resultados se expresan como la media +SEM.

Estas diferencias en la absorcion entre el GC y TE posiblemente son debidas a que en el
GC todavia no estan desarrollados los sistemas de transporte intestinal que presentan los
adultos y que empezaran a aparecer después del destete, sin embargo, en el grupo TE si
aparece absorcion, posiblemente debido a que el efecto del etanol hace que otros sistemas de
transporte actuen durante la lactancia; ya que la absorcion de acido folico que se detecta no
esta mediada por endocitosis, porque se perfunde acido folico libre en ausencia de proteinas-
ligandos necesarias para la absorcion de folatos por endocitosis. Estos sistemas de transporte
podrian aparecer durante la lactancia para cubrir las deficiencias de folatos que aparecen en las
crias del grupo TE. Quizas por este motivo no se ha encontrado una disminucion tan
significativa en los niveles de acido folico séricos en las crias expuestas al etanol, en las que hay
una disminucion pero no significativa respecto al GC, a pesar de disminuir la ingesta de leche y

su contenido en acido folico.
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V.- CONCLUSIONES.

1.- La ingesta materna de etanol disminuye el nimero de crias, la longitud intestinal, el peso
corpo\ral y hepatico. Sin embargo, cuando estos parametros se expresan en relacion con el peso
corporal aumentan significativamente respecto al grupo control. La suplementacion dietética
aumenta la longitud intestinal y el peso hepatico hasta alcanzar valores similares a los controles, pero
no modifica el numero de crias y el peso del cerebro, que incluso se hacen inferiores a los del grupo

control.

2.- En el yeyuno e ileon distal, los parametros intestinales. perimetro, superficie, peso
fresco/superficie, peso seco/superficie; son significativamente inferiores en las crias de los dos

grupos tratados con etanol, respecto a los controles.

3.- En las madres de los grupos tratados con etanol, la ingesta solida, de calorias totales y de

liquido son significativamente inferiores a los del grupo control.

4.- En las madres de los grupos tratados con etanol, laproduccidonde leche en 180 minutos es

significativamente inferior a la de las madres del grupo control.
5.- En las madres del grupo control y del grupo con dieta suplementada e ingésta de etanol

disminuye el peso a lo largo de la lactancia, siendo significativamente menor en este ultimo. Sin

embargo, en el grupo que ingiere solo etanol, el peso es similar al principio y al final de la lactancia.
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6.- En las crias, al nacer, no existen diferencias en los pesos entre los tres grupos, pero durante
la lactancia las crias del grupo tratado s6lo con etanol adquieren pesos significativamente inferiores a
las controles. La suplementaciéon hace que durante la lactancia aumente el peso respecto al grupo
tratado con etanol, pero sigue siendo significativamente inferior a las controles al final del periodo de

lactancia.

7.- La ingesta de zinc es mayor en las crias de los grupos tratados con etanol. En el grupo
control el zinc sérico es mayor en las crias lactantes que en las madres. En el grupo tratado s6lo con
etanol es mayor en las madres que en las crias y en el grupo suplementado es practicamente igual en
las madres y crias. Las crias del grupo tratado con etanol presentan disminuidos los valores de zinc

en suero respecto a las controles y por el contrario, en las madres es significativamente mayor.

8.- La ingesta de acido folico es menor en el grupo tratado con etanol que en las controles y
significativamente mayor en el grupo tratado con etanol junto con un suplemento dietético. Los
valores de acido folico séricos en las madres y en las crias, asi como, los valores en la feche materna, '
son significativamente menor en el grupo tratado con etanol que en las controles y la suplementacion

dietética hace que aumente haciéndose superiores a los controles.

9.- La actividad especifica de ADH hepética, en las crias a los 21 dias del nacimiento, muestra
una disminucion significativa en las crias de madres tratadas con etanol, respecto al grupo control y
al grupo con dieta suplementada. Sin embargo, en las crias cuyas madres ingieren una dieta
suplementada juhto con el etanol, se observa un aumento significativo en la actividad del enzima

respecto a los otros dos grupos estudiados.
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10.- Los parametros bioquimicos séricos indican una ligera hipoglucemia, aumento de la

bilirrubina y de los enzimas hepaticos GOT y GPT, en los dos grupos tratados con etanol.

11.- La absorcion de zinc en el yeyuno de crias de madres tratadas con etanol, expresada por
superficie, solo aument6 con respecto al grupo control, a la concentracion de 25 y disminuy¢ a la de
500 uM. Sin embargo, en el grupo que ingiere etanol junto con una dieta suplementada, la
absorcion de zinc en las crias aumenta significativamente con respecto al grupo control y al grupo

tratado solo con etanol.

12.- En las crias de madres tratadas con etanol, la absorcion de zinc en el ileon distal,
expresada por superficie intestinal, disminuye a todas las concentraciones ensayadas. Sin embargo,
en el grupo que ingiere etanol con dieta suplementada, la absorcion en las crias aumenta

significativamente, al compararlo con el grupo control.
13.- Nuestros resultados indican una mejor absorcion de zinc en el yeyuno que en el ileon
distal, en las crias al finalizar la lactancia, en todos los grupos y para todas las concentraciones. Sin

embargo, en el grupo tratado solo con etanol, estas diferencias son mayores.

14.- La absorcidn de acido folico en yeyuno, expresada por superficie intestinal, es mayor, en

todas las concentraciones ensayadas, en las crias de madres tratadas con etanol que en las controles.
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15.- En el ileon distal de las crias del grupo control, encontramos valores nulos en los
resultados de absorcion de acido folico, cuando la velocidad de perfusion fue 3, 4 y 6 m/min.. Sin
embargo, las crias de madres tratadas con etanol presentan absorcién aunque cinco veces menor que

en yeyuno.

CONCLUSION GENERAL. Todos los resultados indican que la ingesta materna de
etanol afecta negativamente a la mayoria de los parimetros estudiados en las crias a los 21 dias
postparto. Sin embargo, se observa una ligera recuperacion de estos pardmetros, excepto para
las enzimas hepdticas, cuando ademds del etanol, a la madre se le suministra una dieta

suplementada con diversos nutrientes.
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