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"ALTERACIONES EN LA HOMEOSTASIS DEL ACIDO LACTiCO

DURANTE LA INTOXICACION AGUDA CON CCL4"
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1.- INTRODUCCION PR S

DRt

1.1 Estructura v funcion del Hiﬁado.

El higado es 1la glandula ma&s grande del organismo, en
el humano, ocupa el espacio subfrénico derecho, parte del epigastrio
e hipocondrio izquierdo. Tiene consistencia firme, pero es friable y
se deja deprimir por los organcs vecinos. Su peso en el cadaver es de
1500 gr. En el sujeto vivo contiene ademas de 800 a 900 gr de sangre.
Recibe sangre a partir de 1la vena porta la cual deriva de 1la
mesenterica superior, de tal forma que los nutrientes absorbidos por
el intestino delgado ingresan primeramente al higado antes de pasar a
la circulacion general (Crouch, 1983).

La mayor parte del higado estad compuesto por masas de ceélulas
epiteliales (hepatocitos) dispuestas por placas o ladminas que parecen
irradiar desde una regién, denominada espacio porta, (el cual esta
formado por la arteria hepatica, la vena porta, los conductos biliares
y con frecuencia un vaso linfatico y tejido conectivo) hasta la vena
central. 1las zonas portales estan dispuestas en forma tal que limitan
los lobulillos del tejido hepatico y se denominan, espacios
interlobulillares, espacios porta o espacios de Kiernan (Rouviere,
1987).

Los cordones que forman las ceélulas epiteliales estan separados
por espacios denominados sinusoides, los cuales presentan un
revestimiento discontinuo de endotelio. Es a través de los sinusoides
que la sangre proveniente tanto de la arteria hepatica como de la vena
porta se mezcla y nutre a los hepatocitos para finalmente desembocar

en la vena central. Tal disposicién permite distinguir tres zonas las




que curiocsamente, difieren en sus funciones biloguipmicas, contenido
enzimdtico y diferente susceptibilidad a farmacos hepatotéxicos
(Giraudet y Cols. ,1979).

LLa zona I es la de mayor celularidad, se localiza alrededor de la vena
central y por lo tanto es la menos oxigenada y consecuentemente la mas
susceptible a hipoxia vy farmacos que incrementan el metabolismo
aerdobico. La =zcna I contiene gran cantidad de glucdgeno, alcohol
deshidrogenasa, ATP asa, fosfatasa alcalina y citocromo oxidasa. La
zona III se encuentra alrededor de los espacios porta y por lo tanto
es la mads oxigenada, contiene numerosas enzimas como: glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, beta hidroxibutirato deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa, diaforasas, esterasas, etc. La zona II se encuentra
lozalizada entre el espacioc porta y la vena central, es rica en alfa

glicerofosfato, isocitrato y malato, (Giraudet y Cols. 1979).

1.2 BICQUIMICA HEPATICA.

En el hilgado ocurren la mayor parte de los procesos quimicos
relacionados con el metabolismo intermediario, algunos de los cuales
so0lamente se realizan en &1. Para una mejor comprensidén, estos
procesos se clasifican en 4 grupos:

l1.- Sintesis, almacenamiento y secrecioén de compuestos

escencialmente energéticos.

2.- Sintesis, almacenamiento y secrecidén de compuestos no
energeticos.

3.~ Captacioén, degradacion | y detoxificacidén de compuestos
circulantes.

4.- Sintesis y excrecidén de la bilis.




El primer grupo esta relacionado con el metabolismo de
carbohidratos y lilpidos. El1 higado participa en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucemia mediante dos vias metabdlicas reguladas
hormonalmente; la glucogendlisis y la gluconeogénesis.

En condiciones fisiolodgicas normales, el higado de un humano
envia diariamente a la circulacién 225 grs. de glucosa de los cuales
170 gr. son proporcionados por la degradacion de glucédgeno y 55 gr.
por la gluconeogenesis (Giraudet y Cols. 1979).

Despueés de la alimentacidn, el higado almacena caleorilas en forma
de glucogenc (pollimero de glucosa) a fin de tener reservas que le
permitan mantener la glucemia durante las comidas. Por otra parte el
higado no consume glucosa para la obtencidn de la energlia necesaria
para realizar sus funciones, sino que ésta es proporcionada por la
degradacioén de 1los acidos grasecs. El higade se encarga también de
captar trigliceéridos en forma de quilomicrones y los devuelve a 1la
circulacion general en forma de lipoproteinas de muy baja densidad
(vldl). El1 higado sintetiza cuerpos cetdnicos durante el ayuno
prolongado a fin de gque sean utilizados por otros tejidos como el
corazdn, los miisculos, el cerebro y los rificnes como combustible.

El segundo grupo se encuentra relacionadc con los aminoacidos,
colesterol y vitaminas. Despues de captar amincacidos, el higado puede
enviarlos nuevamente a la circulacién para que estos sean utilizados
para sintesis de proteinas tisulares. También 21 higado puede utilizar
aminoacidos con el mismo fin, por ejemplo; la albtimina, proteina
producida uUnicamente por el higado, se sintetiza a razén de 14 gr/dia.
Por otra parte los aminoacidos pueden ser utilizados para formar
glucosa. En cuanto al metabolismo del colesterol, el higado es

responsable de la sintesis del 80% del total, ademds de participar en




el reciclaje del mismo mediante la circulacion enterohepatica. En lo
gque a vitaminas corresponde, el hlgado es el sitio donde se almacenan
las vitaminas A, K vy B9 (acido félico). Ademds participa en 1la
conversién de la vitamina Bl2 a la coenzima correspondiente.

El tercer grupo se encuentra relacionado con las funciones de
detoxificacidén de sustancias, tanto endégenas como exébgenas. Entre las
primeras se encuentra la eliminacién de amoniaco, producto final del
metabolismo de protelnas, y la eliminacidén de bilirrubina.

Finalmente el, cuarto grupo se encuentra relacionado con 1la
sintesis vy excrecidn de la bilis cuyos componentes se encuentran en
tal proporcion que facilitan la emulsificacién de grasas, Yy de esta

forma participar en la absorcién de las mismas.

1.3 HOMEOSTASIS DEL ACIDO LACTICO.

El a&cide 1lactico es el producto final de 1la glucélisis en
condiciones anaerobias. Se produce en practicamente todas las células
de nuestro organismo y especialmente en eritrocitos y en los musculos.
El &cido lactico puede ser captade por el higade para su  utilizacién
como precursor de glucosa, o bien por los misculos para su oxidaciédn
completa hasta biodxido de carbeno y agua. La concentracién normal de
lactato en el humano es de 9 a 16mg/100ml de sangre Yy se mantiene
constante gracias a un balance entre la produccion y la utilizacién de
lactato (Cohen y Simpson 1975).

En ciertas condiciones fisiologicas el Acido 1lactico se
incrementa considerablemente, es asl que durante el ejercicio intenso
se alcanzan valores superiores hasta de 100mg/100ml de sangre, sin
embargo estos valores retornan rapidamente a la normalidad al

suspender el ejercicio.
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1.4 PATOLOQIA HEPATICA

Las ceélulas hepaticas al igual que todas las células del
organismo, pueden lesionarse por diversos factores, como cambios en el
microambiente, con agentes qulmicos o fisicos que modifican su
estructura y funcién.
El dafioc se manifiesta por cambios morfolégicos que resultan de

lesiones reversibles e irreversibles.

1.4.1 LESIONES REVERSIBLES

a) Tumefaccion celular.
b) Degeneracién hidroépica.

c) Metamorfosis grasa.

1.4.2 LESIONES IRREVERSIBLES

d) Picnosis.
e) Cariolisis
f) Cariorrexis.

g) Necrosis.

a) Tumefaccion celular: -Aparece en cualquier forma de dafio no mortal
debido a 1la incapacidad de mantener la homeostasis de liquidos vy
electrolitos.

b) Degeneracidén hidrépica: Es una variante de la tumefaccidén celular
Qcasionada por un aclimulo mayor intracelular de agua.

c) Metamorfosis grasa: Afeccidn que se observa principalmente en

higado y miocardio en donde se presenta un aclmulo de grasa.

d) Picnosis: El nucleo se contrae en una masa pequefila compacta v

arrugada de cromatina 1ntimamente conglomerada (contraccién vy

aumento de la basofilia de los nucleos.




e) Cariolisis: Disolucion progresiva de la cromatina por 1la accioén
hidrolitica de las dexoxirribonucleasas y catalasas de origen
lisoso6mico (desvanecimiento de la basofilia nuclear).

f) Cariorrexis: Rompimiento de un nticleo picnético.

g) Necrosis: Conjunto de cambios morfoldgicos provocados por la accién
digestiva de enzimas sobre organelos intracelulares (L. Robbins
1975).

Fibrosis hepatica: Consiste en el aumento total de coladgena ocasionado

por un incremento en la sintesis de la misma, una disminucién en 1la

degradacién o ambos.

Cirrosis: Proceso patolégico que afecta a todo el hlgado caracterizado

por un aumento en el contenido total de colagena y la presencia de

nddulos de regeneracidén hepatica.

Clasificacion:

I Cirrosis adquiridas.

II Cirrosis de etiologla desconocida.

III Cirrosis secundarias a transtornos congenitos del metabolismo.

Las causas mas comunes de las cirrosis adquiridas son las siguientes:

Alcoholismo.

Virus.

Alcoholismo + virus.

Otras.

Las lesiones hepaticas por alcohol pueden ser: Agudas y croénicas.
LESIONES AGUDAS

a) Esteatosis.

b) Hepatitis alcoholica.

LESIONES CRONICAS




c¢) Hepatitis cronica activa.

d) Hepatitis alcohd®lica crénica.

(Simposium de topicos actuales en cirrosis hepatica, Octubre 1989).
1.5 Toxicidad del Tetracloruro de Carbono (CCL ).
4
El tetracloruro de carbono es un solvente organico que al igual
que otros hidrocarburos halogenados lesiona el higado v

actualmente se encuentra clasificado como hepatotoxina directa. La

lesidn hepatica por el CCL puede ser aguda como necrosis hepatica o
4
cronica como fibrosis hepatica , cancer de higado, 1lesién renal vy

cierto grado de cardiotoxicidad. (L. Robbins 1975).
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2.~ ANTECEDENTES.

El alcoholisme es un problema grave de salﬁd pUblica y social

que conduce finalmente a la cirrosis hepatica irreversible.
El principal componente de la cirrosis hepatica es la fibrosis que
desde el punto de vista molecular se explica mediante un incremento en
el contenido total de colagena a expensas de un aumento en la sintesis
de la misma (Rojkind y Cols. 1979).

La colagena es wuna protelna que se localiza en la matriz
extracelular vy es la mas abundante en los mamiferos, sin embargo un
balance inadecuado entre la sintesis de ceolagena y su degradacién
puede producir fibrosis hepatica, 1la cual es un hallazgo frecuente en
la enfermedad hepatica alcohdlica donde el incremento del depésito de
colagena se ascocia con el progreso de la enfermedad. <Cuando la lesién
es aguda y el numero de células destruldas es pequefioc, el higado se
regenera comnpletamente sin dejar cicatriz residual. Sin embargo con un
dafic persistente y crénico se forma wuna cicatriz generalizada a
expensas de cold&gena que es en gran parte responsable de la enfermedad
(Rojkind y Cols. 1979).

El aumento de colagena afecta la funcién hepatica por dos
mecanismos: primeramente el parenquima hepatico se sustituye por
material cicatrizal a expensas de colagena y ésta al comprimir 1los
vasos sangulneos que irrigan al higado produce hipertensién portal que
en conjunto se manifiestan como cirrosis hepatica.

La etiologla de la fibrosis hepdtica es muy variada, ya que se
puede originar por . desnutricién, obstruccidn biliar, farmacos,
errores innatos del metabolismo (glucogenosis hepatica, tirosinemia,

galactosemia) y por la ingesta cronica de etanol. Sin embargo el 70%
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de la cirrosis hepatica es causada por el etanol.

Los estudios para esclarecer la fisiopatologla de 1la cirrosis
hepatica utilizan modelos experimentales, entre los que destacan la
intoxicacidn durante 7 semanas con tretracloruroc de carbonc (Rojkind y
Dunn, 1979), y 1la intoxicacién durante 9 meses con etanol en monos
(Rubin y Lieber, 1973). Por otra parte existen otros modelos en donde
se incrementa la hepatotoxicidad del etanol en ratas sometidas a
hipoxia (French vy Cols, 1984), o bien en ratas intoxicadas c¢on
fenformina (Gasca-Centeno, 1988).

Una linea de investigacién que cuenta con numerosos adeptos es
la busqueda de factores que inducen a los fibroblastos a sintetizar
colagena, el resultado de estas investigaciones sugieren que el acido
lactico juega un papel importante en el aumento de 1la sintesis de
colagena en el hilgado cirréticeo. La primera asociacién entre el acido
lactico y la sintesis de cclagena data de 1964, cuando Green Yy
Goldberg observaron que un exceso de lactato (40 mM) estimuld
selectivamente la sintesis de colagena en una linea de células
obtenidas de fibroblastos de ratén (3 T3), sin embargo 1la dosis
utilizada nunca se observa en el humano.

Mas tarde en 1977 Kowaloff y Cols. encontraron que el acido
lactico disminuyéd 1la oxidacidén de prolina (principal aminocacide de
colagena) a través de inhibir a la preolina oxidasa.

En 1981 Kershenovich y Cols. observaron que los alcoh¢licos
croniceos tenilan niveles elevados de acide lactico en la sangre, ademéas
de que 1la prolina se encontrd aumentada en la sangre en relacién
directa c¢on la concentracién de lactato. Por otra parte el Acido
lactico resulta ser un producto secundario que se forma durante la

oxidacion del etanol, 1la cual ocurre principalmente en el higado ¥y no




se encuentra sujeta a ninguin mecanismo de regulacién que impida su
oxidacion, de tal forma que cualquier cantidad que se ingiera se
metaboliza teniendo como consecuencia inmediata una alteracioén del
+
sistema redox de la ceélula por un aumento de la relacién NADH/NAD que
entre otras cosas produce hiperlactatemia (Ruben y Lieber, 1973).

Experimentos in vitro han mostrado que el acido lactico a dosis
fisiologicas (5mM) incrementaron la sintesis de coldgena en una linea
celular obtenida de miofibroblastos de monos intoxicados c¢on etanol
(Savolainen y Cols. 1984). En otro estudio se encontré que el acide
lactico incrementd la incorporacién de preolina marcada con tritio en
colagena de ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono (Cerbon vy
Cols. 1987).

Los estudios anteriores sugieren fuertemente que el acido
lactico es por lo menog un factor que interviene en la génesis de 1la
fibrosis hepatica. El1 modelo mas utilizado para el estudio‘ de 1la
cirrosis hepatica es el de la intoxicacién con CCL sin embargo no
existen estudios que relacionen la intoxicacidn aguza o crdénica con
tetracloruro de carbono c¢on una alteracién en 1la homeostasis de
dcido lactico en las ratas tratadas con el tdxico.

Lo que actualmente se reconoce es que el tetracloruro de carbono
es toxico por si solo y ademads por los productos del metabolismo del
mismo, que forman radicales libres altamente reactivos, como el
triclorometilo, que inicia una reaccién en cadena atacando los acidos
grasos poliinsaturados de la membrana del reticulo endoplasmico vy
posiblemente de las mitocondrias del hepatocito (Fig.1), dicha

disrupcion de la estructura membranosa origina pérdida de proteinas de

los organelos, ademas de <afectarse 1la sintesis de proteinas, en

1%



especial de lipoproteinas, que a la postre son las responsables de los
cambios morfoldgicos iniciales en el higado graso (Bowman y Rand,
1985) .

En vista de lo anterior, el presente estudic estad encaminado a
definir 1la relacidén que probablemente existe entre la intoxicacién
aguda con tetracloruro de carbono y la aparicién de fibrosis, a traveés

de una alteracién en la homeostasis del acido lactico.
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Fig. 1 Mecanismos que inician la reaccien hepatotéxica al
tetracloruro de carbono (Bowman v Rand 1985).
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3.~ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En virtud de que el CCL produce fibrosis hepatica y de que se
4

ha involucrado al &cido lactico como factor fibrogénico en la

fibrosis hepatica alcohdélica, en el presente trabajo queremos

investigar si en la intoxicacidén con CCL se 1ncrementan los
4

niveles de lactato en la sangre a fin de aportar mas datos sobre

el posible papel del Acido lactico en la fibrosis hepatica.



4. - HIPOTESIS

En la intoxicacidn aguda con CCL se altera la capacidad
: 4 ‘
hepatica para mantener la homeostasis del &cido lactico. P



CBJETIVOS

General
Investigar los efectos de la intoxicacidén aguda con CCL

sobre la homeostasis del &acido lactico.

Particulares:
Corroborar histoldgica y enzimaticamente la presencia de:-

dafio hepatico con la administracidén aguda de CCL
4
Determinar los niveles de lactato en sangre de ratas

intoxicadas con CCL
4
Evaluar la produccidén de lactato en las ratas intoxicadas

con CCL mediante una carga oral de galactosa comparadas
4
con ratas testigo.

Evaluar la utilizacidén de lactato en ratas intoxicadas
con CCL mediante el uso de un anestésico comparada con

4
ratas testigo.
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Brupos Experimentales

E-1

! 0.5 ml de CCLY y Aceite l
Mineral (1:1} via
l intraperitoneal I

0,3 ml de CCLé y Aceits
Mineral (1:1}, 10 mgikg de

Tiopental Sédito via
intraperitoneal

0.3 ml de CCL4 v Acaite
Mineral (1:1}, lbmg/kg de
Tiopental Sédica via
-intraperifonsal

Glactosa 1 gr/kg de peso
via oral

6.~ DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Brupos testigos

T-1

.5 ml de Aceite Mineral
via intraperitoneal

0.5 ml de Aceite Mineral
10 mg/kg de Tiopental
Sadico via
intraperitoneal

l

0.5 ml de Aczite Mineral
1% mg/kg d= Tiopenfal
Sadica via
inkraperitonzal
Galactosa 1 grikg de
peso via oral

]

TORACOTOMIA

Detarminacidn plasmatica
de Acido lactico a los &, 30
y &0 posteriores a la dltima
aplicacidn de CCL .

4

FIJACION FOR

FERFUSION
!

i
Diseccidn de Tejido Hepdtico

|
Y

técnica Histoldgica

Evaluacibn histopatoldgica
par micrascopfa dptica
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7.~ MATERIAL Y METODOS

7.1 CRIGEN DE LOS MATERIALES
La calidad de los reactivos utilizados en este trabajo fueron de
calidad reactivo analitico de las siguientes firmas: J.T. Baker,
Sigma Co., American Scientific Products, Algodones Absorbentes
América, Becton Dickinson de México, BOTH Century Chemical
de México, Laboratorios Jaloma, Beckman Instruments.
7.1.1 MATERIAL
Capilares de vidrio heparinizados de 150 ul - Americanf
Scientific Products.
Etanol - J.T. Baker.
Gasa esterilizada - Laboratorios Jaloma.
Acido percldrico - J.T. Baker.
Algodén - Algodones Absorventes América.
Galactosa - Sigma Co.
Lactato Deshidrogenasa (LDHY - Sigma Co.
Buffer Glicina hidrazina - Sigma Co.
Nicotin Adenina Dinucledtido (NADD - Sigma Co.
Jeringas - Becton Dickinson de México.

TH

Tiopental Sédico - 20 Century Chemical de México.

Reactivo ALT optimizado Calanina-aminotransferasa) - Beckman
Inétruments Inc.

7.1.2 EQUIPO

Espectrofotémetro Schimadzu UV - 240.

Centrifuga Clinica.

Centrifuga BHG dptima II.

Espectrofotémetro Coleman Jr. II.

Mierotomoe rotatorio 820 AC Scientific Instruments.
Microscopio Micrestar IV con control Expostar A0 Scientific

Instruments.
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7.2 PREFPARACION DE REACTIVOS -

7.8.1 MEZCLA DE REACCION PARA LA DETERMINACION DE LACTATO.
Reactivos:

Contenido Concentracidén

1 Amortiguador glicinashidrazina

Glicina 0.5 molsl; pH 9.0
Hidrazina 0.4 molrl

2 NAD+ 27 mmol. 1

3 LDH B850 u/mi

7.2.28 REACTIVOS PARA DETERMINACION DE ALANINA-AMINOTRANSFERASA CALTD.

Ingredientes actives Concentracidén en el Ensavo
L-Alanina 800 mmol L
Alfa-cetoglutarato | 18 mmol <L

Lactato Deshidrogenasa CAnimalD 1200 Ul liter

NADH CLevadurad 0.18 mmol /L

Buffer fosfato 80 mmol 7L CpH 7. 4D

k3
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7.2.4 SOLUCIONES PARA ESTUDIO MORFOLOGICO;

SOLUCION "A"™ CLAVADORAD.

Amortiguador de fosfatos 0.1 M.
Heparina 1,000 U.I ~ 1,000 ml de solucién.
Procaina 1 gr. ~ 1,000 ml de solucidn.

p.H. 7.3 - 7.4

SOLUCION "B C(FIJADORAD

Amortiguador de fosfatos 0.1 M.
Formaldehido al 10%

p.H 7.3 - 7.4

el
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7.3 MATERI AL BIQLOGICO

o

Nimero de Grupos =

Numeroc de animales por Grupo rd

Cepa Sprage Dawiey
Sexo Macho o
Peso Promedio 200-28850 grs.

7.4 CONDICIONES DE ALIMENTACION

Los animales se mantuvieron en condiciones &ptimas de biocterio,
ciclos de luz- obscuridad de 12 x 12 horas. Se alimentaron con
una dieta comercial nutri-cubos (Purina) baja en grasa C2.5%,
la ingesta de agua fué a libre demanda y se vigilaron

condiciones ambientales.

7.5 ADMINISTRACION Y DOSIS DE CCL4

Se formaron 3 grupos experimentales los cuales recibieron
Tetracloruro de Carbono a una dosis de 0.5 ml en aceite mineral

(1:1> seguido de la determinacidn de lactato en la sangre, a los

O, 30 y 80’ posteriores a la ultima aplicacidén de CCLa.

A fin de observar los cambios metabdlicos producidos por el

tédxico el primer grupo recibid Unicamente el Tetraclorureo de
Carbono a dosis uUnica.

El segundo recibid la dosis de CCL+4 descrita, durante 3 dias

respectivamente ¥y tiopental sdédico 10 mgrkg de pesc via

intraperitoneal.

- A
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Finalmente en el tercer grupo se investigaron los efectos deﬁ
CCl4e con tres dosis sobre la produccidn de 4cido lactico
mediante una carga oral de galactosa a una dosis‘de 1 gr- kg de
peso, mediante cidnula orogastrica 30 minutos después de la
aplicacidn del CCL4.

Se formaron grupos testigo para cada Jgrupo experimental los

cuales recibieron 0.5 ml de aceite mineral en lugar de CCLa.

3
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7.6 FUNDAMENTO DE LA DETERMINACION DE ACIDO LACTICO

Para la determinacién de acido lactico se siguid el ﬁétodo de
Gutmann y Wahlefeld (1974), el cual se basa en la produccién
cuantitativa de NADH, compuesto que absorve a 340 nm mediante 1la

siguiente reaccién:

CH CH
3 3
: + . +,
H-C-0OH + NAD <(-——=- cC =0 + NADH + H
- e > -
CcO0O LDH Ccoo
LACTATO PIRUVATO

A fin de favorecer la reaccion en el sentido en que estad escrita, se
utilizé un amortiguador con Glicina/Hidrazina 0.5 M a pH 9.

En condiciones fisioldgicas la reaccién se lleva a cabo en sentido

+

inverso, con 1la produccién de Lactato y NAD , sin embargo a pH 9
cambia 1la constante de equilibrio favoreciendo la produccién de
piruvato, que se combina con la Hidrazina, formando una hidrazona que
impide 1la reaccién inversa. En estas condiciones todo el lactato
presente se transforma en piruvato y la concentracién de NADH es

directamente proporcional a la concentracién de lactato presente en 1la

muestra.

7.7 METODO DE OBTENCION DE SANGRE

Con la finalidad de impedir la produccién de acido lactico se
utiliz¢® tiopental sédico (10 mg/kg de pesc corporal). Una vez
relajados los animales por efecto del anestésico se colocaron en
bolsas de plastico, abiertas por la parte posterior; mas tarde la cola
del animal fue lavada y se procedid a cortar el extremo distal vy

finalmente se obtuvieron las muestras de sangre de 150 wul con un




capilar de vidrio heparinizado para determinacion de lactato.

Las muestras de sangre se colocaron en tubos de ensayo que contenian

300 ul de acido perclérico 0.6 N previamente enfriado, se agitaron
vigorosamente y se mantuvieron a 40 C durante 24 horas. Al término de
este tiempo se centrifugaron 10 min/3.000 rpm, posteriormente se
tomaron 100 ul del sobrenadante en tubos de ensayo y se prepard 1la
mezcla de reaccidon que contenia: 0.1 ml de sobrenadante, 1 ml de

-+

amortiguador glicina 0.5 mol/l e hidrazina 0.4 M/1 , NAD 27mM/1 y

deshidrogenasa lactica 650 U/ml en un volumen total de 1.2 ml, se
o]
incubaron 30 minutos a 37 C y se midié la extincién (/\ E) de 1la

muestra frente al blanco reactivo, a 340 nm, en un espectrofotédmetro

Schimadzu UV-~-240.

Calculos:
/\E x 49.3 = Concentracién de L-lactato en mg/100 ml de sangre.
El wvalor 49.3 se obtuvo a partir de la pendiente de 1la curva de

calibracion de acido lactico (Fig 2).




CURVA DE CALIBRACION

DE LACTATO
D.O. 340nm
0.5
0.4 -
0.3 1
0.2 -
0.1
0 1 i A | i
0 5 10 15 20 25

Ug DE LACTATO
X = D.0./0.0181 FIG. 2



7.8 FUNDAMENTO PARA LA DETERMINACION DE ALANINA AMINOTRANSFERASA CALTD.

La actividad de ALT se déterminé mediante la disminucidén de la
extincidn a 340 nm de la coenzima NADH la cual se consume en
proporcidn directa mediante la actividad de esta enzima por la
siguiente reaccidn:

ALT
1> ALANINA + ALFA-CETOGLUTARATO ---> PIRUVATO + GLUTAMATO
2> PIRUVATO + NADH + H+ :fi> LACTATO + NAS |
ALT = ALANINA AMINOTRANSFERASA

LD = LACTATO DESHIDROGENASA

7.9 METODO DE OBTENCION DE SANGEE PARA DETEEMINACION

DE ALANINA AMINOTRANSFERASA.

Se practicd toracotomia previa anestesia con éter,
posteriormente se visualizd el ventriculo izquierdo y se obtuvo
una muestra de 4-5 ml de sangre por puncidén cardiaca con aguja

del No. 20 para determinacidédn de alanina aminotrasferasa sérica.

B
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7.10 CALCULOS

Se calculd la actividad de ALT como sigue:
AN Asmin Vi

ALTCUI /LD = ——-—m——————— X --—-— x 1000
Absorbancia Ve

Vi= VOLUMEN TOTAL = 1.75 mL Ve= VOLUMEN DE LA MUESTRA = O.BSmL.

ABSORBANCIA = Absorbancia milimolar del NADH a 340 nm = 6.88

A\ Asmin 1.78
ALTCUI /literd = —————=———- K omwm———— X' 1000 = . A/min x 1185
6. 22 0.25
é  e i




7.11 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA ESTUDIO MORFOLQGICO

Los animales se perfundieron por via jintracardiaca mediante un

cateter al ventricule izquierde y un corte a nivel de auricula

derecha, para infundir una solucién lavadora amortiguada en fosfatos
(Sol. "A") por espacio de 3-4 minutos y una solucidén fijadora
amortiguada en fosfatos (Sol. "B") por espacios de 8-10 minutos, c¢on

una presion de 1.4 m. (Segln el método de Feria-Karnowsky).
Posteriormente se sometid una muestra de higado en la solucién "B" por
espacio de 2 horas.

Las muestras de tejido hepatico se deshidrataron en soluciones de
concentracidn creciente de etancl (70%, 80%, 90% y absoluto) 2 bafios
en cada una por espacio de 20 minutos cada bafioc. Posteriormente se
aclararon en xilol (etanol/xilol 1:1 por 15-20 minutos, Vy .xilol
absoluto por 15 minutos).

Finalmente las muestras se incluyeron en paraplast/plus, el cual fue
mantenido en estado liguido en una estufa a 60-62 grados centigrados.
De los blogques se practicaron cortes en un microtomo rotatorio 820 AO
Scientific Instruments, la tincion de los cortes se hizo utilizando 1la
teécnica de hematoxilina-ecsina (H.E.). BSe tomaron microfotografias en
un microscopio Microstar IV equipado con un control de disparo

Expostar AC Scientific Instruments.

7.12 Analisis estadistico.

Para la evaluacioén de los resultados obtenidos se calcularon
2
medidas descriptivas de X, S y S en todos los grupos.
Posteriormente se aplico la prueba T de student para determinar si 1las

diferencias observadas fueron estadisticamente significativas.




En algunos casos, en los que el numero de animales fué pequefio (4 a &)
y las varianzas de los grupos diferentes hubo la necesidad de aplicar
una prueba estadlstica inferencial no paramétrica seleccionando en
este caso la prueba de U de Mann-Whitney para asegurar que las
diferenclas encontradas en la prueba T de student fueron realmente

significativas. La probabilidad fue apoyada por la T y la U.




8.- Resultados. i

8.1 Resultados Bioqulmicos

8.1.1 Efecto del CCL sobre el acido lactico en sangre.

En 1la fig. 34 se muestran los resultados obtenidos con la
administracion i.p. de 0.5 ml de CCL diluildo en aceite minerai 1:1
durante tres dilas continuos. ¢
En la grafica se observan claramente diferencias estadisticamente
significativas en las ratas que recibieron el toéxico comparadas con
los grupos testigos que sdlo recibieron el vehiculo.

El valor basal se obtuvo después de la ultima aplicacién de CCL y en
ambos grupos se encontro por arriba de los valores considerados4 como
normales (9-16 mg/dl).

sSin embargo el grupo experimental mostré un incremento cercano al 100%
(30.6 mg/dl) sobre el valor superior normal mientras que el grupo

testigo (21.9 mg/dl) tuvo un incremento menor al 40%. El1 analisis

estadistico entre estos dos grupos reveld diferencias significativas

p=0.032; treinta minutos despues de la primera toma, se observaron
diferencias las cuales fueron estadlsticamante significativas
(p=0.011). El1 wvalor del acido lacticc en sangre aunque menor que el

basal, se observd por arriba de los limites normales (25.8 mg/dl).
Por otra parte el grupo testigo presentd un valor promedic normal

(15.4 mg/dl).

{d
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8.1.2 Efecto del tiopental sédico en ratas tratadas con CCL durante
4

tres dias.

A fin de investigar sl los valores de acido lactice que =e
encontraron anormalmente elevados atin en el grupo testigo, eran
debidos a la produccidén de lactato que se obtiene durante la actividad
muscular por la tensién a la que se sometieron las ratas se decidié
utilizar un anesteésico para mantener a la rata relajada y suprimir el
dolor ocasionado por el corte de la cola para la obtencién de 1la
muestra de sangre. El anesteésico utilizado en el presente trabajo y el
resto de los experimentos fue Tiopental Sédico, en virtud de los
experimentos preliminares mostraron que las ratas sanas normalizaron
el wvalor del lactico después de la administracién del barbittirice
(datos no mostrados).

La fig. 4 muestra un importante incremento (100%) de acido lactico en
el grupo que recibio® el CCL en la toma basal y persiste elevado a los

4
30 y 60' despues de la tiltima administracién de ¢CL . Como era de

esperarse el grupo testigo presentd valores normale: de &cido lactico
(16 mg/dl) en la toma basal, a los 30' y a los 60' posteriores a la
administracién de tiopental.

Las diferencias observadas con los testigo fueron estadisticamente

significativas en la toma basal, (p=0.02) a los 30', (p=0.007) y a los

60', (p=0.005).

o
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B.1.3 Efecto de una dosis de CCL en ratas con anestesico
4
(Tiopental Sodico) sobre el acido lactico en sangre.

Para corroborar que el &cido lactico no muestra cambios en la
toma basal se utiliz® una sola dosis de CCL (0.5 ml en aceite mineral
1:1). Los resultados en la fig. 5 muestr:n que no hubo diferencias
significativas en la toma basal (p=0.86) en ambos grupos va que los
valores obtenidos fueron normales. Sin embargo se encontr¢ un aumento

sighificative a los 30' (p=0.016) y alos 60’ de la administracien de

CCL (p=0.003).

4

El grupo experimental alcanzé los valores de lactato observados en las
ratas que recibieron 3 dosis de CCL a los 60'. Por otra parte las
ratas que recibieron tiopental SOd:co no incrementaron el Acido
lactico durante 1los 60' del experimento y el valor de 1lactato

permanecié¢ sin cambios: 16.2 y 16.0 mg/dl en la toma basal y a los 60

respectivamente.




8.1.4 Efecto de la galactosa en ratas con tres dosis de CCL sobre el
4
@cido lactico en sangre.

En virtud de que la galactosa se oxida principalmente en el

higado para formar glucosa, glucégeno y/o acido lactico se - decidié
investigar el efecto del monosacarido en las ratas tratadas con CCL
durante tres dias consecutivos. )
Los resultados muestran en la fig. 6 el valor promedioco del Aacido
lactico, el cual fué similar al encontrado en los experimentos donde se
utilizoé CCL4 con el anestésico, por lo que parece no haber ningun
efecto de la galactosa en el grupo qQue recibié CCL , sin embargo el
énalisis individual mostré incrementos de lactato ei algunas ratas que
fueron superiores a los 50 mg. Por otra parte un aspecto interesante
fueé que la galactosa disminuiyd significativamente (p=0.024) la
concentracion de lactato a los 60' en el grupo testigo.

Lés diferencias encontradas en ambos grupos fueron estadlisticamente
significativamente en la toma basal (p=0.00006) y los 60’ (p=0.0009).
La incorporacién de un grupo experimental con galactosa sin anestésico

no pudo ser evaluada en virtud de que la rata sin tiopental presenta

valores de lactato muy elevados como consecuencia de la actividad

muscular.

il
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8.2 Comprobacion enzimatica e histopatolégica del dafio
hepatico.
8.2.1 Comprobacién enzimatica.

A fin de comprobar que el CCL administrado en las condiciones
descritas en material y metodos se ;etermino la actividad enzimatica
de la alanina aminotransferasa (ALT).

La tabla 1 muestra 1los resultados de 1la actividad de alanina
aminotransferasa 120' despues de la aplicacién de una dosis de CCL v
la tabla 2 muestra la actividad de ALT en ratas tratadas durante ires
dias con CCL , los resultados sugieren dafic hepatico por el aumento de

4
ALT, enzima que predomina en higado.

8.2.2 Comprobacién histopatolégica.

Finalmente para comprobar que efectivamente se produce daftio

hepatico wvisible a nivel morfolégico se realizé una tincién de
hematoxilina y eosina en higados de ratas testigos y experimentales.
Con tres dias de intoxicacién con el CCL' en las figs. 7, 8 y 9 se
observa citoarquitectura normal del hi;ado en donde se pueden
apreciar claramente log cordones hepaticos bien definidos asi como
sinusoides claramente limitados y la triada portal caracteristica del
lobulillo.
En cambio las figuras 10-15 muestran los cambios morfoloégicos
provocados por la intoxicacioén con tres dosis de CCL donde se puede
apreciar en las figuras 10 y 11 el daflo inicial c:raoterizado por
tumefaccioén turbia con enmascaramiento del ntcleo.

Las figuras 12 y 13 nos muestran tumefaccion turbia con esteatosis de

gota fina.




Finalmente en las figuras 14 y 15 se observan cambios mas avanzados de
dafio hepatico como esteatosis de gota gruesa y =zonas de necrosis

celular.




EFECTO DE CCL4 TRES DOSIS
SIN ANESTESICO

mg LACTICO
1 .
]
......... / } '
L
............. l
............. ]' A
............ g ot
Z ,
BASAL 30 MIN

FIG.3

Series 1 CCL4 E=] Series 2 A.MINERAL
P=0.032 -~ P=0.011




EFECTO DE TIOPENTAL SODICO
CCL4 TRES DOSIS

mg LAGTICO

©
\

BASAL 30 MIN. 60 MIN.
FIG.4

P=0.021 P=0.007 P=0.005




EFECTO DE TIOPENTAL SODICO
CCL4 UNA DOSIS

mg LACTICO

30 MIN. 60 MIN.
FIG.5

Series 1 CCL4 Z= Series 2 A.MINERAL
P=0.86 P=0.007
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EFECTO DE GALACTOSA
CCL4 TRES DOSIS

mg LACTICO

BASAL

Series 1 CCL4

P=0.00006

—_—

60 MIN.
FIG.6

Series 2 A.MINERAL
P=0.0009
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Fig. 7 FO CROG
TOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA TESTIGO CON
AD
MINISTRACION DE 3 DOSIS DE ACEITE MINERAL VIA

INTRAPERITONEAL

Material incluldo en paraplast y tefiido con
1
hematoxilina y eosina.

{Amplificacion 190X}

mal con las

nos muestra un corte de higado nor

Esta fotomicrografia

siguientes caracteristicas:

( ) Cordones hepaticos bien definidoes.

() Sinusoides claramente limitados.

ia de celulas nucleadas ¥y binucleadas.

(») Presenc

(=) Celulas de Rupffer de tonalidad obscura.

se observa la vena Porta, la parte lateral la

(.) En el centro en

Arteria hepatica y el conducto piliar.
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Fig. 8 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA TESTIGO CON
ADMINISTRACZION DE 323 DOEIE DE ACEITE MINERAL VIA

INTRAPERITONEAL

Material incluldo en paraplast y tefiido con

hematoxilina y eosina.

(Amplificacion 380X%)

Esta fotomicrografia nos muestra un corte de hilgado normal amplificado

que nos muestra:

(.) La distribucion de la vena Porta, Arteria hepatica y conducto

biliar asi como la conformacién hepatica antes mencionada.
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Fig. 9 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA TESTIGO CON

ADMINISTRACION DE 3 DOSIS DE ACEITE MINERAL VIA

INTRAPERITONEAL

Material incluldo en paraplést y tefiido con

hematoxilina y eosina.

(Amplificacioén 750%)

Esta fotomicrografia nos muestra un corte de higado normal donde se
observa:
g}'3 La forma y distribucion de las celulas hepaticas.

Q/’ﬁ Sinusoides claros y bien definidos.
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FIGURA 10 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA CON 2 DOSIS

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
&4

Material incluldo en paraplast y tefiido con hematoxilina

y eosina.

(Amplificacién 750X)

En esta fotomicreografia se aprecia tumefaccién +turbia con las
siguientes caracteristicas:

(») Citoplasma denso y granuloso.

Q}'S Peérdida de los bordes de los hepatocitos.

(") Reduccion del espacio sinusoidal.

(|>) Aparente aumento del volumen celular.

(.) Proceso inicial de la pérdida en la citoarquitectura hepatica.
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FIGURA 11 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADQ DE RATA CON 3 DOSIS

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
4

Material incluldo en paraplast y teffido con hematoxilina

Y eosina.

(Amplificacioén 750X%)

Esta fotomicrogratia muestra tumefaccién turbia con
enmascaramiento del nucleo observandose:

(») Citoplasma denso ¥y granuloso.

(™) Celulas de Kupffer con apariencia normal.

(") Disminucion de la luz de los sinusoides.

' (.) Perdida de la citoarquitectura normal.

a4




FIGURA 12 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA CON 3 DORIS

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
4

Material incluldo en paraplast y tefiido con hematoxilina

vy eosina.

(Amplificacién 750x)

En esta fotmicrografla se manifiesta tumefaccién turbia y esteatosis

presentando:
([}) Esteatosis de gota fina con confluencia de vacuolas.

(.) Perdida completa de la citoarquitectura normal.

(») Citoplasma denso con granulos finos.

(») Celulas de Kupffer aparentemente normales.
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FIGURA 13 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA CON 3 DOSIS

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
4

Material incluldo en paraplast y teftido con hematoxilina

y eosina.

(Amplificacion 750¥%)

Esta fotomicrografia presenta esteatosis de gota fina con:

(») Citoplasma granuloso y amorfo.

([>) Acumulacion intracelular de grasa en hepatocitos.

(,/ﬁ Moderada distensioén de sinusoides.
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FIGURA 14 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADQ DE RATA CON 2 DOSIS

[

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
4

Material incluildo en paraplast y tefiido con hematoxilina

y eosina.

(Amplificacién 190X)

En esta fotomicrografla se observa esteatosis de gota gruesa con las
siguientes caracterlisticas:
([}) Formacion de gotas gruesas de grasa intracelular en hepatocitos.

(») Celulas de Kupffer aparentemente normales.
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FIGURA 15 FOTOMICROGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO DE RATA CON 3 DOSIS

DE CCL VIA INTRAPERITONEAL.
4

Material incluldo en paraplast y tefiido con hematoxilina

Yy eosina.

(Amplificacion 750X)

Esta fotomicrografla muestra esteatosis de gota gruesa observandose:

(™) Nucleos picnéticos hacia 1la periferia.
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CON UNA DOSIS TIDFPENTAL

# DE RATA GRUPD EXFERIMENTAL

BRUFD

DETERMINACION DE ALAMINA AMINOTRANSFERASA (ALT)Y EN RATAS TRATADAS

A e ]

TEETIGO

{(ACETTE MINERAL)
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TARLA 2

SEETE

DETERMINQCIDN DE ALANTHA SHMINOTRANSFERASA (ALT)Y EN RATAS TRATADAS

COM TRES DOSIS DE 0L YOANESTESICH (TIOPENTAL SODICD).
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9.- Discusion

El acido 1lactico se incrementé en un 100% en todos los grupos

experimentales que recibieron el CCL . En cambio los grupos testigo en
4

general no mostraron ningtn incremento, excepto el grupo de ratas que

no se anestesiaron. Experimentos preliminares en nuestro laboratorio

indicaron que los valores normales de acido lactico en sangre de ratas

es dificil de obtener en virtud de que la toma de la muestra de sangre

produce tensién muscular y nerviosa en las ratas, que por este motivo

incrementaron el valor del acido lactico, en algunas ocasiones hasta
los 50 mg/dl. Es por la razén anterior que se decidi¢ medir lactato |

utilizando diferentes anestesicos. Los resultados (no mostrados)ﬁl

revelaron que con el tiopental sddico se obtuvieron los valores de
acido lacticeo a las concentraciones normales (9-16 mg/dl).

Los grupos testigo utilizados en todos los experimentos donde se
utilizo tiopental sédico presentaron valores promedio de acido lactico
entre el 15.6 yv 16.2 mg/dl con un promedio de 16.08 mg/dl.

Por otra parte los valores promedio de &cido lactico en los grupos de
ratas que recibieron CCL durante tres dlas mostraron incrementos

4
entre 25.8 y 33 mg/dl tanto en la toma basal como a los 30 y 60

minutos despues de 1la tltima aplicacién de CCL asl como en los
4

animales que ademads recibieron galactosa por vla oral.

El valor promedio de lactato en el grupo de ratas que recibieron una

sola dosis de CCL fue a los 60', similar al encontrado en los grupos

4
experimentales que recibieron 3 dosis de CCL en un periodo de tiempo
4

de 48 hrs; es decir, 60' despueés se alcanzd el valor maximo de lactato

en todas las condiciones experimentales manejadas en el presente

trabajo.




El tiopental sodico actw@a como depresor del SNC y puede producir

hipoxia (Lumb y Jones 1979), en base a este mecanismo es de esperarse
que aun en las ratas normales se incremente el acido lactico. &in
embargo como observamos en este trabajo 1los grupos testigeo con
tiopental presentaron valores de lactato normales. En cambio en el
grupo experimental, el acido lActico se encontréd aproximadamente al
doble del valor necrmal lo cual pudiera significar que el higado es mas
susceptible a las sustancias que producen hipoxia, como el tiopental
s0dico vy que es incapaz de mantener la homeostasis de lactato. Esta

‘posibilidad que tiene fundamento ted¢rico no puede ser apoyada por ..

nuestros experimentos en el cual se determind el acido lactico sin

utilizar ningyn anestésico tratando de mantener a las ratas con la%i
- menor tensioén posible. ‘
El grupo experimental mostrd incrementos que fueron estadisticamente

significativos comparados con el grupo testigo, 1lo cual indica que el

CCL por si solo altera la homeostasis del acido lactico.

Sin4 embargo el valor del lactato en el grupo testigo fue
significativamente superior a los valores normales, lo cual se explica

en base a produccién de lactato muscular.

Finalmente la disminucién de Acide lactico provocada en 1los grupos

testigo con 1la administracidn oral de galactosa a 1 gr/kg de peso

posiblemente sea debido a un aumento en la sintesis de glucdgeno a

partir de precursores como el &cido lactico.

el cual el CCL altera la homeostasis del acido
4
ser explicado en base a una alteracidn en 1la funcidn

El mecanismo por

lactico puede

mitocondrial. El1 CCL , a traves de los radicales libres que se forman,

4

aumenta la peroxidacién de lecs organelos de la célula como RER vy

mitocondrias (Bowman y Rand 1985). En 1988 Ikai, I. ¥y Cols. mostraron



que durante la fase de recuperaciop de] choque hipovolemico en ratas

con cirrosis hepatica producida mediante intoxicacién durante tres

meses c¢on CCL  (dos dosis por semana),
4
piruvico se encontraron significativamente elevados, comparados con

el &cido lactico y el acido

las ratas testigo. Por otra parte Rao y Mehendale en 1989 encontraron
una disminucidén considerable de ATP y fructosa 1,6 difosfato en el
higado de ratas que recibieron una inyeccién intraperitoneal de CCL
en aceite mineral a una dosis de 2.5 ml/kg lo cual sugiere que 12
disminucidén de ATP es consecuencia de una alteracién en la glucdlisis
hepatica pero no se descarta una diisminucién del nucledtido por un
daffo mitocondrial.

Otra posibilidad que explique la alteracién del lactato es en base a
una disminucién en la captacidén hepatica del mismeo, sin embargo esta
posibilidad requiere mayor investigacidn.

Por otra parte experimentos preliminares no mostrados, indican queJ
existe una disminucién importante en el contenido total de glucogenoiﬁp
la cual puede deberse a una disminucién en la gluconeogénesis como el: 
lactato. Nuestros experimentos con galactosa concuerdan con la idea
anterior. En estas condiciones el aumento de lactato puede ser debido
a un defecto en la sintesis de glucdgeno a partir de lactato y de una
disminucién en la oxidacién de lactato por dafio mitocondrial 1lo que
por supuesto requiere de confirmacidn experimental con isétopos
radiactivos.

Finalmente nuestros datos apoyan la hipotesis acerca del posible papel
del acido lactico en la génesis de la fibrosis hepatica en virtud de

que el acido lactico se incrementa en sangre 60' después de 1la

administracien del toxico antes de que se inicie el proceso de

fibrosis.



Conclusiones

El tiopental soédico puede ser utilizado pafa medir los
valores normales de acido lactico en sangre de ratas.
La galactosa disminuye el a&cido lactico en los grupos

testigo efecto que no se observa en las ratas intoxicadas

con CCL
4

El CCL altera la homeostasis del &cido lactico atin cuando
4

se aplica en una sola dosis.

La alteracion de la hemoestasis del acido lactico ocurrée

antes de la fibrosis hepatica.




11.- Resumen L

I RN

En la fibrosis hepatica provocada por CCL , se han aislado
4
factores termoestables capaces de estimular la sintesis de colagena en

fibroblastos. Se sabe tambien que el acido laAactico incrementa 1la

sintesis de colagena en miofibroblastos, y en rebanadas de higado de
ratas tratadas con CCL

4
Tambien se ha encontrado hiperlactemia en pacientes con cirrosis
alcoholica, 1la cual ademas correlaciona con 1la concentracién de
prolina en sangre.
El objetivo del presente trabajo consisti® en demostrar si se
encuentra alterada la homeostasis del Acido lactico durante 1la.
intoxicacién aguda de CCL en ratas.
Se utilizaron grupos de 64ratas macho Sprage-Dawley, a las cuales se
les administré por wvia intraperitoneal 0.5 ml de CCL en aceite
mineral (1:1) de uno a tres dias continuos. “
Se determin¢d 1la concentracién de lactato en sangre {(cbtenida de 1la
vena caudal) mediante un método enzimiatico espectrofotométrice a los
0, 30 y 60 minutos despus#s de la wltima aplicacidn de CCL

4
A fin de investigar los valores en reposo de &cido lactico se decidid

utilizar anesteésico (tiopental sddico 10 mg/kg), para mantener a la

rata relajada v suprimir el dolor ocasionado por el corte realizado

para la obtencién de las muestras de sangre.

Para evaluar la oxidacién de galactosa los animales experimentales y

testigos con administracién de tres dosis de CCL y aceite mineral, se
4

sometieron a una prueba oral con galactosa (1 gr/kg de peso corporal).

A. estos animales, se les determine 1la actividad de alanina



aminotransferasa como marcador de dang hepatico

En los resultados obtenidos se observan claramente diferencias
estadisticamente significativas en las ratas que recibieron el téxico
comparadas con los grupos testigo que so6lo recibieron el vehiculo.

El grupo experimental sin anestésico mostrd un incremento cercano al
100% sobre el valor superior normal (30.6 mg/dl) mientras que el grupo
testigo (21.9 mg/dl) tuvo un incremento menor al 40%.

Las ratas tratadas con CCL durante tres dias mostraron el mismo
4
incremento de &cido lactico que el grupo sin tiopental sédico vy

persistio sin cambios a los 30' y 60' despues de la ®ltima

administracion de CCL
4
Por otra parte el uso del barbitiirico en las ratas testigo evitd que .

éstas presentaran valores superiores a los normales de dcido lactico.

El efecto de una sola dosis de CCL y anetésico no mostréd cambios en
4
la toma basal de &cido lacticc. Sin embargeo se encontrd un aumento

significativo 60' después de administrado el téxico (p=0.003).

En relacién al efecto de la galactosa en ratas con tres dosis de CCL -
4
sobre el Acido lactica los resultados mostraron gue el valor promedio

de acido lactice fu2 similar al encontradc en los experimentos en

donde se utilizé CCL s6lo o con anestésico, sin embarge el analisis

4
individual en algunas ratas mostré incrementos de lactato superiores a

los 50 mg/dl. Un aspecto interesante fué que la galactosa disminuyd

/
significativamente la concentracién de lactato a los 60' en las ratas’

testigo.

Las djiferencias encontradas en ambos grupos fueron estadisticamente

significativas en la toma basal (p=0.00006) y a los 60' (p=0.0009).

Se concluye que el CCL altera la homeostasis del acido lactico 30’

4
despuég de su aplicacién por un mecanismo en el que posiblemente se




encuentre disminuilda la oxidacién de lactato y 1la

para formar glucosa o glucégeno.

3%

utilizacidn de éste
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