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RESUMEN

Con el fin de crear un modelo experimental de hipocrecimiento secundario a
acidosis metabolica cronica, aportamos CINH, durante 14 dias en concentracio -
nes crecientes (1,8, 2 y 2,2%) a ratas jovenes Srague-Dawley, hembras, de 65
+ 5 g de peso, comparando los resultados con un grupo con alimentacion pare -
ada («pair fed») y un grupo control. La acidosis metabdlica, confirmada por un
descenso del pH (7,12 + 0,02) y bicarbonato (12,8 + 0,6 mEy/l) sanguineos al
final del estudio, provocé una menor ganancia de peso (15,8 + 3,3 g vs 87,0 *
4,3 g; p = 0,0001) y longitud (4,0 + 0,3 cm vs 8,8 + 0,2 cm; p = 0,0001) en las
ratas tratadas con respecto a las controles. Este retraso de crecimiento del grupo
acidosis fue significativamente mas severo que el presentado por los animales con
alimentacion pareada, tanto en peso como en longitud. B aporte de CINH, se
asocid a un marcado descenso en la ingesta de alimento y agua (56,8 y 43,8%
de las controles, respectivamente) y a un incremento en los valores séricos de
urea (24 + 2 mg/dl vs 11 = 1 mg/dl; p = 0,0001) y cloro (112 + 1 mg/dl vs 104
+ 1 mg/dl; p = 0,0001). Bn resumen, la acidosis metabodlica mantenida generada
en este estudio provocé un marcado retraso de crecimiento, sin provocar altera -
ciones bioquimicas severas o enfermedad clinica grave. H modelo experimental
propuesto puede ser util para el estudio de los mecanismos del hipocrecimiento
secundario a acidosis metabdlica crénica en nifios.
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EXPERIMENTAL MODEL OF GROWTH RETARDATION SECONDARY TO
CHRONIC METABOLIC ACIDOSIS IN YOUNG RATS

SUMMARY

To develop an experimental model of chronic metabolic acidosis, young fema -
le SQorague-Dawley rats (65 + 5 g body weight and 25 + 3 days of age) were
given NH ,Cl in increasing concentrations (1.8, 2 and 2.2% in a 5% dextrose drin -
king solution with deionized water) for 14 days. Results were compared with those
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obtained in pair fed and control rats. At the end of study, metabolic acidosis, con -
firmed by reduced blood pH (7.12 + 0.02) and bicarbonate (12.8 + 0.6 mEg/L),
resulted in decreased weight (15.8 + 3.3 g vs 87.0 + 4.3 g; p = 0.0001) and
length (4.0 £ 0.3 cm vs 8.8 + 0.2 cm; p = 0.0001) gains as compared to control
rats. This growth retardation was significantly more severe than that observed in
pair fed rats. The acidotic group ingested less food and water than controls (56.8%
and 43.8%, respectively) and its serum concentrations of urea (24 £ 2 mg/dl vs
11 £ 1 mg/dl; p = 0.0001) and chloride (112 £ 1 mg/dl vs 104 + 1 mg/dl; p =
0.0001) were higher. In summary, chronic metabolic acidosis resulted in a mar -
ked growth retardation as compared to animals with normal acid-base status, wit -
hout causing significant biochemical or clinical disorders. Thus, this experimen -
tal model may be used to study the pathogenic mechanisms of chronic metabo -
lic acidosis-associated growth impairment in children.

Key words: Acidosis Growth. Rats

INTRODUCCION

La acidosis metabdlica es un trastorno frecuente
en la clinica que se caracteriza por un descenso del
pH sanguineo y una reduccién de la concentracién
extracelular de bicarbonato!, consecuencia, bésica-
mente, de un excesivo ingreso de acidos o de una
exagerada pérdida de bases. Las causas que provo-
can acidosis metabdlica son diversas' 2.

Las enfermedades que cursan con acidosis meta-
bdlica crénica se asocian a retraso de crecimiento,
tanto en animales de experimentacién como en la
especie humana3-, implicindose en la etiopatoge-
nia de este hipocrecimiento mdltiples factores, pero
poco aclarados®8.

La administracién de cloruro aménico (CINH,) es
el método habitual de induccién de acidosis meta-
bélica en ratas®''. Sin embargo, una de las mayo-
res limitaciones de este modelo experimental surge
cuando se intenta crear un estado mantenido y pro-
longado de acidosis. Datos previos no publicados de
nuestro laboratorio reafirman este problema, ya que
hemos comprobado cémo el aporte de una sobre-
carga acida constante como CINH, al 1,5% en el
agua de bebida, método habituamente empleado en
la literatura’-'2, Gnicamente provoca acidosis meta-
bélica transitoria, siguiéndose de una etapa de adap-
tacion y normalizaciéon de estado acido-base. Por
otra parte, el empleo de dosis mas altas de &acido
son o ineficaces, porque el animal rechaza la bebi-
da, o peligrosas, porque pueden inducir un estado
de acidosis severa amenazante para la vida.

La adaptacién de las ratas a la ingesta crénica de
acido se debe, sobre todo, a mecanismos renales,
como ha podido ser puesto de manifiesto en traba-
jos experimentales como el de Sleeper y cols.'3,
quienes demostraron un importante incremento en
la excrecién urinaria de amonio tras un periodo de
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tres o cuatro dias de recibir CINH,, o el de Yama-
da y cols.™, quienes, ademds, destacaron el mayor
poder de adaptaciéon de los animales jovenes res-
pecto a los de méas edad. Esto puede justificar el que
en la literatura existan pocos estudios a largo plazo
sobre hipocrecimiento secundario a acidosis meta-
bélica en ratas jovenes.

Asi pues, el presente trabajo se llevé a cabo con
el fin de desarrollar un modelo experimental de aci-
dosis metabdlica mantenida en ratas en fase de cre-
cimiento rdpido, analizando su repercusién en el
crecimiento, las modificaciones en los héabitos die-
téticos y los presumibles cambios en la bioquimica
sanguinea.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron ratas hembra Sprague-Dawley, de
aproximadamente 25 dias de edad y un peso inicial
en el momento de la incorporacion al estudio de 65
+ 5 g. Las ratas fueron alojadas en jaulas individua-
les, a una temperatura ambiente constante de 22 °C
y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Recibieron
pienso estandar comercial (PANLAB AO39), con un
contenido proteico del 23,9% y 3.200 calorias/kg.

Tras un periodo de adaptacién de tres dias (dia
cero del estudio), los animales fueron distribuidos en
tres grupos: 1. Grupo control (n = 9), ratas alimen-
tadas con pienso «ad libitum» y como bebida una
solucién de glucosa al 5% en agua desionizada, tam-
bién «ad libitum». 2. Grupo acidosis (n = 12), ratas
alimentadas con pienso «ad libitum» y acceso libre
a una solucién de glucosa al 5% en agua desioni-
zada, a la que se afadié CINH, al 1,8% (0,33M);
al sexto y undécimo dias de estudio esta concen-
tracién de CINH, se aument6 al 2y 2,2% (0,37 y
0,41 M), respectivamente. 3. Grupo «pair fed» (n =
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12), ratas emparejadas individualmente por el peso
del primer dia de estudio con las ratas acidoéticas,
recibiendo a través del pienso un aporte isocalérico
con respecto a aquéllas (incluyendo el aporte calé-
rico de la glucosa del agua) y accediendo libremente
a agua desionizada (sin glucosa).

Al decimocuarto dia del estudio las ratas fueron
sacrificadas por exanguinacién a través de la aorta
abdominal, bajo anestesia general con pentotal so6-
dico (4 mg/100 g) y ketamina (1,25 mg/100 g), ad-
ministradas ambas por via intraperitoneal. En el
suero obtenido se determinaron las concentraciones
de urea, creatinina, calcio, fésforo, fosfatasa alcali-
na (FA), sodio, potasio y cloro con un analizador
Kodak Ektachem KT 60©. Previamente al sacrificio
se obtuvo una muestra de sangre capilar en el plexo
ocular, con la que se valoré el estado acido-base
(analizador de gases Ciba Corning 855%). Se defini6é
como rata acidética aquella cuyo bicarbonato séri-
co fue inferor a la media menos dos desviaciones
estandar de los valores hallados en el grupo control.

Diariamente se midi6 el peso de cada rata y el
pienso y bebida consumidas. La longitud de los ani-
males, desde el hocico hasta el extremo distal de la
cola, se determiné el dia cero (bajo anestesia gene-
ral con éter) e inmediatamente antes del sacrificio.
Con los datos obtenidos se calcul6 la eficacia del
alimento ingerido (cociente entre la ganancia de
peso, en g, y pienso consumido, también en g).

En el manejo de las ratas se respeté en todo mo-
mento la normativa sobre proteccién de los anima-
les utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos, recogida en el Real Decreto 223/1988
del 14 de marzo y en la Orden del 13 de octubre
de 1989.

Los resultados se expresan como media + error es-
tandar de la media (X + EEM). La comparacion entre
los grupos de los datos obtenidos se realizé mediante
el andlisis de la varianza (ANOVA). Para la poste-
rior comparacién entre grupos se empleé el «F test»
de Scheffé. Un valor de «p» igual o inferior a 0,05
se consider6 como indicativo de significacion esta-
distica.

RESULTADOS

No existieron diferencias al comienzo del estudio
entre los grupos en lo que se refiere al peso (grupo
control: 82,1 + 1,5 g; grupo acidosis: 82,4 + 0,8 g;
grupo «pair fed»: 81,6 £ 1 g) y longitud (grupo con-
trol: 23,8 £ 0,1 cm; grupo acidosis: 23,9 + 0,1 cm;
grupo «pair fed»: 24,0 = 0,1 cm).

La presencia de acidosis metabdlica en las ratas
tratadas con CINH, se confirmé por un descenso del
bicarbonato sanguineo respecto a los otros dos gru-
pos (12,8 + 0,6 mEg/l en el grupo acidosis, frente a
22,8 + 0,8 mEg/l y 24,6 = 1,0 mEg/l en los grupos
control y «pair fed», respectivamente; p = 0,0001
(tabla 1).

Al sacrificio, las ratas del grupo control pesaban
més que las aciddticas y «pair fed» (169,1 = 4,4 g
para el grupo control; 98,2 + 3,4 g para el grupo
acidosis; 126,1 + 3,4 g para el grupo «pair fed»). En
lo que se refiere a la longitud hocico-extremo distal
de la cola, las ratas acidéticas y «pair fed» fueron
hipocrecidas al final del estudio respecto a las del
grupo control (grupo acidosis: 27,9 = 0,3 cm; grupo
«pair fed»: 30,2 £ 0,2 cm; grupo control: 32,6 + 0,1

Tabla I. Estado dcido-base y determinaciones bioquimicas en sangre analizadas en los grupos de estudio.

Los datos se expresan como X + EEM.

Grupo Grupo Grupo

control acidosis «pair fed» p

n=9) n=12) n=12)
Y RS 7,37 £ 0,01 7,12 + 0,02 7,40 = 0,01 0,0001
Bicarbonato (MEQ/I) ....ocoveeiiiiiiiiiiiee, 22,8 +0,8 12,8 + 0,6 24,6 = 1 0,0001
Urea (M/dD) woveeeiiiiieieeeeeeee e 11 +1 24 + 2 11 +£1 0,0001
Creatinina (mg/dl) ...cooooiiiiiiiiee, 0,2 +0,1 0,2 +0,0 0,2 + 0,0 NS
Sodio (MEG/1) coveeeeiieeeiee e 139 + 1 145 + 3 142,2 = 2 NS
Potasio (MEQ/I) .eooovieiiiiiiiieeeee e 3,6 0,2 4,1 + 0,2 4,2 + 0,3 NS
Cloro (MEQ/) ceeveeeeieeeeee e 104 + 1 112 £ 1 99 = 1 0,0001
Calcio (Mmg/dl) i 8,9 + 0,2 8,3 0,1 94 +£04 0,02
Fosforo (mg/dl) weoeveeieeiiiiiiiieiccie 7,1 £0,4 7,4 +£0,3 6,4 + 0,4 NS
FA (U/D) e 332 £ 16 310 £ 16 289 = 19 NS

*Fosfatasa alcalina. NS: no significativa.

Diferencias significativas (p < 0,01) para pH, bicarbonato y urea, entre grupos: acidosis vs control, acidosis vs «pair fed»; cloro: acidosis vs control, aci-
dosis vs «pair fed». Diferencias significativas (p < 0,05) para cloro: control vs «pair-fed»; calcio: acidosis vs «pair fed».
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cm; p = 0,0001). La evolucién gréfica del peso de
los animales aparece en la figura 1.

Peso (g)
200
Control
150
Pair-fed
100 e Acidosis
BO Lo sormoniomibdisnins s pablinids bBay 85 Wsnssson
0
0 5 10 14

Dfa de estudio

Fig. 1.—Evolucién del peso X + EEM) en los grupos acidosis,
«pair-fed» y control entre los dias cero y catorce del estudio.

La ingesta diaria de pienso fue de 16,2 = 0,2, 9,2
+ 0,3y 10,5 £ 0,3 g/dia para las ratas controles, aci-
doéticas y «pair fed», respectivamente. De esta forma,
respecto a la ingesta de pienso de los controles, los
animales del grupo acidosis consumieron el 56,8%
y 64,8% los «pair fed». La eficacia del alimento tam-
bién fue desigual entre los tres grupos: la mayor efi-
cacia se observé en el grupo control (0,38 = 0,01

g/g), seguido por el grupo «pair fed» (0,30 = 0,02
g/g), y correspondiendo la mas pobre al grupo de
las ratas acidéticas, con 0,11 + 0,02 g/g (p = 0,0001
entre los grupos de estudio). Asimismo, la acidosis
conllevé un marcado descenso de la ingesta liqui-
da. Los datos somatométricos y dietéticos de los gru-
pos al final del estudio se recogen en la tabla II.

Los animales acidéticos presentaron una concen-
tracién de urea sérica superior al doble de la halla-
da en los grupos control y «pair fed» (grupo acido-
sis: 24 = 2 mg/dl; grupo control: 11 = 1 mg/dl; grupo
«pair fed»: 11 + 1 mg/dl; p = 0,0001), siendo tam-
bién mas alto el cloro sérico del grupo acidosis (112
= 1 mg/dl), frente a 104 = 1 mg/dl y 99 + 1 mg/dl
de los grupos control y «pair fed», respectivamente;
p = 0,0001. La calcemia fue ligeramente inferior en
las ratas que recibieron CINH,. Estos datos bioqui-
micos vy el resto de los analizados en el estudio apa-
recen reflejados en la tabla I.

DISCUSION

En las ratas es dificil provocar un estado manteni-
do de acidosis mediante el aporte diario de una so-
brecarga acida, ya que estos animales tienen la fa-
cultad de incrementar extremadamente la elimina-
cién urinaria de hidrogeniones, con lo que se suelen
adaptar al aporte recibido. Sleeper'> ha notificado
que con aportes constantes de CINH, durante un pe-
riodo de 4 dias, la eliminaciéon de amonio en la orina
de las ratas supera, al final del estudio, tres o cuatro
veces la inicial. Pero, ademas, es de especial interés
el destacar el estudio de Yamada y cols.' en ratas
de distinta edad con acidosis metabdlica generada
por aporte de CINH,, donde se demuestra que la ma-
xima excrecién urinaria de amonio se observa en las

Tabla Il. Datos somatométricos y dietéticos de los grupos control, acidosis y «pair fed» al final del estu-

dio. Se presentan como X = EEM.

Grupo Grupo Grupo

control acidosis «pair fed» p

n=9) n=12) n=12)
Ganancia absoluta de peso (8) ....cccccveveennee. 87,0 = 4,3 15,8 = 3,3 44,5 + 3,3 0,0001
Ganancia absoluta de longitud (cm) ............ 8,8 +0,2 40+0,3 6,2 +0,2 0,0001
Ingesta de pienso (g/dia) 16,2 £ 0,2 9,2 +0,3 10,5 £ 0,3 0,0001
Ingesta proteica (g/dia) 3,8 + 0,06 2,2 + 0,09 2,5 + 0,09 0,0001
Ingesta de agua (ml/dia) 54,8 = 4,3 24,0 + 0,8 23,5 + 1,1 0,0001
Ingesta calérica (cal/dia) . 62,8 + 1,1 34,5 + 1,3 34,0 + 1,2 0,0001
Eficacia del alimento (g/g) ....cccovvveeveenieannnne 0,38 + 0,01 0,11 = 0,02 0,30 + 0,02 0,0001

Diferencias significativas (p < 0,01) para ganancia absoluta de peso, ganancia absoluta de longitud y eficacia entre grupos: control vs acidosis, control
vs «pair fed» y acidosis vs «pair fed». Diferencias significativas (p < 0,01) para ingesta de pienso, ingesta proteica, ingesta de agua e ingesta calérica
entre grupos: acidosis vs control y control vs «pair-fed». Diferencias sigificativas (p < 0,05) para ingesta proteica e ingesta de pienso entre grupos: aci-

dosis vs «pair-fed».
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ratas mas jovenes, siendo, por lo tanto, mas resis-
tentes a la acidosis. Todo esto motiva que sean es-
casos los trabajos experimentales de la literatura en
los que se consigue crear un estado prolongado de
acidosis metabélica en ratas muy jévenes'>.

Por otra parte, existe el riesgo de ocasionar la
muerte del animal o un estado de enfermedad grave
si se incrementa mucho, o de forma brusca, la carga
acida administrada. Tanto este obstaculo como el de
la adaptacién se presentaron antes de llegar a las
dosis de CINH, empleadas en este protocolo de tra-
bajo, ya que las ratas o bien se acostumbraban a la
sobrecarga 4cida al cabo de unos dias y no se di-
ferenciaban de las controles en cuanto a la ganan-
cia de peso y consumo de alimento o, por el con-
trario, fallecian en los primeros dias si se intentaban
utilizar dosis altas de CINH, desde el inicio.

Con el protocolo descrito se consiguié un signifi-
cativo descenso de la cifra sérica de bicarbonato en
los animales sometidos al aporte oral de CINH,.
Estos mismos animales no mostraron otras anoma-
[fas bioquimicas significativas en las variables anali-
zadas, salvo la hipercloremia, en clara relacién con
el CINH, ingerido, y la elevacion de la urea sérica,
encontrada también en otros estudios'® y presumi-
blemente relacionada, en gran parte, con el estado
catabélico que acompana a la acidosis metabdli-
ca'®17-19_Sin embargo, la afectacién secundaria del
crecimiento fue evidente a lo largo del corto perio-
do de estudio, manteniendo los animales acidéticos
durante el mismo un buen aspecto, comportamien-
to activo y ausencia de signos de deshidratacién.

El hipercatabolismo proteico generado por la aci-
dosis metabdlica y no compensado por un aumen-
to de la sintesis proteica?’ queda bien reflejado en
nuestro trabajo por la menor eficacia de la alimen-
tacién consumida para generar aumento de peso.
Asi, las ratas acidéticas no sélo fueron anoréxicas,
como se demuestra por la menor ingesta de pienso,
sino que ademads utilizaron peor la alimentacién
consumida. Esto explica que su crecimiento fuera in-
ferior no sélo al del grupo control, sino también al
de las ratas «pair fed».

El estado catabdlico que acompafia a la acidosis
metabdlica ha sido también puesto de manifiesto en
humanos. Asi, Wiliams y cols.!?, en adultos someti-
dos a una dieta restringida en proteinas, encontra-
ron una diferencia en la excrecién urinaria de ni-
trégeno de 49,2 mmol/dia, que viene a representar
7,4 gramos de proteinas (1,18 gramos de nitrége-
no/dia), entre antes y después de corregir la acido-
sis metabdlica. Si se tiene en cuenta que el 80% del
musculo esquelético es agua, se perderian 37 gra-
mos de masa muscular en un dia y 1 kilogramo en
un mes.

En resumen, el protocolo descrito permitié crear
una situacién de acidosis metabdlica franca y man-
tenida, sin provocar alteraciones bioquimicas seve-
ras o enfermedad clinica grave. Este estado generd
en ratas muy jévenes, con un rapido ritmo de cre-
cimiento, un marcado retraso en el incremento de
peso y longitud respecto a otras con un equilibrio
dcido-base intacto. Por lo tanto, el protocolo pro-
puesto puede servir como modelo experimental para
el estudio de los mecanismos del hipocrecimiento
secundario a acidosis metabélica crénica en patolo-
gia pediatrica.
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