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RESUMEN

Entre los antibiéticos que pueden causar higado graso (HG) se encuentra la oxitetraciclina (OT). Este
estudio tuvo como objetivo determinar el dafio hepatico de una dosis alta de OT en ratones hembras
prefiadas y su asociacidn con el estrés oxidativo (EO). Treinta ratones hembras NMRI distribuidas en
tres grupos de diez animales: Dia 0 no prefiado, al Parto, mantenido hasta el nacimiento, al Destete,
mantenido hasta el destete. En todos, la mitad fue inyectada i.p. con dosis Unica de 100 mg/kg de OT,
grupo experimental. Los resultados son la mediatES; la significacion estadistica se obtuvo mediante “t”
Student. EI HG se evalué por histologia y por la concentracién de triglicéridos hepéticos. Como
parametros de EO, se determind por espectrofotometria la concentracién hepética de dienos
conjugados (DC) y de MDA. La funcionalidad hepatica fue evaluada por la actividad plasmatica de las
aminotransferasas ALT y AST mediante kits comerciales. Los resultados mostraron que una dosis alta
de OT, a las 24 horas, en ratones hembras no prefiadas (grupo Dia 0) elevo los triglicéridos hepaticos,
acompafiada de hepatoesteatosis e incremento plasmatico de ALT y AST. En ellos se constaté EO,
evidenciado por alta concentracion de DC y MDA. Al parto las hembras prefiadas experimentales, no
presentaron modificacién de los pardmetros descritos en el grupo Dia 0, poniendo en evidencia que a
los 21 dias después de la administracion de una dosis alta de OT, no se mantuvo el efecto del
anibiético, un resultado similar fue obtenido en las hembras al momento del destete.
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ABSTRACT
Among the antibiotics that can cause fatty liver (HG) is oxytetracycline (OT). This study aimed to
determine the hepatic damage of a high dose of OT in pregnhant female mice and its association with
oxidative stress (OE). 30 NMRI female mice distributed in three groups of 10 animals: Day 0 not
pregnant, to Parturition, maintained until delivery, to Weaning, maintained until weaning. In all, half
was injected i.p. with a single dose of 100 mg/kg OT, experimental group. The results are the meantSE,
the statistical significance was obtained by Student’s t-test. HG was evaluated by histology and by the
concentration of hepatic triglycerides. As OE parameters, the hepatic concentration of conjugated dienes
(DC) and MDA was determined by spectrophotometry. Liver function was assessed by the plasma
activity of the aminotransferases ALT and AST by commercial kits. The results showed that a high dose
of OT, at 24 hours in non-pregnant female mice (Day 0 group) elevated the hepatic triglycerides,
accompanied by hepatoesteatosis and increased plasma ALT and AST. OE was found in them,
evidenced by high concentration of DC and MDA. At delivery, the experimental pregnant females did not
present any modification of the parameters described in the Day 0 group, evidencing that at 21 days
after the administration of a high OT dose, the effect of the anibiotic was not maintained, a similar result
was obtained in the females at the time of weaning.
Key words: Oxytetracycline, hepatic damage, pregnancy.
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INTRODUCCION

Entre los agentes quimicos que pueden causar higado
graso (HG) se encuentran las tetraciclinas, entre ellas
la oxitetraciclina (OT), frecuentemente utilizada en
animales para el tratamiento de retencion de placenta
[1], metritis [2], mastitis [3]. Estudios in vitro e in vivo
han demostrado que derivados de la tetraciclina
disminuyen la [ oxidacién de los acidos grasos y la
secrecion hepéatica de TG, con acumulacién grasa en el
higado y muerte del raton [4]. Experimentalmente, Ruiz
et al. [5] han establecido que los radicales libres (RL) y
en consecuencia la lipoperoxidacion (LPO) hepatica,
estan involucrados en la patogénesis del HG inducido
por una dosis alta (100 mg/kg) de OT en ratones
hembras. Experiencias realizadas en ratas albinas, han
evidenciado que el uso de tetraciclina en altas dosis
causa una LPO creciente y desempefia asi un
importante rol en la patogénesis del HG, caracterizado
por una esteatosis micro vesicular cuya causa primaria
seria una lesién mitocondrial [6].

Asi mismo, se ha reportado que en las mujeres
embarazadas se puede presentar un episodio de
insuficiencia hepatica, denominada HG agudo del
embarazo (HGAE) que suele presentarse en las Ultimas
semanas de la gestacion cuyo curso clinico es:
vomitos, acidosis lactica, hipoglicemia y grasa micro
vesicular en el citoplasma de los hepatocitos [7].
Diferentes medicamentos aparecen involucrados con el
HGAE, entre ellos: acido valproico, tetraciclinas,
lamiodarona, éacido acetilsalicilico y antiinflamatorios
como el ibuprofeno [8]; la asociacion de la teraciclina
con el HG del embarazo es mas comin que lo
sugerido, de acuerdo a Wenk et al. [9].

Con base a estos antecedentes se planific6 este
estudio con el objetivo de determinar el dafio hepatico
de una dosis alta de oxitetraciclina en ratones hembras
prefiadas y su asociacion con el estrés oxidativo (EO)
hepéatico, a la vez, que se observard la presencia de
posibles anomalias neonatales de la progenie.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon, Muestra y Manejo

Se utilizé ratones (Mus musculus) machos y hembras
NMRI adultos con peso promedio de 27,5+25 ¢
provenientes del Bioterio Central de la Universidad
Centroccidental LA (UCLA). El pesaje de los ratones se
realiz6 en una balanza para animales Ohaus (Triple
Beam Balance, Serie 700, Florham Park, NJ, USA).
Mediante un  muestreo aleatorio simple se
seleccionaron al azar treinta ratones adultos de cada
sexo, colocados en jaulas individuales de acero
inoxidable, bajo ciclos de 12 horas de luz/12 horas de
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oscuridad en las condiciones estandarizadas del
bioterio de la Unidad de Investigacién en Ciencias
Funcionales “Dr. Haity Moussatché” (UNIHM) del
Decanato de Ciencias Veterinarias (DCV) de la UCLA,
con libre acceso al agua y a un alimento comercial para
ratones Ratarina® (Protinal, Venezuela). Todo el
estudio fue conducido de acuerdo al Codigo de bhioética
y bioseguridad de FONACIT-Venezuela, 2009 [10].

Se dispusieron aleatoriamente tres grupos de diez
hembras virgenes cada uno, los cuales fueron
denominados de acuerdo al monento en que se les
practic6 eutanasia: Grupo Dia 0: a las 24 horas
después de inyectar la OT y sin aparearlas, es decir, no
prefiadas, Grupo al Parto y Grupo al Destete. En
cada uno de estos grupo, cinco de las hembras fueron
inyectadas i.p. con clorhidrato de oxitetraciclina (OT)
del Laboratorio Valmorca (Mérida, Venezuela) disuelto
en solucion fisiologica estéril 0,85 %, en dosis Unica
de 100 mg/kg de peso corporal (sub-grupo
experimental) mientras que las cinco restantes
recibieron por via i.p. sélo vehiculo (sub-grupo control).
Después de ser inyectadas las hembras tanto controles
como experimentales, fueron dejadas por 24 horas y
las hembras de los Grupos al Parto y al Destete fueron
apareadas con un macho durante 10 dias, enseguida
se retiraron los machos y llevados a otro laboratorio.

En los tiempos sefialados las hembras controles y
experimentales, de cada uno de los 3 grupos, se les
extrajo de la vena coccigea una muestra de sangre, la
cual se verti6 en tubo Eppendorf con anticoagulante
(EDTA-Na4 al 2%) y se separ6 los plasmas por
centrifugacién a 800 x G, durante 20 minutos en una
microcentrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5402 de
Brinkman Instr. (Westbury, NY, USA). Obtenida la
muestra de sangre y bajo ligera eterizacion se practic
eutanasia a los animales. Se disecé el higado, se
valoré su aspecto macroscopico y se colocé en buffer
Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 a 4 °C, para luego ser
pesado en una balanza analitica Sauter (Tipo 414,
Ebingen, Alemania). Se homogeneizé un fragmento de
higado en tampdn Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 a 4
°C, en un Potter (Bodine Electric Comp., modelo NSI-
12, Chicago, ILL, USA).

Anadlisis de las muestras

Histopatologia del tejido hepatico: Una pequefa
muestra de los higados fué fijada en formol al 10% para
su estudio histopatolégico en el Laboratorio de
Anatomia Patoldégica del Hospital Veterinario “Dr.
Humberto Ramirez Daza” del DCV-UCLA. Esta
muestra fue incluida en parafina y se obtuvo secciones
de 3 um del tejido mediante el uso de un micrétomo
Jung AG (Heidelberg, Alemania) y posterior tincion de
los cortes con H&E (hematoxilina-eosina) segun la
técnica convencional.
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Los plasmas obtenidos se mantuvieron a 4°C y en ellos
se dterminé la actividad de la alanina aminotransferasa
(ALT) y de la aspartato aminotransferasa (AST) para
evaluar la funcion hepatica, utlizando el método
colorimétrico segin Dufour et al. [11] mediante kit
Wiener lab (Rosario, Argentina). Los reactivos
generales fueron de la casa Merck (Darmstadt,
Alemania). En las diferentes determinaciones, tanto el
blanco, estandar y muestras, se hicieron en duplicado.
Todas las lecturas espectrofotométricas se realizaron
en un Genesys 5 (Rochester, NY, USA).

En el sobrenadante del homogeneizado hepatico se
determiné la concentracion de TG y los parametros de
EO (DC y MDA). La concentracion de TG .se cuantifico
por método enzimatico de acuerdo a Patton et al. [12],
mediante kit de Qualitest (Caracas, Venezuela). Los
resultados quedaron expresados en mg de TG/mg de
proteinas, las cuales se cuantificaron mediante el kit
Pierce (Rockford, IL, USA) basado en la técnica de
Bradford [13].

Para la determinacion de la concentracién de DC se
utilizé el método descrito por Wallin et al. [14] y los
resultados se expresaron en moles de dienos
conjugados/mg de proteinas. Por su parte el MDA se
cuantific6 mediante el método de TBARS (sustancias
reaccionantes con el acido 2-tio barbittrico) de acuerdo
a Ohkawa et al. [15] y los resultados se expresaron en
nmoles de MDA/mg de proteinas.

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos en las unidades indicadas en
cada técnica fueron analizados estadisticamente
mediante el programa SPSS version 17.0 para
Windows. Los resultados quedaron expresados como
el promedio de los valores obtenidos de cada
experimentozerror estandar de la media ( tEEM) de las
observaciones de las muestras. Para establecer la
significancia estadistica de los resultados, fue utilizada
la prueba “t” de Student exigiéndose un 95% de certeza
(P<0,05).

RESULTADOS
Efecto del tratamiento con una dosis alta de
oxitetraciclina sobre el higado de ratones hembras
prefiadas.
Analisis hispatologico del tejido hepéatico

Hepatoesteatosis macroscoépica.

Figura 1. A Higado de raton hembra control del grupo
dia 0. Mostr6 color oscuro. B Higado de ratén hembra
con higado graso inducido por OT (100 mg/kg de peso
corporal). Mostré color claro.

Hepatoesteatosis microscopica.

Figura 2. Fotomicrografia de higado de ratén hembra
control del grupo dia 0. Se observd un higado
histologicamente normal de aspecto conservado.
Tinciéon H&E 40X.
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Figura 3. Fotomicrografia de higado de raton hembra
del grupo dia 0 con higado graso inducido por dosis
alta de oxitetraciclina (100mg/kg de peso corporal). Se
observé metamorfosis grasa hepéatica moderada.
Tincion H&E 40X.

Concentracion de triglicéridos en el higado

El tratamiento con una dosis alta de oxitetraciclina
aumento la concentracion de triglicéridos hepéaticos de
forma estadisticamente significativa (P<0,01) en el
grupo de Dia 0 (FIG 4), lo cual corrobora los hallazgos
histopatoldgicos de hepatoesteatosis obtenidos en el
presente estudio.

Determinacién de la funcién hepatica

Actividad plasmética de la alanina aminotransferasa
(ALT) y de la aspartato amino transferasa (AST)

El tratamiento con una dosis alta de oxitetraciclina
aumentd de forma estadisticamente significativa
(P<0,001) las actividades plasmaticas de la alanina
aminotransferasa (ALT) y de la aspartato
aminotransferasa (AST), en el grupo de dia 0 (FIG5y
FIG 6, respectivamente).

Figura 4. Concentracion de triglicéridos (TG) hepéticos (mg/mg proteinas) en ratones hembras NMRI no prefiadas
(dia 0) y prefiadas (grupos al parto y al destete), tanto controles y como con higado graso (grupo experimental),
inducido por oxitetraciclina (100. mg/kg peso corporal). Los valores son la media + EEM de 5 animales/grupo;

** P<0,01.
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Figura 5. Actividad plasmatica de la ALT (U/L) en ratones hembras NMRI no prefiadas (dia 0) y prefiadas (grupos al
parto y al destete), tanto controles y como con higado graso (grupo experimental) inducido por oxitetraciclina (100.
mg/kg de peso corporal). Los valores son la media £+ EEM de 5 animales/grupo; *** P<0,001.
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Figura 6. Actividad plasmatica de la AST (U/L) en ratones hembras NMRI no prefiadas (grupo dia 0) y prefiadas
(grupos al parto y al destete), tanto controles y como con higado graso (grupo experimental), inducido por
oxitetraciclina (100. mg/kg de peso corporal). Los valores son la media + EEM de 5 animales/grupo; *** P<0,001.
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Efecto del tratamiento con una dosis alta de El tratamiento con una dosis alta de oxitetraciclina

oxitetraciclina sobre el estrés oxidativo hepético. aumentd de forma estadisti-camente significativa
(P<0,001) las concentraciones hepaticas de los DC y

Cuantia de la lipoperoxidacion (LPO) hepatica: de MDA en el grupo del dia 0 (FIG 7 y FIG 8,

Concentracién de dienos conjugados (DC) y de respectivamente).

malondialdehido (MDA).

Figura 7. Concentracion hepatica de DC (moles/mg proteinas) x10-5 en ratones hembras NMRI no prefiadas (dia 0)
y prefiadas (grupos al parto y al destete), tanto controles como con higado graso (grupo experimental), inducido por
oxitetraciclina (100. mg/kg de peso corporal). Los valores son la media + EEM de 5 animales/grupo; *** P<0,001.
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Figura 8. Concentracion hepéatica de MDA (nmoles/mg proteinas) en ratones hembras NMRI no prefiadas (dia 0) y
prefiadas (grupos al parto y al destete), tanto controles como con higado graso (grupo experimental), inducido por
oxitetraciclina (100. mg/kg de peso corporal). Los valores son la media £ EEM de 5 animales/grupo; *** P<0,001.
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DISCUSION

El uso de las tetraciclinas constituye la conducta
terapéutica de eleccion para los cuadros infecciosos en
los planteles de produccion animal [3]. En animales la
oxitetraciclina produce higado graso caracterizado por
una esteatosis microvesicular por lesién mitocondrial
inducida por RL [6]. En mujeres embarazadas se puede
presentar insuficiencia hepéatica asociada a la
administracion de oxitetraciclina [7].

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
sefialan que los ratones hembras experimentales del
grupo dia 0, a las 24 horas de haberles administrado
una dosis alta de OT, presentaron dafio hepatico
acompafiado por elevada concentracién de triglicéridos
en el higado y cambios histopatoldgicos, tipificados por
metamorfosis grasa hepatica moderada (FIG 3). Estas
modificaciones estructurales del tejido hepatico son
semejantes a las obtenidas en hepatocitos de ratas
incubados con tetraciclina [16] y en cultivo primario con
tetraciclina de hepatocitos de perro [17].

Ademas, en el grupo experimental del dia 0 hubo una
elevacion significativa de los niveles plasméticos de las
transaminasas ALT y AST. La enfermedad hepatica
grasa no alcoholica es quizas la causa més habitual de
elevacion sérica de las aminotransferasas, en el mundo
occidental y también en el asiadtico [18]. El dafio
hepatico agudo o crénico, se asocia invariablemente
con elevacion plasmatica de la ALT, enzima de
ubicacion intracelular mayoritariamente citoplasmatica y
de la AST localizada en dos regiones intracelulares:
citoplasma y mitocondrias. La ALT presenta su mayor
actividad en el higado y el incremento de ella se
visualiza como especifica de dafio hepético [19]. Por su
parte, la AST se encuentra ampliamente distribuida en
musculo esquelético, rifion, cerebro, higado, corazén y
asi mismo en glébulos rojos [20]. La alteracién de
dichos territorios se ve reflejada en un incremento
plasmatico de estas enzimas, la cual es proporcional a
la cuantia del dafio experimentado. La elevacion
enzimatica de origen hepatico es inducida por dafio
oxidativo del higado, que provoca alteraciones de la
permeabilidad de las membranas y finalmente lisis del
hepatocito con liberacién de la ALT y AST hacia la
sangre. Yang Yy cols. [21] indican para la especie animal
utilizada en este estudio, rangos normales de ALT (7 a
227 U/L) y de AST (37 a 329 U/L), cuya gran amplitud
indicaria la participacion de determinantes genéticas en
estas variables.

El aumento de la concentraciéon de radicales libres en
las células causa estrés oxidativo (EO) que puede
daflar seriamente la integridad de las estructuras
celulares, entre ellas las membranas y en
consecuencia afectar su funcionamiento. En el
presente estudio, los marcadores de estrés oxidativo
hepatico (DC y MDA) aumentaron en forma altamente
significativa en las hembras del grupo dia 0 (hembras
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no prefiadas) inyectadas con una dosis alta de
oxitetraciclina, tal como se puede apreciar en laFIG 7y
FIG 8, lo cual indica el establecimiento de un estado de
EO hepatico por accidon de este antibidtico, resultado
coincidente con reportes anteriores en ratones hembras
tratadas con oxitetraciclina [5]. Como también en
ratones bajo una dieta deficiente en metionina y colina,
que induce moderada esteatosis microvesicular del
higado, con elevacién de la concentracion hepatica de
triglicéridos y de MDA [22].

Es relevante sefialar que las hembras experimentales
del grupo dia 0, a las 24 horas de la administracion de
una dosis alta de OT, mostraron elevadas
concentraciones hepaticas tanto de los dienos
conjugados como del malondialdehido (FIGs 7 y 8).
Recordemos [23] que los DC se originan al inicio de la
degradacion lipoperoxidativa (LPO) de los dobles
enlaces de los lipidos insaturados (constituyentes de
las membranas celulares) causada por los radicales
liberados en el estado de EO; por su parte el MDA en
conjunto con el 4-hidroxialkenal (4-HDA), son productos
finales de la secuencia de reacciones de la LPO. El
hecho que en esta investigacion, ambos indicadores
(DC y MDA) se encuentren similarmente elevados,
significa que la secuencia lipoperoxidativa se cumple
completa debido a gran cuantia de RL generados por la
OT, frente a esto, la respuesta antioxidante hepatica
deberéd ser suficiente y sostenida, para poder equilibrar
el EO. En este sentido la célula debera activar
mecanismos de reposicibn de los compuestos
implicados en la defensa antioxidante hepatica [24].

Al parto las hembras prefiadas experimentales, no
presentaron modificacion de los parametros descritos
en el grupo de Dia 0, poniendo en evidencia que a los
20-22 dias después de la administracion de una sola
dosis alta de OT, no se mantiene el efecto del
antibiotico ya descrito para el dia 0. Un resultado
similar fue obtenido en las hembras al momento del
destete. Se debera asegurar la persistencia del HG con
dosis sucesivas de la OT pues una dosis Unica inicial
no lo asegura abriendo la posibilidad que el efecto
hepatoesteatésico del antibibtico se revertiria [25].

Cave sefialar que en relacion al efecto de una dosis
alta de OT sobre la progenie de ratones hembras, no
se observd anomalias neonatales.

CONCLUSIONES

Este estudio aporta nuevos conocimientos sobre el
efecto de una dosis alta (100 mg/kg de peso corporal)
de oxitetraciclina, asi, a las 24 horas de haberla
inyectado se observé en ratones hembras NMRI no
prefiadas (grupo dia 0), una elevacion estadisticamente
significativa de Ila concentracion de triglicéridos
hepaticos acompafiada de hepatoesteatosis e
incremento de los niveles plasméaticos de las
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transaminasas ALT y AST, indicativo de disfuncion
hepética. En estos animales también se constaté el
establecimiento de un estado de estrés oxidativo en el
higado, debido a su elevado grado de lipoperoxidacion,
evidenciado por alta concentracion de dienos
conjugados y malondialdehido, utilizados en este
estudio como marcadores de dafio oxidativo hepatico,
inducido por la generacién de radicales libres liberados
en el proceso inflamatorio que acompafia a la
hepatoesteatosis.

Al parto las hembras prefladas experimentales, no
presentaron modificacién de los parametros descritos
en el grupo de Dia 0, poniendo en evidencia que a los
20-22 dias después de la administracién de una dosis
alta de OT, no se mantuvo el efecto del anibiético, ya
descrito para el dia 0; un resultado similar fue obtenido
en las hembras al momento del destete. En cuanto al
efecto del tratamiento con una dosis alta de
oxitetraciclina sobre la progenie, no hubo anomalias
neonatales en cuanto a alteraciones morfologicas
corporales, tampoco en el peso promedio de las
camadas al nacer, ni luego a los 15-20 o 25 dias
después de nacidas.
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