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Resumen
López-Ortega, A.A.; Aranguren, A.J.; Plaza, M.A.; Murillo, M.D.: Estrés oxidativo y 
alteraciones de la funcionalidad hepática en ratones hembras con hígado graso experi-
mental. Rev. vet. 25: 1, 7-11, 2014. El estrés oxidativo (EO) afecta la progresión y severidad 
de diferentes patologías, entre las cuales se incluyen las hepáticas. Ha sido señalada su in-
tervención en el hígado graso (HG) no alcohólico, de relevante importancia tanto en medi-
cina humana como veterinaria debido, entre otras, a la alteración de las funciones hepáticas 
causada por el deterioro celular producto del EO, como es el proceso de lipoperoxidación. 
El objetivo de este estudio fue determinar si el HG no alcohólico experimental inducido en 
ratones hembra NMRI por etionina provocaba EO y afectaba a la función hepática. El HG 
se indujo mediante la administración de etionina (7,5 mg/20 g peso corporal), de conocida 
acción hepatotóxica. Se utilizaron dos grupos de 10 animales: uno control y otro tratado con 
DL-etionina. El HG se evaluó por métodos histológicos y mediante la cuantificación de los 
triglicéridos hepáticos, que indicaron hepatoesteatosis en las hembras inyectadas con etioni-
na. La concentración hepática de malondialdehído (MDA) y de dienos conjugados (DC) se 
determinó por espectrofotometría como parámetros de EO. Además, en muestras de plasma 
se cuantificó la concentración de las aminotransferasas ALT y AST a través de kits comer-
ciales. La inducción de HG causó una elevación significativa de los parámetros de MDA: 
de 258,30 ±22,49 nmoles/mg proteínas a 354,90 ±19,83 nmoles/mg proteínas (p<0,01), así 
como los de DC: de 212,46 ±8,36 mmoles/mg proteínas a 263,93 ±14,51 mmoles/mg proteínas 
(p<0,01). En el HG, la actividad plasmática de las aminotransferasas aumentó significativa-
mente: ALT de 77,01 ±4,11 U/l a 198,34 ±17,22 U/l (p<0,001) y AST de 188,29 ±11,81 U/l a 
401,71 ±22,42 U/l (p<0,001). Se concluye que el HG inducido por etionina se acompaña con 
un estado de EO que compromete la funcionalidad hepática.
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Abstract
López-Ortega, A.A.; Aranguren, A.J.; Plaza, M.A.; Murillo, M.D.: Oxidative stress and 
alterations in liver function in female mice with experimental fatty liver. Rev. vet. 25: 1, 
7-11, 2014. The oxidative stress (OS) affects the progression and severity of different pa-
thologies, including those affecting the liver). OS has been associated with the non-alcoholic 
fatty liver (NAFL), of importance in both human and veterinary medicine due to hepatic 
disfunction as a consequence of cellular deterioration, part of the lipid peroxidation process. 
The objective of this study was to determine if experimental NAFL in female NMRI mice 
induced by ethionine evokes OS and alters hepatic function. Fatty liver (FL) was induced 
by the administration of ethionine (7.5 mg/20 g body weight), of known hepatotoxic effects. 
Two groups of 10 animals each, were used (control and injected with DL-ethionine). FL was 
assessed by histology and the quantification of hepatic triglycerides, which indicated hepatic 
steatosis. For the determination of OS, malondialdehyde (MDA) and conjugated diene (CD) 
concentrations were determined by means of spectrophotometry. In addition, the concentra-
tions of ALT and AST in plasma were quantified using commercial kits. The induction of FL 
caused significant elevation of liver parameters indicative of OS, MDA: from 258.30 ±22.49 
nmoles/mg protein to 354.90 ±19.83 nmoles/mg protein (p<0.01), as well as DC: from 212.46 
±8.36 mmoles/mg protein to 263.93 ±14.51 mmoles/mg protein (p<0.01). In FL the plasmatic 
activity of aminotransferases significantly increased: ALT from 77.01 ±4.11 U/l to 198.34 
±17.22 U/l (p<0.001) and AST from 188.29 ±11.81 U/l to 401.71 ±22.42 U/l (p<0.001). It is 



8

INTRODUCCIÓN

El depósito de grasa en el hígado de origen no alco-
hólico (HGNA) corresponde a una patología inflamato-
ria que se inicia con hepatoesteatosis, estado benigno 
de carácter reversible, el cual, al persistir la causa in-
ductora evoluciona a una esteatohepatitis crónica que 
puede llevar a la etapa final fibrótica de esta enferme-
dad. El HGNA es relevante en medicina humana debi-
do a su relación con la obesidad y la diabetes 16 , como 
también en medicina veterinaria en la cual el hígado 
graso (HG) afecta a diferentes especies animales, entre 
ellas al ganado bovino productor de leche, particular-
mente en el período del periparto, lo que causa pérdidas 
importantes en el sector agropecuario 2 .

El estrés oxidativo (EO) está involucrado en los 
procesos inflamatorios, es así como en las enferme-
dades del hígado se reportan altas concentraciones de 
especies reactivas del O2 (ROS) 11 . El objetivo de este 
estudio fue determinar si el HG no alcohólico expe-
rimental inducido en ratones hembra NMRI por DL-
etionina provocaba EO y afectaba a la función hepática.

MATERIAL Y MÉTODOS

Población y muestra. Para el estudio se utilizaron 
ratones hembras provenientes de la población de rato-
nes de la cepa NMRI del Bioterio Central de la UCLA, 
Venezuela. Mediante muestreo aleatorio simple, se se-
leccionaron 20 ratones adultos de 27,5 ±2,5 g de peso 
corporal. Colocados en jaulas individuales de acero 
inoxidable, bajo ciclos de 12 horas/12 horas luz/oscu-
ridad en las condiciones estandarizadas del Bioterio de 
la UNIHM, con libre acceso al agua y a un alimento 
comercial para ratones Ratarina® (Protinal, Venezue-
la). El estudio fue conducido de acuerdo al Código de 
Bioética y Bioseguridad de FONACIT-Venezuela, 2009.

Manejo de animales y toma de muestras. Los ra-
tones fueron distribuidos aleatoriamente en dos gru-

pos de 10 animales cada uno: un grupo control y otro 
inyectado con DL-etionina (Sigma Chemical Co, St 
Louis, MO, EE.UU.) disuelta en solución fisiológica 
estéril, administrada i.p. en dosis de 7,5 mg/20 g de 
peso corporal. Los dos grupos fueron sometidos a igual 
manejo excepto que a los controles se les inyectó sólo 
el vehículo (solución fisiológica estéril). Luego de un 
ayuno de 48 horas, por venopunción coccígea se obtu-
vo una muestra de sangre tratada con anticoagulante 
EDTA-Na

4
 al 2%. Los plasmas se separaron por cen-

trifugación (800 g, 20 minutos) en microcentrífuga re-
frigerada Eppendorf 5402 (Brinkman Instr., Westbury, 
NY, EE.UU.) y fueron mantenidos a 4° C.

Obtenida la muestra de sangre, a los animales se les 
practicó la eutanasia bajo ligera anestesia con éter. Se 
disecó el hígado, se evaluó su aspecto macroscópico y 
se sumergió en tampón Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 a 
4ºC. Se homogeneizaron 1,5 g de hígado con 3 veces su 
peso en buffer Tris-sacarosa a 4ºC en un potter NSI-12 
Bodine (Electric Comp., Chicago, ILL, EE.UU.). El so-
brenadante del homogeneizado, diluido 1:40 con agua 
desionizada, se mantuvo a 4°C hasta su procesamiento.

Estudio histopatológico. Una pequeña porción de 
hígado fijado en formol tamponado al 10%, fue utiliza-
da para su estudio histopatológico realizado en el La-
boratorio de Anatomía Patológica del Hospital Veteri-
nario “Dr. Humberto Ramírez Daza” de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias-UCLA. Se obtuvieron secciones 
de 4 micrómetros del tejido mediante el uso de un mi-
crótomo Jung AG (Heidelberg, Alemania) y posterior 
tinción de los cortes con hematoxilina-eosina de acuer-
do a la técnica convencional. 

Valoración de los triglicéridos y del estrés oxida-
tivo. En el sobrenadante diluido del homogeneizado 
hepático se determinó la concentración de triglicéri-
dos por método enzimático mediante kit de Qualitest 
(Ind. Qualitest, Caracas, Venezuela). Los resultados 
se expresaron en mg de triglicéridos/mg de proteínas, 

concluded that the ethionine-induced FL is accompanied with a state of OS which compro-
mises the liver function.

Key words: mouse, fatty liver, ethionine, oxidative stress, dysfunction.

Figura 1. 1A y 1B: hígados de ratones controles y con HG inducido por DL-etionina, respectivamente. 1C y 1D: 
fotomicrografías de hígados control e HG inducido, respectivamente. H&E 40X.

1A 1B 1C 1D
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las cuales fueron determinadas mediante el kit Pierce 
(Rockford, ILL, EE.UU.) basado en la técnica descrita 
por Bradford 4 . Igualmente en este sobrenadante, se 
determinó la concentración de dienos conjugados (DC) 
a través de la técnica descrita por Wallin y col 14 y tam-
bién la concentración de malondialdehído (MDA) me-
diante el método de TBARS (sustancias reaccionantes 
con el ácido 2-tio barbitúrico) de acuerdo a Ohkawa y 
col 10 .

Valoración de la funcionalidad hepática. En el 
plasma fueron determinadas las actividades de alanina 
amino-transferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa 
(AST), mediante kits comerciales (Wiener Lab, Rosa-
rio, Argentina). Todas las lecturas espectrofotométri-
cas se llevaron a cabo en un Genesys 5 (Rochester, NY, 
EE.UU.). 

Análisis estadístico. Se realizó mediante el progra-
ma SPSS versión 17.0 para Windows. Los resultados 
quedaron expresados como el promedio de los valores 
± error estándar (ES). Para establecer la significación 
estadística de los resultados se utilizó la prueba “t” de 
Student exigiéndose un 95% de certeza (p<0,05).

RESULTADOS

Hepatoesteatosis. En la Figura 
1 se observa el aspecto macroscó-
pico del hígado de ratón hembra 
NMRI adulto inyectado con DL-
etionina, el cual presenta color 
amarillo (B) a diferencia de la to-
nalidad roja del animal control (A).

En los estudios histopatológicos 
presentados en la Figura 1, los ani-
males inyectados con DL-etionina 
revelan una metamorfosis grasa se-
vera, caracterizada por hepatocitos 
con numerosas vacuolas lipídicas 
citoplasmáticas (D) en contraposi-
ción con el aspecto normal del híga-
do control (C).

La concentración de triglicé-
ridos hepáticos / mg proteínas, se 
mostró aumentada significativa-
mente (p<0,01) en los ratones con 
hígado graso inducido por DL-etio-
nina, en relación al valor control 
(Figura 2), lo cual corrobora los ha-
llazgos histopatológicos obtenidos 
en este estudio (Figura 1D).

Estrés oxidativo hepático. En 
el presente estudio, la concentra-
ción hepática de los parámetros 
para valorar el EO (dienos conju-
gados y malondialdehído) aumentó 
significativamente (p<0,01) en los 

ratones inyectados con DL-etionina con respecto a los 
controles, tal como indica la Figura 3.

Funcionalidad hepática. Las actividades plasmá-
ticas de alanina amino-transferasa (ALT) y aspartato 
aminotransferasa (AST), aumentaron significativa-
mente (p<0,001) en ratones con HG inducido por DL-
etionina (Figura 4).

Figura 2. Concentración de triglicéridos en hígado de 
ratones controles y con HG inducido (media ± ES de 
10 animales/grupo). ** p<0,01 con respecto al grupo 
control.

Figura 3. Concentración hepática de dienos conjugados (A) y malon-
dialdehído (B) en ratones controles y con hígado graso inducido por DL-
etionina (media ± ES de 10 animales/grupo). ** p<0,01 con respecto al 
grupo control.
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Figura 4. Actividad plasmática (U/L) de las aminotransferasas ALT (A) y 
AST (B) en ratones controles y con HG inducido por DL-etionina (media 
± ES de 10 animales/grupo). *** p<0,001 con respecto al grupo control.
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DISCUSIÓN

El HG es una patología relevante en medicina vete-
rinaria, ya que compromete la salud y producción ani-
mal, con un impacto económico negativo en el sector 
agropecuario. En bovinos lecheros es considerada la 
mayor alteración metabólica del periparto, con dismi-
nución de la ingesta de alimento y de la producción de 
leche, a lo que se añade el costo del tratamiento del 
HG 2 . Para cubrir las demandas energéticas, el animal 
debe movilizar las reservas lipídicas, particularmente 
desde el tejido adiposo. El exceso de lípidos moviliza-
dos se acumula en las células del hígado en forma de 
triglicéridos 15 . 

De igual manera, el HGNA es relevante en medi-
cina humana debido a su relación con la obesidad y la 
diabetes 16 . Recientemente se ha determinado que una 
dieta rica en lípidos induce depósito graso en los tejidos 
hepático y esquelético con simultánea resistencia a la 
insulina; el estrés oxidativo y la disfunción mitocon-
drial están involucrados en el proceso 17 .

Al progresar el HGNA puede evolucionar hacia una 
esteatohepatitis y finalmente concluir en una cirrosis 
hepática o un carcinoma hepatocelular, como se ha 
establecido experimentalmente en modelos animales 
(ratones y ratas) con la utilización de diferentes induc-
tores 13 .

La etionina es un etil-análogo del aminoácido me-
tionina y compite con ésta en las diferentes rutas me-
tabólicas en que interviene. La transformación ocurre 
en el hígado de la mayoría de los mamíferos, por ac-
ción de la metionina-adenosiltransferasa que cataliza 
su conversión a S-adenosil-metionina 9 . La falta de 
esta enzima causa una drástica disminución del ATP 
hepático con la subsecuente disminución de la síntesis 
proteica 12 . Entre otras se verá disminuida la formación 
de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), ma-
cromoléculas encargadas de la exportación de lípidos 
desde el hígado a la sangre, lo que origina el acúmulo 
graso en el hepatocito.

En el presente estudio los ratones inyectados con 
DL-etionina presentaron un hígado con metamorfosis 
grasa severa: los hepatocitos mostraron un citoplasma 
con numerosas vacuolas lipídicas y formación de mi-
croquistes lipídicos producto de la ruptura de la mem-
brana plasmática con fusión de las vacuolas (Figura 1D).

Aunque diferentes tipos de lípidos pueden acumu-
larse en el hígado debido a la acción de hepatotóxicos, 
los triglicéridos (TG) son los principalmente involu-
crados en este depósito 7 , hecho coincidente con los 
resultados del presente estudio, tal como se muestra en 
la Figura 2, en la cual se observa que la concentración 
de TG está muy aumentada en el homogeneizado del 
hígado de animales inyectados con DL-etionina, en 
comparación con el nivel mostrado por los controles. 
Los cuerpos lipídicos no son almacenajes estáticos de 
grasa en el hepatocito sino que poseen un metabolis-
mo muy activo y una composición similar a la de una 
lipoproteína. Presentan un núcleo formado por lípidos 

hidrofóbicos (TG y en menor proporción colesterol es-
terificado) asociados a una monocapa de lípidos polares 
(fosfolípidos y colesterol libre) y proteínas 5 .

La generación de radicales libres (RL) es necesaria 
para diferentes funciones celulares. La elevación de la 
concentración de RL define un estado de estrés oxida-
tivo que induce alteraciones del metabolismo celular, 
incluyendo modificaciones de la estructura de proteí-
nas y ácidos nucleicos, así como un incremento del ión 
calcio intracelular. Además, altera el transporte ióni-
co de la membrana y su permeabilidad, produciendo 
destrucción celular por el proceso de lipoperoxidación, 
mecanismo que altera la estructura normal de los lípi-
dos de membrana 8 .

Entre las biomoléculas dañadas por los RL se en-
cuentran los ácidos grasos poli-insaturados, los cuales 
sufren una secuencia lipoperoxidativa (LPO), entre cu-
yos productos iniciales están los DC y entre los finales 
se encuentra, junto a otros aldehídos, el MDA. Estos 
productos de la degradación lipoperoxidativa son indi-
cadores de EO celular y todos ellos pueden ser cuanti-
ficados 8 .

En el presente estudio la concentración hepática de 
DC y MDA estuvo significativamente aumentada en 
los ratones inyectados con DL-etionina, en compara-
ción con los controles (Figuras 3A y 3B). Análogamen-
te, se reporta la elevación de los niveles de MDA hepá-
tico en ratones expuestos a CCl4, conocido inductor de 
hepatoesteatosis 1 . Además, se ha indicado en ratones 
con dieta deficiente en metionina y colina, la presencia 
de una moderada esteatosis microvesicular del hígado, 
con elevación de la concentración hepática de triglicé-
ridos y de MDA 18 . 

Se debe añadir que en ratones carentes del gen 
que codifica a la metionina-adenosiltransferasa, se ha 
observado una reducción hepática del contenido de S-
adenosilmetionina, lo que induce esteatosis y un estado 
de EO del hígado que se caracteriza por alta concentra-
ción de MDA, acompañada con disminución de las re-
servas antioxidantes, entre ellas el glutatión reducido 9 .

Ante el ataque oxidativo, el hepatocito se torna dis-
funcional con eventual muerte celular por necrosis y 
apoptosis, lo que hace inminente un fallo hepático. Se 
ha indicado paralelismo entre el daño hepático obser-
vado en ratones inyectados i.p. con CCl4, con la eleva-
ción de los niveles séricos de enzimas hepáticas tales 
como las aminotransferasas ALT y AST 1 , hallazgo 
coincidente con los resultados obtenidos en el presente 
estudio. Así se puede observar en la Figura 4, cómo en 
los ratones inyectados con DL-etionina las actividades 
plasmáticas de ALT y AST se encuentran extraordina-
riamente elevadas al compararlas con sus respectivos 
controles.

 La utilización de productos naturales con propie-
dades antioxidantes en ratones expuestos al CCl4, ha 
logrado disminuir en forma significativa la actividad 
plasmática de ALT y AST, aunque sin recuperar el va-
lor presentado por los ratones no expuestos al hepato-
tóxico 6 .

López A.A. et al.: Hígado y estrés oxidativo. Rev. vet. 25: 1, 7-11, 2014
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El mal funcionamiento hepático aquí registrado se 
explica por el grave daño de los hepatocitos inducido 
por la DL-etionina, evidenciado en la Figura 1D. La 
instauración del estado de estrés oxidativo (Figuras 
3A y 3B) abriría las puertas al proceso inflamatorio o 
esteatohepatitis que, al progresar, podría dañar las cé-
lulas y conducir a la fibrosis con formación de tejido 
cicatrizal cuya función no es la hepática. En un recien-
te estudio en ratas, se reveló que la ingestión de áci-
dos grasos lipoperoxidados desencadena un estímulo 
pro-inflamatorio en el hígado con aumento de la LPO 
y de las enzimas sintasas del óxido nítrico-2 (NOS-2) 
y ciclooxigenasa-2 (COX-2), como también de la inter-
leukina 1b (IL-1b) y del factor de necrosis tumoral alfa 
(TNFa) 3 .

Como conclusión, el hígado graso inducido por 
DL-etionina se acompaña con un estado de estrés oxi-
dativo que compromete la funcionalidad hepática.
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