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RESUMEN

La levofloxacina es un antimicrobiano del grupo de las fluoroquinolonas utilizada en medicina
humana y con potencial aplicacién en animales de produccion, si los estudios toxicolégicos y
farmacolégicos lo avalan. Si bien trabajos previos han demostrado que otras fluoroquinolonas
y/o sus metabolitos producen peroxidacion de lipidos en los tejidos animales, las comunicaciones
sobre evaluaciones toxicolégicas de levofloxacina son escasas. En el presente trabajo se plantea
evaluar la posible oxidacién de lipidos en tejidos de pollos parrilleros y truchas (Oncorbynchus mykiss),
después de la administracion de levofloxacina utilizando la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARs).

Los valores de nmol de TBARs/g de tejido mostraron diferencias estadisticamente significativas en:
musculo de trucha después de una unica administracién de 10mg/kg de levofloxacina 50,213,2 vs
control 17,1+3,8 (p<0,05) a las 72 h; en pollo, después de una tnica administracion de 5mg/kg de
levofloxacina, los valores fueron, en musculo a las 2 h, 6,211,2 vs control 3,7+1,3 (p<0,05) y en
higado a la hora, 6,910,2 vs control 0,9£0,1 (p<<0,05). Esta informacién, que sugiere induccién de
un efecto oxidativo en tejidos, debe ser profundizada en futuras investigaciones.
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SUMMARY

Levofloxacin is a fluoroquinolone antimicrobial used in human medicine and with a potential
application in food-producing animals, if the toxicological and pharmacological studies support
this. Previous studies have shown that other fluoroquinolones and/or its metabolites produce lipid
peroxidation in animal tissues but toxicological evaluation of levofloxacin communications ate scarce.
This work argues evaluate the possible lipid oxidation in broiler chickens and trout (Oncorbynchus
mykiss) tissues, after levofloxacin administration, using the thiobarbituric acid reactive substances
technique (TBARs).

The values, TBARs/g of tissue, showed statistically significant differences in: trout muscle after
al0mg/kg single administration of levofloxacin 50.213.2 vs control 17.1+3.8 (p<0.05) at 72 h; in
chicken after a single 5mg/kg levofloxacin administration, the values were in muscle at 2 h, 6.2+1.2
vs control 3.7£1.3 (p<0.05) and in liver at 1h, 6.9%0.2 vs control 0.9£0.1 (p<<0.05). This information

which suggests oxidative effect induction in tissues should be deepened in future research.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la acuicultura y el
consumo mundial de pescado han ido en
constante aumento'®. Las truchas arco iris
(Oncorhynchus mykiss) son populares en platos
occidentales y con frecuencia son cultivadas
para la alimentacién. Por otro lado, la escala de
produccién de pollo se ha expandido en todo
el mundo. Los antimicrobianos son usados
frecuentemente, casi de manera rutinaria,
en animales de produccidn, particularmente
las quinolonas son empleadas con fines
profildcticos y terapéuticos®” en la industria
avicola y acuicultura. La enrofloxacina es la
fluoroquinolona mds ampliamente utilizada
en la produccién aviar®, porcina y bovina®,
y otras de habitual empleo son sarafloxacina,
difloxacina, danofloxacina y marbofloxacina'.

La levofloxacina (LFX) es una
fluoroquinolona de tercera generacién utilizada
en medicina humana y con una aplicacién
potencial en medicina veterinaria. El primer paso
para evaluar si su uso es adecuado en animales,
es lograr un conocimiento completo del
comportamiento farmacoldgico y toxicolégico
de este fdrmaco en individuos sanos. La LEX
tiene un amplio espectro antibacteriano,
incluyendo bacterias gram negativas, gram
positivas, atipicas e intracelulares”’, mayor que

otras fluoroquinolonas, como ciprofloxacina
o norfloxacina. Se han reportado estudios
farmacolégicos de LEX en terneros’, conejos®
y gatos'. Recientemente al determinar los
pardmetros farmacocinéticos de LEX en pollos
parrilleros” y truchas arco iris, se midié un
volumen de distribucién tisular elevado,
Errecalde, C. Comunicacién personal (2009).

Si bien trabajos previos han demostrado
que otras fluoroquinolonas y/o sus metabolitos
producen peroxidacién de lipidos en los
tejidos animales'® %%, las comunicaciones
sobre evaluaciones toxicolégicas de LFX son
escasas. La oxidacién lipidica puede producir
decoloracién, cambios en el olor y sabor,
produccién de compuestos potencialmente
téxicos'* 17y reduccién de la calidad nutricional
de los alimentos. Existen riesgos potenciales
para la salud asociados con el consumo de
alimentos que contienen lipidos oxidados''.
Algunos productos de oxidacién dan lugar a la
generacion de distintas moléculas orgdnicas y de
malondialdehido (MDA), un agente mutdgeno
ylo carcindgeno'. La técnica de sustancias
reactivas al dcido tiobarbitdrico (TBARs), es
utilizada en la cuantificacién de MDA, producto
final mayoritario de la lipoperoxidacidn,
que generalmente estd relacionado con los
pardmetros de calidad de los alimentos®.

En el presente trabajo se plantea evaluar la
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posible oxidacién de lipidos en tejidos consumidos
habitualmente por el hombre, higado, rifién
y musculo de pollos parrilleros y musculo de
truchas (Oncorbynchus mykiss), después de la
administracién de LFX, utilizando la técnica
de sustancias reactivas al dcido tiobarbitdrico
(TBARs), por su bajo costo y la sencillez y
accesibilidad del procedimiento de deteccién.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron de acuerdo a
las recomendaciones del Comité de Etica de
Investigacién de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto.

Treinta truchas arco iris (Oncorbynchus
mykiss) de aproximadamente 250 g fueron
criadas en tanques, manteniendo un fotoperiodo
natural y alimentadas con balanceado. Los
animales fueron distribuidos en diez grupos,
con tres truchas cada uno. El grupo control
recibié solucidn salina en la vena caudal y las
truchas se sacrificaron a la hora. Nueve grupos
recibieron 10 mg/kg de LEX (dosis indicada
para otras fluoroquinolonas en peces™) en una
tnica administracién endovenosa y fueron
sacrificadas a diferentes tiempos pos tratamiento
(1, 3,6, 12, 24, 48,72, 96 y 120 h). Los peces
se sacrificaron por concusién. Se obtuvo de cada
animal una muestra de aproximadamente 5 g de
musculo dorsal y se almacend a -80°C hasta su
procesamiento.

Se utilizaron 35 pollos parrilleros de ocho
semanas de edad, que fueron alimentados ad
libitum con maiz y distribuidos en siete grupos
de 5 animales cada uno. El grupo control
recibié solucién salina en la vena braquial y los
pollos fueron sacrificados a la hora. Seis grupos
recibieron 5 mg/kg de LFX (dosis utilizada
inicialmente para enrofloxacina®) en una dnica
administracién endovenosa y fueron sacrificados
a diferentes tiempos pos tratamiento (0,25, 0,50,
1,2,12y24h). Los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical y posterior exanguinacién.
El higado, los rifiones y musculo del muslo
fueron extraidos, y de inmediato almacenados
a -80°C hasta su procesamiento.

Los niveles de TBARs en los tejidos fueron

cuantificados utilizando el método original de
Buege y Aust® modificado por Marcincak'?,
y se determind la linealidad en cada tejido
con diferentes concentraciones de MDA
como estandar (0,4; 0,9; 3,7; 7,3; 14,6; 29,3;
58,6nmol/g de tejido).

Se homogeneizo 1 g de tejido en 3 ml
de buffer fosfato pH 7,2-7,4 y 60 pl de
butilhidroxitolueno (BHT) 0,01%, en bafo
de hielo. Se agitaron en vortex 600 pl de
homogenato con 600 pl de 4cido tricloroacético,
la mezcla se incubé a 90 °C durante 30 minutos
y se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos.
Seiscientos pl de sobrenadante se agitaron en
vortex con 600 pl de 4cido clorhidrico 0,25N
y 600 pl de dcido tiobarbitirico 0,375% y se
incubé la mezcla nuevamente a 90°C durante
30 minutos. Se agregaron 1800 pl de butanol,
se agitd y centrifugd durante 10 minutos a 2500
rpm y la lectura del sobrenadante coloreado se
realizé espectrofotométricamente a 532 nm.

La reaccidn se llevé a cabo en dos muestras
de cada tejido, expresando los resultados
como nmol de TBARs/g de tejido. Los valores
obtenidos en los diferentes tiempos después del
tratamiento con LEX (p<0,05), se compararon
mediante andlisis de varianza (ANOVA) y Tukey
como prueba post-test, utilizando GraphPad
Prism versién 5.00".

RESULTADOS

El contenido de TBARs en musculo de
truchas después de la administracién de LFX, se
muestra en el Cuadro 1. Los niveles de TBARs
en el musculo del grupo control fueron 17,1+
3,8 nmol de TBARs/g de tejido. Los valores
fluctdan hasta llegar a la concentracién mds
alta y estadisticamente diferente con respecto
al grupo control (50,2+ 3,2 nmol de TBARs/g
de tejido), a las 72 h (p<0,05).

En los tejidos de pollos parrilleros, el
contenido de TBARs después de la
administracién de LFX, se muestra en el Cuadro
2. Los niveles de TBARs del grupo control en
higado, rifién y musculo fueron de 0,9+0,1;
6,7+ 3,0 y 3,7 + 1,3 nmol de TBARs/g de
tejido, respectivamente. Los niveles de TBARs
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P
Levofloxacina musculo
Control 171138
1 20,9+7,5
21953
14,4 £ 5,5
12 22,6+8.2
24 17,9+ 0,5
48 17,4 + 7,5
72 50,2 3,2
96 212+7,3
120 14,5+ 4,4°

Cuadro 1. nmol de TBARs/g de tejido en musculo de
trucha después de una tinica administracién en vena caudal
de 10 mg/kg de Levofloxacina. *Diferencia con grupo
control. *Diferencia con 72 h (p< 0,05).

no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en rifién a través de los tiempos
evaluados. En el higado, después de una hora
de la administracién del antimicrobiano, se
obtuvo un valor de 6,9+0,2 nmol de TBARs/g
de tejido (p<0,05) y en el musculo, después de
2 h, se cuantificaron 6,2+1,2 nmol de TBARs/g
de tejido (p<0,05), valores estadisticamente
diferentes de los respectivos grupos controles.

DISCUSION y CONCLUSIONES

La presente demanda mundial de
alimentos a gran escala y los nuevos escenarios
epidemiolégicos plantean el empleo de
antimicrobianos en la produccién animal y
desafios como el desarrollo de nuevos firmacos,
que deben ser probados en diferentes especies
antes de su uso.

Es importante determinar si los tratamientos
antimicrobianos en animales de produccién
pueden provocar efectos adversos en la calidad
de los alimentos con potencial impacto en la
salud de los consumidores.

En este estudio el tratamiento con LFX
en truchas arco iris y pollos parrilleros mostré
efecto oxidativo sobre los lipidos en musculo de
truchas y en higado y musculo de pollos, con la
probable capacidad de modificar la calidad de
estos alimentos.

Si bien los niveles de TBARs presentaron
mdximas concentraciones en un tiempo de
muestreo en algunos tejidos de ambas especies,
en el resto de los tiempos de muestreo las
concentraciones se mantuvieron similares
a las del grupo control. Los altos niveles de
TBARs son transitorios, ya que en condiciones
naturales los antioxidantes de los tejidos tienen
la capacidad de captar los radicales libres, con

Horas después de la Higado Rifién Musculo

administracién de (nmol de TBARs/g de (nmol de TBARSs/g de (nmol de TBARSs/g de
Levofloxacina tejido) tejido) tejido)

Control 0,9 +0,1 6,7 + 3,0 3,7+1,3

0,25 1,3+0,4 6,2+3,8 5,7 £1,2

0,50 2,009 6,2+2,6 5,6+ 0,8

1,00 6,9 +0,2° 3,2+3,0 5,2+0,5

2,00 1,8 £0,5 6,7 £ 6,4 62+12°

12,00 0,4+0,3 35+1,2 3,6+1,6

24,00 1,3+0,5 4,8+22 3,3+0,8

Cuadro 2. nmol de TBARSs/g de tejido en pollos parrilleros después de una tnica administracién en vena braquial de

5mg/kg de Levofloxacina. *Diferencia entre grupos (p<0,05). *Diferencia con grupo control, 2 h (p< 0,05).

96

InVet Vol. 13 Ne 1, 2011




LIPOOXIDACION EN TRUCHAS Y POLLOS ADMINISTRADOS CON LEVOFLOXACINA

la posibilidad de reducir la oxidacién de los
alimentos y sistemas bioldgicos®.

En un trabajo anterior?, también se
ha observado un aumento transitorio de
hidroperéxidos lipidicos producidos por
radicales libres intermedios, supuestamente
generados por la oxidacién del nitrégeno del
anillo piperazinil ciprofloxacina. La molécula
de LEX con una demetilacién, puede generar
radicales libres intermedios.

La doble dosis de antimicrobiano utilizada
en las truchas y los elevados niveles de 4dcidos
grasos poliinsaturados reportados para peces
y por lo tanto, su alta susceptibilidad a la
oxidacién®', pueden relacionarse con los mayores
valores de TBARSs para truchas con respecto a los
de pollos parrilleros obtenidos en este trabajo.
En la bibliografia consultada los niveles de
TBARs en truchas son muy variables, debido
a que la composicién de los filetes de pescado
generalmente se correlaciona con la composicién
de las dietas de los peces.

El valor de TBARs es un indicador muy
importante de la calidad oxidativa de los
productos alimenticios y se ha correlacionado
con una mayor rancidez y menor aceptacién
entre los consumidores de estos productos® .

En la prictica actual, la fluoroquinolona
LFX no es utilizada en truchas arco iris ni en
granjas de pollos, pero representa un buen
recurso potencial en terapéutica veterinaria
cuando su empleo en humanos prescriba.

Estos resultados preliminares que sugieren
que la LFX induce un efecto oxidativo en
tejidos, deben ser profundizados en futuras
investigaciones, a los efectos de ser considerados
junto con la determinacién de los tiempos de
espera.
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