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Efectos de la oxitetraciclina sobre el higado de rata
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RESUMEN

OBJETIVOS: Este proyecto experimental ha sido disefiado
para evaluar: a) la capacidad de la oxitetraciclina para in-
ducir esteatosis en el higado de rata cuando es administrada
durante un periodo prolongado; b) evaluar si las ratas hem-
bras son mas susceptibles a este farmaco, y ¢) estudiar las
posibles alteraciones ultraestructurales y su relacion con los
mecanismos de la esteatosis.

METODOS: Sesenta y dos ratas Wistar (31 machos y 31 hem-
bras) fueron distribuidas en 6 grupos, dos grupos control y
cuatro grupos experimentales. El estudio duré 3 meses. Se
obtuvo sangre y tejido hepatico bajo anestesia para el estu-
dio morfologico (microscopia optica [MO] y microscopia
electronica [ME]).

RESULTADOS: La esteatosis fue de tipo microvesicular con
una distribucion periportal. Aparecié en los grupos trata-
dos, con un grado significativamente mayor en las hembras
(p = 0,004). No se observo ninguna relacién con la dosis. El
estudio ultraestructural revel6é una dilatacion de los micro-
somas en todos los grupos experimentales, sin diferencias en
cuanto al sexo. No se constaté una proliferacion de los pero-
xisomas ni la aparicion alteraciones mitocondriales.
CoONCLUSIONES: La oxitetraciclina produce predominante-
mente esteatosis hepatica microvesicular, apareciendo fun-
damentalmente en hembras. Como posible mecanismo de
esta esteatosis inducida por oxitetraciclina postulamos un
descenso en las funciones mitocondrial, microsomal y pero-
xisomal como resultado de una inhibicion en la sintesis pro-
teica de estos compartimientos celulares.

EFFECTS OF OXYTETRACYCLINE ON RAT LIVER

OBJECTIVES: This experimental project was designed to eva-
luate: a) the capacity of oxytetracycline to induce microvesi-
cle steatosis in rat liver when administered over long time
periods; b) whether female rats are more susceptible to this
substance, and c¢) the possible ultrastructural alterations
and their relation to the mechanisms of steatosis.
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METHODS: Sixty-two Wistar rats (31 males and 31 females)
were distributed into six groups, two control groups and
four experimental groups. The experiment lasted three
months. Blood and hepatic tissue samples were extracted
under anesthesia for morphologic study (optical and elec-
tron microscopy).

REsuLTS: Steatosis was of the microvesicular type with
mainly periportal distribution. Steatosis developed in the
treated groups and the degree was significantly greater in
the females (p = 0.004). No relationship was found with dose.
Ultrastructural study revealed microsome dilation in all ex-
perimental groups, with no differences according to sex.
Despite the steatosis, no proliferation of peroxisomes or mi-
tochondrial alterations were observed.

CoNcLUSIONS: Oxytetracycline produced predominantly pe-
riportal microvesicular hepatic steatosis, appearing mostly
in the females. As a possible mechanism for tetracycline-in-
duced steatosis, we postulate a decrease in mitochondrial,
peroxisome and microsome function as a result of protein
synthesis inhibition in these cell compartments.

INTRODUCCION

Las tetraciclinas (TC) producen esteatosis microvesicular
hepatica tanto en animales como en humanos. Esta lesién
hepatica es diferente de la esteatosis producida por el
alcoholismo, la obesidad o la diabetes, pareciéndose al hi-
gado graso que aparece durante el embarazo y al sindro-
me de Reye. La lesioén hepdtica debida a la TC es caracte-
risticamente dependiente de la dosis (> 1,5-2 g/dia). La
administracién intravenosa, el embarazo y la enfermedad
renal parecen aumentar la susceptibilidad'”.

La esteatosis microvesicular debida a muchos derivados
de las TC es la consecuencia de dos efectos: disminucién
del egress de triglicéridos desde el higado y a la inhibi-
cién de la betaoxidacion mitocondrial de los dcidos gra-
S0S1,2,10—17.

Diversas observaciones clinicas sugieren que las hembras
son mds vulnerables que los machos a la hepatotoxicidad;
sin embargo, en algunos estudios experimentales no se ha
podido clarificar el papel del sexo'!°. Ademds, se han
usado grandes dosis de TC administradas durante un cor-
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Fig. 1. Esteatosis de predominio periportal (HE x400).

Fig. 2. Ultraestructura hepdtica. Esteatosis microvesicular (x11.025).

to periodo y, por otra parte, apenas existen descripciones
ultraestructurales del higado es estos trabajos.

En el presente estudio investigamos los efectos de la oxi-
tetraciclina (OTC) sobre la histologia del higado de rata
durante la administracién a largo plazo de dosis equiva-
lentes a aquellas utilizadas en humanos. También evalua-
mos si existen diferencias entre sexos y la relacién entre
los hallazgos ultraestructurales y los mecanismos sugeri-
dos de hepatotoxicidad.

MATERIAL Y METODOS

Utilizamos ratas Wistar, machos y hembras de 250-500 g de peso, con
dieta estdndar y libre acceso al agua, con periodos de 12 h de luz y oscu-
ridad. Las ratas fueron divididas en 6 grupos:

— Grupo I: machos (n =9), 0,6 ml/dia i.m. de suero fisiolégico (machos
control).

— Grupo II: machos (n = 10), 15 mg/kg/dia i.m. de OTC.

— Grupo III: machos (n = 12), 30 mg/kg /dfa i.m. de OTC.

— Grupo IV: hembras (n = 10), 0,6 ml/dia i.m. de suero fisiol6gico
(hembras control).

— Grupo V: hembras (n = 10), 15 mg/kg/dia i.m. de OTC.

— Grupo VI: hembras (n = 11), 30 mg/kg /dia i.m. de OTC.

Usamos OTC (Terramicina, Pfizer, Madrid, Espafa), ya que es la tnica
TC existente que puede ser usada por via intramuscular. De esta forma
todos los animales recibian la dosis especificada en el estudio. Se deter-
miné semanalmente el peso de los animales y la dosis de OTC fue ajus-
tada. Tras 12 semanas de tratamiento se llevaron a cabo los experimen-
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tos. Después de 24 h de ayuno, los animales fueron anestesiados con
thiopental sédico, 70-80 mg/kg intraperitoneal. Se realizaron una tora-
cotomia y una laparotomia media extrayendo sangre por puncién intra-
cardiaca para determinar las concentraciones de urea, glucosa, colesterol
total, triglicéridos, GOT, GPT, bilirrubina total y bilirrubina conjugada,
fosfatasa alcalina y amilasa. Estos pardmetros fueron obtenidos con un
autoanalizador Hitachi 717.

También se extrajo una porcién de higado para la evaluacién de la histo-
logia hepdtica mediante tincién con hematoxilina/eosina. Las secciones
fueron visualizadas por dos observadores sin conocer el grupo al que
pertenecian las muestras. La esteatosis fue graduada en una escala de 0
a 3 (0, ausencia o minima esteatosis periportal; 1, esteatosis periportal;
2, esteatosis periportal y en la zona 2; 3, esteatosis panlobular), conside-
rando valores de 2 0 mds como patolégicos.

Un fragmento hepdtico fijado con glutaraldehido y paraformaldehido de
cinco animales de cada grupo fue usado para andlisis ultraestructural.
Fueron estimados los siguientes pardmetros cuantitativos: @) nimero de
gotas de grasa y tamafio, segiin el didmetro medio de la gota mayor pre-
sente en la microfotografia; ) tamafio mitocondrial, en funcion del dia-
metro menor de la gota mds grande encontrada en la microfotografia
(consideramos mitocondrias gigantes o megamitocondrias aquellas cuyo
didmetro menor era superior a 1 um), y ¢) nimero de peroxisomas en-
contrados en la microfotografia. El estudio cualitativo tuvo en conside-
racion la morfologia de las mitocondrias (mitocondrias pleomorficas,
inclusiones intramitocondriales y alteracion de las crestas) y el aspecto
de los canaliculos biliares, el aparato de Golgi, el ergastoplasma y el
compartimiento microsomal.

Las variables cuantitativas fueron analizadas usando el estadistico D de
Kolmogorov-Smirnof. Utilizamos la t de Student para la comparacién
de las medias de los grupos y el test exacto de Fisher (bilateral) en la
comparacién de proporciones. Un valor de p < 0,05 fue seleccionado
como el nivel de significacién. Los cdlculos estadisticos fueron realiza-
dos con el programa SSPS 6.0.

RESULTADOS

No hubo mortalidad durante el experimento. Los pardme-
tros de laboratorio estuvieron dentro del rango normal en
todos los grupos excepto la GOT, que estuvo elevada
en todos los grupos, incluso en el control.

La esteatosis observada en las muestras hepdticas fue
siempre microvesicular y de distribucién predominante-
mente periportal (fig. 1), extendiéndose a la regién centri-
lobulillar o centrizonal. Aisladamente, se observaron cé-
lulas espumosas.

Se observé una mayor proporcién de casos de esteatosis
en los grupos tratados con respecto a los controles (tanto
machos como hembras), aunque sin significacion esta-
distica. Cuando comparamos globalmente los grupos tra-
tados de animales machos (grupo II y III) con su grupo
control, no se encontraron diferencias. Sin embargo,
cuando hicimos lo mismo con los grupos de hembras
(grupo V y grupo VI) con respecto a su control, la dife-
rencia en la proporcion de casos (el 91% en los tratados
frente al 40% en los controles) estuvo préxima a la sig-
nificacién estadistica (p = 0,063). No encontramos di-
ferencias entre los grupos tratados con dosis mds altas
(30 mg/kg/dia) y aquellos con dosis de 15 mg/kg/dia de
OTC, tanto en machos como en hembras. Cuando compa-
ramos globalmente las hembras de animales tratados
(grupos V y VI) con los machos tratados (grupos II y III)
la diferencia en la proporcion de casos de esteatosis en-
contrada resulté estadisticamente significativa (un 91%
de hembras frente al 30% de machos; p = 0,004).

No se observaron diferencias en el nimero de gotas de
grasa en las microfotografias estudiadas. Sin embargo, las
gotas fueron mds grandes en las hembras tratadas con
30 mg/kg/dia (grupo VI) (fig. 2).
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Observamos algunas mitocondrias pleomérficas y mega-
mitocondrias, pero no hubo diferencias entre los grupos.
Como tampoco las hubo en el tamafio ni en la apariencia
de esta organela. En el andlisis de las microfotografias se
observaron inclusiones intramitocondriales en algunas ra-
tas del grupo tratado pero no en los controles. Estas inclu-
siones tenfan una densidad semejante al citosol y unas
membranas similares al reticulo endopldsmico liso. El ca-
naliculo biliar presentaba una estructura normal excepto
en dos ratas macho del grupo III, que presentaron escasez
de microvellosidades y material membranoso en su inte-
rior.

El aparato de Golgi se encontraba dilatado con mads fre-
cuencia en las hembras (incluyendo el grupo control) que
en los machos.

El estudio ultraestructural del compartimiento microso-
mal detecté un grado mayor de hipertrofia en los grupos
tratados que en los grupos control (fig. 3). Sin embargo,
no hubo diferencias entre los microsomas de los distintos
grupos tratados.

La morfologia del reticulo endoplasmico rugoso y el nu-
mero de peroxisomas no revel6 diferencias entre los gru-
pos.

DISCUSION

En el presente estudio hemos observado que los animales
tratados presentaban una esteatosis hepdatica microvesicu-
lar evidente, tanto en la microscopia dptica como en la
electrénica. Este hallazgo es congruente con las descrip-
ciones existentes en la bibliograffa>*!°,

Aunque muchos de los casos publicados de esteatosis he-
pética relacionada con la TC se refieren a mujeress31819,
los estudios experimentales no han corroborado una ma-
yor susceptibilidad del sexo femenino'!!. Sin embargo,
hemos identificado mds casos de esteatosis entre las hem-
bras, siendo la diferencia estadisticamente significativa
cuando se compararon de forma global los grupos de
hembras tratados con los machos tratados. Este hecho in-
dica la importancia que las hormonas sexuales femeninas
pueden tener como factor predisponente para la aparicion
de esteatosis hepdtica, combinado con otros factores,
como la administracién de OTC. También corrobora ese
aspecto la mayor incidencia de higado graso microvesicu-
lar durante el embarazo®?, situacién en la que existen
mayores concentraciones de dichas hormonas.

En la practica clinica y en los experimentos humanos, la
toxicidad de las TC parece estar relacionada con la dosis
usada y en la forma en que ésta es administrada®®'81926,
Sin embargo, en estudios experimentales realizados con
animales no se ha encontrado una clara relacién entre la
dosis y el grado de esteatosis'!.

Nuestros resultados también parecen indicar esta ausencia
de correlacidn en las ratas entre dosis y efecto. De hecho,
la dosis mds baja utilizada, que corresponde a la extrapo-
lacién de la dosis terapéutica recomendada para huma-
nos?’, produjo esteatosis en un mayor nimero de anima-
les, tanto machos como hembras, que la dosis mds alta.
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Fig. 3. Ultraestructura hepdtica. Hipertrofia del compartimiento micro-
somal (x22.050).

En general, las dosis de TC usadas en los trabajos experi-
mentales revisados>’-!"1>15 son superiores a las usadas en
el presente estudio. Ademads, la mayoria de los estudios
publicados fue efectuada en ratas macho. Breen et al'! es-
tudiaron ratas machos, hembras y hembras embarazadas
tratadas con una dosis muy elevada de TC durante un bre-
ve periodo, sin encontrar diferencias entre estos tres gru-
pos. Incluso cuando estos autores valoran la liberacién de
lipoproteinas a través del higado concluyen que las ratas
hembras y gestantes son mds resistentes al efecto de las
TC que los machos. Quizds, en nuestro caso, el empleo de
dosis menores y durante un tiempo prolongado ha puesto
de manifiesto las diferencias existentes entre los sexos en
cuanto al desarrollo de esteatosis. Asi, la duracién de la
administracién de OTC ha sido mas prolongada que en
otros estudios revisados, tanto clinicos como experimen-
tales>811-15:18.1926 Precisamente, este trabajo fue estructu-
rado asi para tratar de establecer un paralelismo con situa-
ciones clinicas de tratamientos a largo plazo con estos
antibidticos.

Con respecto a la distribucién de la esteatosis en el 16bu-
lo hepatico, encontramos un claro predominio de la mis-
ma en la regién periportal, llegando en algunos casos
a extenderse hasta la zona centrolobulillar. Esto con-
trasta con las descripciones de muchos autores, tanto en
la clinica humana como en la experimentacién con ani-
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males! 6810181926 "en ag cuales el predominio de la grasa
es centrolobulillar o panlobulillar. Una excepcién es el
estudio realizado en mujeres embarazadas, donde se ob-
serva una distribucién periportal. Igual que los autores de
este trabajo, nosotros desconocemos la causa de esta dis-
crepancia en la distribucién de la esteatosis en estos dos
estudios.

A pesar de haber observado la presencia de esteatosis,
esta lesion hepdtica no se asocié con un aumento de GPT,
en contraste con lo referido por la mayoria de los autores,
quienes observan un ligero o moderado incremento de las
transaminasas!->4710-19,

Dado que uno de los mecanismos atribuidos en la apari-
cion de esteatosis hepdtica secundaria a TC es la disfun-
cién de la betaoxidacién mitocondrial®®, en nuestro estu-
dio tratamos de detectar alteraciones morfoldgicas en las
mitocondrias, pero no encontramos diferencias entre los
grupos, como ya habian observado Wruble et al en
humanos. Tal ausencia de alteraciones contrasta con las
descripciones de cambios mitocondriales en la esteatosis
microvesicular producidas por otras causas, como el sin-
drome de Reye, la esteatosis gravidica y la producida por
el 4cido valproico, donde se han descrito la existencia de
tumefaccién mitocondrial®, variaciones en la forma y ta-
mafio*, mitocondrias pleomérficas con inclusiones para-
cristalinas®, desaparicién de crestas®' y granulacién de la
matriz*2,

Tampoco detectamos diferencias entre los grupos con res-
pecto al nimero de peroxisomas. Por tanto, no podemos
atribuir a estas organelas ningin papel en la induccién de
esteatosis. Cabe especular sobre la posibilidad de que el
efecto inhibidor de la OTC sobre la sintesis proteica haya
impedido la aparicién de mecanismos de compensacion
en la betaoxidacién peroxisomal.

Hemos observado en todos los grupos de animales trata-
dos de ambos sexos una tendencia a la dilatacién de las
vesiculas del reticulo endopldsmico liso (microsomas).
Quizds podria deberse a un efecto de la OTC a través de
su accién inhibidora de la sintesis proteica con la consi-
guiente disminucién de la sintesis de enzimas microsoma-
les y la hipofuncién de este compartimiento. En un estu-
dio® se ha detectado un descenso en la actividad de las
enzimas microsomales (citocromo P-450), asi como del
aclaramiento de la antipirina en ratas tratadas con clorte-
traciclina. Sherlock®, en una revision sobre las alteracio-
nes ultraestructurales provocadas por farmacos hepatot6-
xicos, refiere una hipertrofia del reticulo endopldsmico
liso junto con otras alteraciones, como hinchazén mito-
condrial y degranulacién del reticulo endopldsmico rugo-
so, atribuida también a interferencia en la sintesis protei-
ca. En este sentido, otros autores hablan de «hipertrofia
hipoactiva» del reticulo endopldsmico liso refiriéndose a
este aspecto®.

Por otra parte, la fraccién microsomal esta involucrada en
la sintesis de lipidos y lipoproteinas®*=’. En relacién con
esto tltimo desconocemos la conexién entre los citados
procesos microsomales y la esteatogénesis por TC, aun-
que en una revision de Jezequel y Orlandi®® se sugiere la
existencia de dicha relacion.
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En resumen, la administracién de OTC provoca la apari-
cién de esteatosis microvesicular periportal y una mayor
afeccion de las hembras. Todo ello parece depender del
tiempo prolongado de administracion del farmaco. No se
han detectado alteraciones morfolégicas mitocondriales
ni proliferaciéon peroxisomal. Por el contrario, la dilata-
cién del compartimiento microsomal aparecié en todos
los grupos tratados. Algunos de estos hallazgos podrian
ser interpretados como el resultado de la inhibicién de la
sintesis proteica inducida por la OTC, que podria estar re-
lacionada con la aparicién de la esteatosis.
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