STUDY OF SOME EFFECTS OF SILYMARIN ON LIVER OF
STROGENIC CHICKENS: HEPATOMEGALIA AND FATTY
INFILTRATION

SUMMARY

An hepatic steatosis has been provoked on male growing chickens with the
administration of estradiol benzoate. The effects produced by silmarin adminis-
trated before, while and after the strogen over the fatty liver were studied. The
following parameters were studied: hepatomegalia rate. accumulation of hepatie
lipids and the cuantification of neutral lipids, glveolipids and phospholipids frac-
tions present on the hepatic fatty.
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INTRODUCCION

El bloqueo neuromuseular. como efecto secundario. en la terapia antimicro-
biana ¢x un problema bien conocido desde hace algiin tiempo. Existen datos
experimentales v elinicos que evidencian cémo diversos antibidticos pueden pro-
vocar respuestas adversas agudas o toxicas de diferentes tipos. principalmente
por depresion de ciertas funciones fisiolégicas™. % . Se ha demostrado que se
puede originar una pardlisis muscular por cuatro grupos principales de antibioti-
cost aminoglicasidos. polimixinas., tetraciclinas v lincosamidas. Sin embargo. los
mecanizmos de aceion de estos arupos de antibidticos no estin del todo elucida-
dos v existe controversia sobre sus lngares de accion'? 13, 15, 1715 Los prineipa-
les mecanismos neuromuseunlares que se sngi(*l'vn implicmlus son: a) reduccion
de la liberacion de acetileolina (ACh) de las terminaciones nerviosas: b) bloqueo
de receptores postsindpticos colinérgicos. v ¢) bloqueo de ]'('('(‘])i()[‘(‘s-.t‘ll[li'l!l’l"
inicos activados, Cualquicra de estos mecanismos, solos o en ('Hlllf’.““_“"““'
podrian reducir el potencial de la placa terminal (e.p.p.) a un nivel inferior al
necesario para el inicio del potencial de aceion muscular, ]1"”'1““6"']""‘,‘ ‘I .h]“-
queo de la concentracion muscular (figura 1). Adicionalmente. los antibiéticos
poseen también acciones anestésicas locales que pueden prevenir. asimismo: los
potenciales de aceion musculares. .

Los efectos paralizantes musculares de las tetracielinas, antibioticos objeto de

. ; : . . da atras linos de anti
nuestro estudio. han sido mucho menos estudiados que los de otros Lipos de ar [
e - ~ = . . . A sq 8 e
bioticos'. Estudios previos demuestran efectos relativamente diferentes a nive

p i Ly
de la transmision neuromuscular. seialandose desde efectos primarios postsind]
| 16 Ademas, lam-

bUeos=" a aceiones hl(u[uountvs ]H'l‘llumlllillll[‘ll](‘]]l(’ presimdplicas

B —

) Presidencia del Gobierno. Madrid.

I‘}-*ll' trabajo ha sido financiado con la ayuda de la CAICYT, 1
N Ref. 019781 o
** - Instituto Mixto de Farmacologia v Toxicologia. C.5.1.C. Universidad Complutense. Madrid-3.

An. Fac. Vet Leén., 1983, 29, 157-165.

— 157 —




Clindamicing —=
(Polimixina 8) Na™ ==

J L potencial de
accion nervioso.
7, N
Magnesio
Aminoglicdsidos { )
Polimixina B
Oxitetru:icuna\{- - U
21'
et & et

Lincomicina ACh et
Clindqrnigina]’?——“"’ v g
Tetraciclinas Na* ACh Tetraciclinas ?

S - H=
s \

czré‘udc K+
, . K%bierto :
potencial de accicn<epp<epc

muscular Lincomicina Clindamicina
contraccidn Clm.dn‘n?lclnq (Polimixina B)
Polimixina B
Aminoglicosidos

Tetraciclinas ?

Figura l.—Hv]|1'1-.-v||l;u-i(':|| 1'>|ll]|‘ll|i-ll.!|'il de la transmizion nenromuscular v logares de aceion de aluumne
3 -

antibidticos.
bién se han sugerido diferencias en los efectos dentro de la misma serie de |-
tetraciclinas''.

Con todo ello. el propdsito de
la tetraciclina v clortetraciclina sobre |
longitudinal de ileon de cobayo. Una comunicacion preliminar de los resultados

se presentd a la Sociedad Espaiiola de

| presente estudio fue determinar los efectos de

a transmision motora colinérgica en fibyy

Toxicologia®.

MATERIAL Y METODOS

Preparacién aislada de la fibra longitudinal conteniendo plexos de Auerbach,
de ileon de cobayo.—Se utilizaron cobayos de 400 gramos de peso aproximada,
Se sacrifico el animal por conmocidn y. una vez sangrado por zeccion de la yugy-
lar, se aislo el intestino {]('lgatln descartdandose 8-12 em de la poreion terming]
del ileon y se procedis a obtener la fibra longitudinal con plexos de Auerbacl
segin el método descrito por AMBACHE'. La preparacion aislada se suspendis ep
solucién Krebs-Henseleit lmrl:ujmula con carbdogeno, 95 Y% 0, v 5% CO, en
copa de baiio de 6rganos entre dos electrodos de platino a 35°C a una tension
iicial de 0.2 gramos. La composicion de la solueion Krebs-Henseleit fue |
siguiente (mM): CINa. 11.90; CIK, 4.69: CLCa-2H,0. 2.52: 50 Mg - 7110,
1.5: POH,K. 1.18: COHNa. 25.0. y glucosa. 11.1. Dicha solucion contenga,
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ademdas. dl-propranolol (107 er'ml. 2 p M) para bloquear los receptores -
adrenérgicos. Las contraceiones de la preparacion de fibra longitudinal-plexo
mientérico =¢ registraron isométricamente. Para la estimulacién eléetrica se utili-
zavon pulzos simples de 1 mseg de duracion. 0.1 Hz de frecuencia. a voltaje
supramaximal.

Fiarmacos.—Se utilizaron los siguientes farmacos: cloruro de  acetileolina
(Sigma). dl-propranclol (Sigma). mesilato de fentolamina (Ciba-Geigy). clorhi-
drato de piperoxan (May & Baker). clorhidrato de yohimbina (Sigma). clorhidrato
de tolazolina (Sigma). clorhidrato de naloxona (Sigma). bromuro de hexameto-
nium (Sigma). clorhidrato de tetraciclina (Sigma) y eclorhidrato de Clortetraci-
clina (Sigma). Todos los farmacos fueron disueltos en solucién salina de CINa

0.9 % pesovol. o en agua destilada inmediatamente después de su uso.

RESULTADOS
Efectos de la tetraciclina v clortetracielina sobre la respuesta a la estimula-
cion eléctrica transmural a 0.1 Hzs.—La estimulacién eléetrica transmural de la
fibra longitudinal conteniendo plexos de Auerbach de ileon de cobayo a 0.1 Hz
]n‘mlm'v una l't'slnu‘slu-l\vih'll. es decir. una rc'.-'pm-.-:[u contractil que gvnm'zll-
mente desarrolla una tension entre 1y 2 gramos, existiendo muy poca variacién
Jslas respuestas se deben a la estimulacion de
las neuronas colinérgicas postganglionicas. Tanto la tetracielina (5 X 107 —
8 X 107" g/ml: 0.1 — 1.6 mM) como la clortetraciclina (107 — 107 g/ml: (= 194
sla contractil a la estimulacion

entre preparaciones individuales. |

@ M) orginan una vipida inhibicion de la respue
sta tipica. La rvspueslﬂ-l\\':l{*h se recu-

eléetrica. La figura 2 muestra una respue
bs-Henseleit

perd rapidamente tras el lavado de la preparacién con solueion Kre
lihre del antibidtico a estudio. La sensibilidad de la fibra tras la administracion
a 4 horas.

repetida del antibiético permanecié constante durante un periodo de 3
1 50 %

I'n 7 experimentos. la concentracion media de tetraciclina que produce e
de la inhibicion méxima, CL, (95 % limite de confianza). fue de 0,37 (0.31 — 0.45)
mM (1.85 X 107" g/ml) (figura 3). La médxima inhibicién producida por la tetra-
ciclina fue de un 62 % y Gnicamente la clortetraciclina origind la méaxima inhibi-
cion de un 37 % (figura 4).

La inhibicién inducida por tetraciclina y clortetraciclina no fue afectada por
hexameténium (107!) ni por el pretratamiento con naloxona (10=° M), lo que
indica que estos efectos inhibitorios de la tetracielina y clortetracielina no son
]Il‘nl)‘d]]]t‘]lll‘lll(‘ sus lugares

mediados via receptores opioides |:r:*.-'inz'||ntirn.-' v que
welioni-

de aceion son a nivel de las terminaciones nerviosas colinérgicas postgar
cas. Los antagonistas 0,-adrenérgicos, piperoxan (2 pg/ml. 8.6 pM). fvntulla—
mina (4 — 14 @ M) y vohimbina (14 Q M) no antagonizaron log efectos inhibitorios
de la tetraciclina vy clortetracielina. pero =i la tolazolina (1 —4 pg/ml 5= 20
- M). que revirtio totalmente dichos efectos inhibitorios (figura 5).
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Figura 2.—Respuesta tipica del efecto de la tetracieling en fibra longitudinal-pleso mientérico de cobaso, La-

respuestas-twiteh fueron generadas por estimulacion transmural con pulsos <imples (1 m=eg de duracion. fre-

cueneia 0.1 Ha, \'nl[uj.- supramaximal). La tetracielina (100-100 p g mil 0.2-0.8 mM) fue adicionada como =
indica, Observar su r;’||)in|;l aceion v la reversion del efecto por lavado.
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Fizura 3.—Efecto de la tetraciclina (5 X 107 =8 % 107 wml L 1-1.6 M) =obre la respuesta a la estimula-
cion eléetrica transmural (0.1 Hz). Curva dosiz=respuesta de la inhibicion por tetracielina de las contraceiones

evocadas eléctricamente en fibra Inn,l,{i1ut!inil]-|-lv\n mientérico de cobavo (valor medio = F.SAL = 7).
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" a8 |} ntrdctil a laestimulacion eléetrica ransmural (0.1 Hz) en libea longitnding]-

plexo mientérico de cobavo, La tetracicling v elortetracicling reducen la respiiesla a la estimuolacion n-l.'-‘-l.vi.‘..l
pero no aleetan la respuesta contidetil a la ACh exdgeno (10 ng ml. 5 X 1" ). -
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Efectos de la tetraciclinag v clortetracicling sobre las curvas dosis=respuesta a
la acetileolina.—Con el fin de evaluar las propiedades anticolinérgicas postsindp-
ticas de la tetracielina v elortetracielina, se estudiaron las curvas dosis-respuesta
de la fibra longitudinal conteniendo plexos de Auerbach de ileon de cobayo a la
ACh exdgena (107 =23 1077 M) v la interaceion de dichos antibioticos. La
tetraciclina v clortetracielina no afectaron las contraceiones evocadas por la ACh
exégena. lo que indica una naturaleza presinaptica de la inhibicién inducida por
tetraciclina v clortetraciclina de la respuesta a la estimulacién eléctrica transmu-
ral (figura 0).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo confirman y amplian los estudios previos
que demuestran eémo  diversos tipos de antibidticos poseen efectos relativa-
mente diferentes a nivel de la transmision neuromuscular.

En nuestro estudio. la respuesta-twitch de la fibra longitudinal de ileon de
cobavo a baja frecuencia de estimulacion de Jos nervios intramurales fue inhibida
por los antibidticos tetraciclina y clortetraciclina. El efecto inhibitorio de estos
antibioticos fue claramente mediado presindpticamente. La tetraciclina y elorte-
traciclina reducen las 1'(‘splu'.-'lu.-=-twil(‘h a la estimulacion nerviosa. inhibiendo la
liberacion de ACh. La baja potencia del piperoxan. fentolamina y vohimbina para
revertir la aceién inhibitoria presindptica de la tetraciclina y clortetraciclina no es
concordante con el efecto bloqueante de la tolazolina observado. La tolazolina
fue un potente anlagonista de la accion inhibitoria de estos antibidticos. por lo
que parece propio indicar que dicho efecto inhibitorio puede ser mediado via
a ,-adrenoceplores presindpticos. tolazolina-sensibles. localizados en las termina-
ciones nerviosas clinérgicas del plexo mientérca®; % % ™ No obstante. se
conoce que el efecto estimulante de la tolazolina persiste en prepa -aciones aisla-
das de animales l'l‘S(‘l']lil]iZél(](L-"-’. Se podria atribuir también el efecto antagonista
de la tolazolina como una aceion anticolinesterdsica. sugerencia quiza vélida,
pero. a su vez. conflictiva, va que los efectos potenciantes de la luluzuli-na '.-=un

aparentes a concentraciones inferiores a las rvlpwridns para inhibir significativa-
mente la actividad colinesterdsica®. _
En conclusion. la tetraciclina v clortetraciclina inhiben la liberacion de ACh
de las neuronas colinérgicas pn)slgangliq’:nivus. aceion farmacoldgica asoeiada con

la depresion de la funeion neuromuscular.
RESUMEN
Se estudiaron los efectos nenromusculares de la tet -aciclina y clortetra “--llmd
a nivel de la transmisién motora colinérgica en preparaciones aisladas de fibra

longitudinal de ileon de cobavo. La tetraciclina v clortetracielina originaron una
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inhibicion, cum‘entracifm-depondienlc. de la respuesta contractil a la estimula-
cién eléctrica transmural. Estos efectos inhibitorios fueron revertidos por tolazo-
lina. La accién inhibitoria de la tetraciclina y clortetracielina sobre la respuesta
contrdctil a la estimulacion eléctrica fue de naturaleza presindptica. va que estos
antibioticos no afectaron las respuestas contrdetiles a la ACh exdégena.

INHIBITORY EFFECTS OF TETRACYCLINE AND
CHLORTETRACYCLINE ON NEUROMUSCULAR TRANSMISSION

SUMMARY

The effects of tetracycline and chlortetracyeline on cholinergic motor trans-
mission in the longitudinal musele preparation of the guinea-pig ileum were <tu-
died. Tetracycline and chlortetracycline caused a concentration-dependent inhibition
of the response to field stimulation. The twitch-inhibitory effects of tetracyeline
and chlortetracycline were reversed by tolazoline. The presynaptic nature of
tetracycline— and chlortetracyeline-induced inhibition of the electrically-evoked
twitch was indicated by the finding that ACh-evoked contraction remained unaf-
fected by these antibiotics.
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