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INTRODUCCION

Ll papel que desempeiia el higado de las aves en el metabolismo de protei-
nas. grasas ¢ hidratos de carbono v en la destoxicacion de las sustancias xeno-
bidticas con accion terapéutica o toxica ha sido ampliamente estudiado.

Il higado actia como 6rgano distribuidor de nutrientes para el organismo y
dispone de una sorprendente flexibilidad metabolica que le permite. bajo meca-
nismos de induceion e inhibicion enzimdtica. reajustar las fluctuaciones de la
dieta a las neeesidades del organismo en cada momento.

Sin embargo. esta flexibilidad metabélica la podemos alterar a voluntad de
muchas v variadas maneras.

Entre las sustancias que actiian provocando disfuncién hepatica podemos
citar toxicos diversos. sustanecias que se comportan como antimetabolitos y al-
gunos principios hormonales.

Fntre estos qltimos. las hormonas sexuales femeninas influyen poderosa-
mente en el papel que el higado desempeiia en funciones tan esenciales como el
metabolismo de grasas v proteinas,

De todas las interacciones que los principios hormonales pueden exhibir
frente a las principales funciones del higado, llama poderosamente la atencion el
efeeto de las hormonas sexuales femeninas sobre la formacion de lipidos v
proteinas plasmaticas, metabolismo del colesterol y funcién depuradora hepaitica
en la gallina (Gallus domesticus. L. Gaernt)'.

Las hormonas esteroidicas. uniéndose a proteinas receptoras especificas pre-
sentes en el citoplasma de las eélulas efectoras. actiian modulando funciones tan
importantes como la sintesis de proteinas plasmaticas!, oxidacion de fosfolipidos
y triglicéridos®. metabolismo del colesterol. produccién de acetil-CoA. alteracio-
nes del equilibrio hidromineral v sintesis de sales biliares. La depuracion hiliar
de toxicos también esta influida por la presencia de sustancias estrogénicas.

An, Fae, Vet. Ledn., 1983, 29, 149-156.

— 149 —



Los principales estrogenos que se han detectado en las aves son el 17-beta-
estradiol v la estrona. presentes en el ovario y en la exereta de las wallinas
adultas v en el testiculo de los machos', 2.

Los estrogenos sintéticos. que han sido empleados para mejorar la calidad de
la canal de los pollos. exhiben tanto en machos como en hembras. una notable
actividad hiperlipemiante. una positiva influencia en la formacion » depasito de
grasas y proteinas en el higado v producen importantes alteraciones en la sintesis
de fosfolipidos v colesterol.

En el presente trabajo nos hemos planteado el estudio de los efectos que
sobre el tamafio del higado v la infiltracién grasa en el mismo puede tener una
sustancia de origen natural. la silimarina (principio activo de los frutos de Sily-
bum marianum, L. Gaernt. de la familia de las Compuestas o Svnantereas). que
goza de un gran predicamento terapéutico en la elinica de diversas hepatopatias
en la especie humana. administrada previa. simultdnea o posteriormente a la
caponizacién quimica de pollitos en erecimiento con benzoato de estradiol.

o i i . i o encion de

Quimicamente la silimarina ez un flavonoide formado por la condensac in |
" wim s T - ndo

una molécula de taxifolina con un resto de aleohol coniferilico. corre: ]N'"']“ !

. 0o o~ g . . iy . p 9 ,'_-'...'l-
su nomenclatura a la 3.5.7.4"-tetrahidroxi-3"-metoxiflavona-(3"-metil taxifolina)

MATERIAL Y METODOS
Los animales elegidos para esta experiencia fueron pollitos en “.N.imw"lfnl-‘;
se sometieron a las manipulaciones que se deseriben seguidamente. 2 parti
las cuatro semanas de edad. : i
Procedian de una estirpe de hibridos comerciales nacidos el mismo dia
destinados a la produceion de carne.

Illil]ll(’llill(b.\' con [N‘l'lnil-

Se instalaron en baterias convencionales v fueron o i
: ]8-"”9(:- l.os animales

nente iluminacion y una temperatura ambiente entre
disponian de agua y alimento «ad libitumy. .
Se emplearon un total de 50 pollitos que =€ dividieron
animales cada uno, identificados de la siguiente maneri:
Lote 0.—Blanco. Los pollos de este lote solo yecibieron durante

c1a propilenglicol (vehiculo en el que se disolvié la silimarina). _ -
Je estradiol durante

en 5 lotes de 10

la experiens

Lote A.—Testigo. Recibieron 5 mg/kg y dia de benzoato ¢
los primeros seis dfas de la experiencia.

Lote B.—Los animales pertenecientes a esle lote recibie :
de silimarina disuelta en propilenglicol durante seis dias (T(Jlln(‘(‘flll\'l)ﬁ:  56)
durante los seis dias siguientes

ron 20 mg/kg v dia
el séptimo

dia no se les administré tratamiento alguno y

-

recibieron 5 mg/kg y dia de benzoato de estradiol.

Lote C.—A estos animales se les administré silimarina y benzoato de estra-
diol simultineamente durante los seis primeros dias de la experiencia: una vez
realizadas estas administraciones, los animales permanecieron en reposo hasta el
momento del sacrificio.
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Lote D.—En este lote. los pollos recibieron en primer lugar benzoato de
estradiol (seis dias). el séptimo dia permanecieron en reposo y durante los seis
dias siguientes recibieron silimarina disuelta en propilenglicol.

En todos los casos la administracién tanto del propilenglicol como la silima-
rina v el benzoato de estradiol se realizd por via intraperitoneal.

La solucion de silimarina se preparé a partir de silimarina valorada como
silibina por C. H. BOEHRINGER SOHN INGELHEIM S.A.E., con una riqueza
media del 62.8 9.

La duracion total de la experiencia fue de quince dias: al cabo de este tiempo
los animales de cada lote se sacrificaron por exanguinacion total mediante corte
en la vena vugular.

Los animales fueron pesados inmediatamente antes del sacrificio, procedién-
dose después de éste con toda rapidez a la extraceion del higado.

Las pesadas de los higados se realizaron previa separacién de la vesicula
biliar v desecacion. no considerandose peso vilido hasta conseguir pesada cons-
tante.

Para llevar a cabo la extraceion de la grasa hepdtica optamos por un método
sravimétrico convencional. el de Thaver et al.”, utilizando para ello una solucion
de cloroformo/metanol (2/1) (v/v). En todos los casos partimos de muestras de 5
gramos de higado aproximadamente.

\ partir de estas muestras de grasa hepitica se dispuso la cuantificacion de
las fracciones de lipidos neutros. glicolipidos v fosfolipidos, para lo cual cada
muestra se disolvié en 20 ml de cloroformo v se pasé a tubos de vidrio con junta de
teflon. para evitar la evaporacion del solvente.

Antes de cerrar estos tubos se eliminaron las trazas de aire bajo corriente de
nitrgeno. llevando los envases finalmente a un arcén congelador. a —20°C,
hasta el momento de proceder a su fraceionamiento.

Para determinar la composicion en distintas fraceiones de los lipidos presen-
tes en la grasa hepdtica se procedié a su separacién mediante cromatografia en
columna de dcido silicico/celita. de acuerdo con el método deserito por Hirch y

Ahrens®.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 aparecen los valores medios del cociente peso higado/peso
total de los animales, en los cinco lotes. Estos valores expresan el tanto por
ciento en peso que representa el higado de los pollos en relacién al peso total del
animal en el momento del sacrificio. También se incluyen las significaciones
estadisticas de las diferencias entre estos valores medios con relacion a los lotes
blanco y lestigo. '

En la Tabla 2 presentamos los resultados obtenidos en cuanto a la acumula-
cion grasa en el higado de los pollos. Los valores medios que presentamos s¢
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TABLA 1
Relacién peso higado/peso total. Porcentajes medios y limites de confianza
del 95 por ciento

Lote 0 (1) 2.09 £ 0.11 Significacién estadistica de la comparacién de los porcenta-
jes medios (t) con el lote 0 (p) y el lote A (p’).
Lote A 241 £0.14 p 0.005
Lote B 2.56 £ 0.20 p 0.005
p 0.2 No significativo
Lote C 2.84 +0.32 p 0.005
P 0.05
Lote D 278 +0.12 p 0.005
p 0.005

(1) Lote 0. Blanco. Propilenglicol.
Lote 4. Testigo. Benzoato de estradiol.
Lote B. Silimarina + benzoato de estradiol.
Lote C. Silimarina y benzoato de estradiol simultineamente.
Lote D. Benzoato de estradiol + silimarina.

TABLA 2
Acumulacién de lipidos en el higado. Porcentaje sobre peso de higado
Valores medios y limites de confianza del 95 por ciento

Lote 0 (1) 8.00+1.19 Significacion estadistica de la comparacion de los valores
medios (t) con el lote 0 (p) y con el lote A (p7).
Lote A 11.06 = 1.28 P 0.01
Lote B 8.23 = 0.69 p 0.4 No significativo
p 001
Lote C 11.33 £ 0.95 p 001
p 0.4 No significativo
Lote D 10.01 = 1.20 p 0.05
P 0.2 No significativo

(1) Lote 0. Blanco. Propilenglicol.
Lote 4. Testigo. Benzoato de estradiol.
Lote B. Silimarina + henzoato de estradiol.
Lote C. Silimarina y benzoalo de estradiol. simultaneamente.
Lote D. Benzoato de estradiol + silimarina.

TABLA 3 . .
Tasa de lipidos neutros en la grasa hepatica. Porcentajes medios y limites
de confianza del 95 por ciento

Lote 0 (1) 35.40 £8.96 Significacion estadistica de la comparacion de los poreen-
tajes medios (1) con el lote 0 (p) y con el lote A (p’).

Lote A 53.87 £ 16.74 p  0.05

Lote B 29.55 + 6.47 p 0.2 No significativo
p 0.05

Lote C 30.82 &+ 2.57 p 0.2 No significativo
P 0.05

Lote D 48.83 £3.71 p o 0.025

P 0.3 No significativo

(1) Lote 0. Blanco. Propilenglicol.
Lote 4. Testigo. Benzoato de estradiol.
Lote B, Silimarina + benzoato de estradiol.
Lote C. Silimarina v henzoato de estradiol. simultineamente.
Lote D. Benzoato de estradiol + silimarina.
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TABLA 4
Tasa de glicolipidos en la grasa hepitica. Porcentajes medios y limites
de confianza del 95 por ciento

Lote 0 (1) LOT £ 1.07 Significacion estadistica de la comparacion de los porcen-
tajes medios (1) con el lote 0 (p) ¥ con el lote A (1)‘).
Lote A TdbE T2 p 0.05
Lote B 22,00 £ 0,45 p 0005
po0.01
Lote C 8..40 £ 2.97 P 0.025 No significativo
p 0.4 No significativo
Lote DD 5.17 £ 0.46 p 0.3 No significativo
p 0.1 No significativo

(1) Lote 0. Blanco. Propilenglicol.
Lote 1. Testigo. Benzoato de estradiol.
Lote B. Silimarina + benzoato de estradiol.
Lote €. Silimarina v henzoato de estradiol. simultaneamente.
Lote D. Benzoato de estradiol + silimarina.

TABLA 5
Tasa de fosfolipidos en la grasa hepatica. Porcentajes medios y limites
de confianza del 95 por ciento

Lote 0 (1) 533.65 £ .33 Significacion estadistica de la comparacion de los porcen-
tajes medios (1) con el lote 0 (p) v con el lote A (p’).
Lote A 3374148 p 0.05
Lote B 13.31 & 3.56 p o 0.05
p 0.1 No significativo
Lote C 2841 £ 146 p 0.2 No significativo
p 0025
Lote D 41.30 & 3.28 p 0.05
p 0.2 No significativo

(1) Leote 0. Blanco. l’rn[i“l‘nglil‘ul.
Lote 1. Testigo. Benzoato de estradiol.
Lote B. Silimarina + benzoato de estradiol.
Lote C. Silimarina y benzoato de estradiol. simultineamente.
Lote D. Benzoato de estradiol + silimarina.

refieren a porcentaje de grasa sobre peso de higado. Como en la tabla anterior,
también se establecen comparaciones de estos valores medios en relacién a los
lotes blanco v testigo,

En las Tablas 3, 4 y 5 vienen expresados los resultados obtenidos en las
determinaciones cuantitativas de las fraceiones de lipidos neutros. glicolipidos y
fosfolipidos. respectivamente. En todas ellas los valores medios obtenidos repre-
senlan el poreentaje de cada fraceién en relacion al total de lipidos hepiticos.
También se incluyen las estimaciones estadisticas de las comparaciones de las
medias con las de los lotes blanco y testigo.

Indice de hepatomegalia

IEn los animales del lote . el higado representa el 2.09 por ciento del peso
total. porcentaje relativamente bajo va que se trata de animales de gran desarro-
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llo muscular y 6seo que alcanzan pasos de 1.500 gramos al final de la experien-
cia y en los que, logicamente, el higado no ha aumentado de peso en la misma
proporeidn.

La administracién de benzoato de estradiol (lote A). como cabia esperar.
aumenta de manera considerable el tamafio del higado.

Cuando analizamos los resultados que se obtienen al emplear silimarina.
tenemos que admitir que la introduccién previa de este producto a la adminis-
tracién de benzoato de estradiol no altera de manera significativa el pardmetro
que estudiamos frente al resultado obtenido tnicamente con el estrogeno.

Sin embargo, tanto la asociacion silimarina mas benzoato de estradiol como la
administracién consecutiva del estrégeno y silimarina posteriormente. producen
aumento del indice peso del higado/peso total, estadisticamente significativo en
relacion al que se obtiene para el lote que s6lo recibe benzoato de estradiol.

Podemos, por tanto, afirmar que la silimarina, asociada simultaneamente al
benzoato de estradiol o administrada con posterioridad a éste. produce una
hepatomegalia adicional que va se habia atribuido a este producto en la especie
humana y en la rata, cuando se administraba al mismo nivel de dosis".

Infiltracion grasa en el higado

En cuanto a los resultados obtenidos en relacion con la acumulacion de
lipidos en el higado (Tabla 2), hemos encontrado en los animales sin tratamiento
alguno tasas de lipidos en esta viscera de un 8.0 por ciento en relacion al peso
total del higado.

4 ] .y " : llos un
La administracion de benzoato de estradiol (lote A), provoca en los po

; RO . ... hAtica.
aumento significativamente importante en la deposicion de grasa hepadll

/ s e v o omprobado
Al administrar silimarina con anterioridad al estrogeno hemos comj

que la infiltracion grasa en el higado es practicamente igual a la que I'rwl‘m:m
los animales sin tratar y significalivamente inferior a la de los animales que solo
recibieron benzoato de estradiol. En base a este hecho podemos sefalar qu¢ eH
pauta de administracion previene en gran medida la infiltracion grasa
higado provocada por el estrogeno.

en el

. Sin embargo. hemos observado que cuando la silimarina la utlmiui.-'ll'a}tllﬂ-q
simultinea o posteriormente al benzoato de estradiol (lotes C y D). este efecto
protector no se hace patente. Estos resultados nos inducen a pensar que la
silimarina junto al benzoato de estradiol, o cuando éste ya ha l:mvucadu la
esteatosis hepatica, es incapaz de reparar la accion toxica del estrogeno.

Fracciones lipidicas presentes en la grasa hepdtica

El benzoato de estradiol (lote A) manifiesta su accion por un aumento
significativamente importante de la tasa de lipidos neuatros (Tabla 3) y glicolipi-
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dos (Tabla 1). asi como por una disminucion significativa de la fraccion de fosfoli-
pidos (Tabla 5). .

La administracion de silimarina con anterioridad al benzoato de estradiol
(lote B). lleva consigo una normalizacion de la tasa de la fraccion de lipidos
neutros. una relativa reeuperacion de la fraceién v un aumento considerable del
[ml':‘(‘nlzljt' de glicolipidos.

La administracion simultinea de ambas sustancias (lote C). recupera hasta
valores normales. semejantes a los del lote en blanco. las tasas de las fracciones
de lipidos neutros v fosfolipidos. aunque la fraccion de alicolipidos sigue siendo
significativamente mds clevada que la de los animales que no recibieron trata-
miento alguno.

\ la vista de los resultados obtenidos en los lotes B y C. creemos poder
afirmar que la silimarina. administrada previamente o con el benzoato de t'lslral-
diol. determina que las fraceiones de lipidos neutros y fosfolipidos se aproximen
en erminos cuantitalivos a los observados en los animales sin tratar. [in este
sentido. la administracion de silimarina. de alguna manera. evita la inversién de
la cuantia de estas cantidades observada cuando se administra benzoato de
estradiol. En ambos lotes. el aumento de la tasa de fosfolipidos por encima del
nivel de lipidos neutros deseribe una sitnacian de normalizacién en el metabo-
lismo graso del hepatoeito. .

Cuando la silimarina se administra después del benzoato de t‘s‘ll‘zu]l_oll- los
animales presentan. sin embargo. una tendencia al aumento de la fraceion de
lipidos neutros a expensas de los fosfolipidos. s

En este sentido estimamos que el henzoato de estradiol desvia el llltﬂlzlhnlll.s:-
mo graso hacia la sintesis v acumulacion hepidtica de lipidos neutros. ¥ la sili-
marina. en razon de su estruetura quimica. provoca, de alguna manera. un
aumento de la tasa de fosfolipidos. indicadora de la proliferacién en los h-c]mln-
citos de estructuras membranarias que justifican una cierta tendencia a la induce-

cion enzimdtica por parte de esta sustancia.

RESUMEN

Se ha provocado a pollos machos en erecimiento una esteatosis hepdtica
mediante la administracion de benzoato de estradiol. Se estudian los -l’fl‘(‘l'l's que
sobre este higado graso provoca la silimarina administrada lll't’\‘iif- Sllll“hi"““l‘_“.‘;
pl)slvrinrnwnlo al estréogeno. Se han estudiado los signientes |'iil'i."’"“l"”-“5 ”'_‘"“‘
de hepatomegalia. acumulacion de lipidos hepiticos y cuantificacion de las frac-
ciones de lipidos neutros, glicolipidos v fosfolipidos presentes en la grasa he-
patica.



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, glycolipids and phospholipids frac-
tions present on the hepatic fatty.
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EFECTO INHIBITORIO DE LA TETRACICLINA
Y CLORTETRACICLINA SOBRE LA TRANSMISION
NEUROMUSCULAR*

Por A, Anadén
R. Martinez-Larraiiaga™*
Fustel

INTRODUCCION

El bloqueo nearomuscular. como efecto secundario, en la terapia antimicro-
biana es un problema bien conocido desde hace algin tiempo. Existen datos
experimentales v elinicos que evidencian como diversos antibidticos pueden pro-
vocar respuestas adversas agudas o toxicas de diferentes tipos. principalmente
por depresion de ciertas funciones fisiologicas™. ® 9. Se ha demostrado que se
puede originar una pardlisis muscular por cuatro grupos principales de antibioti-
cos: aminoglicasidos. polimixinas. tetracielinas v lincosamidas. Sin embargo, los
mecanizmos de aceion de estos grupos de antibidticos no estan del todo elucida-
dos v existe controversia sobre sus lugares de aceion!?, 13,13 V18 Los prineipa-
les mecanizsmos neuromusculares (que se sugieren implicados son: a) reduceién
de la liberacion de acetileolina (ACh) de las terminaciones nerviosas: b) bloqueo
de receplores postsindplicos colinérgicos. Vo) Inlm[uon de rm-op[urvs-v‘.nm]('s
16nicos activados. Cualquicra de estos mecanismos. solos o en combinacion.
podrian reducir el potencial de la placa terminal (e.p.p.) a un nivel inferior al
necesario para el inicio del potencial de aceion museular. produciéndose el blo-
queo de la concentracion muscular (figura 1), Adicionalmente, los antibidticos
poseen también acciones anestésicas locales (que lmmlvn lu‘v\'vnir. asimismo, los
potenciales de accion musculares,

Los efectos paralizantes musculares de las tetraciclinas, antibiticos objeto de
nuestro estudio. han sido mucho menos estudiados que los de otros tipos de anti-
bidticos'?, Fstudios previos demuestran efectos rvelativamente diferentes a nivel
de Ta transmision neuromuscular, seiialandose desde efectos primarios postsindp-
)

. ) . : TN Lo, e
ticos™ a acciones bloqueantes predominantemente presindpticas'. Ademds, tam

* o Este trabajo ha sido financiado con la avada de la CAICYT, Presidencia del Gobierno, Madrid.
N.e Ref. 0397/81, N

#e - Instituto Mixto de Farmacologia y Toxicologia. C.8.LC. Universidad Complutense, Madrid-3.
An. Fac. Vet. Leon., 1983, 29. 157-165.
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