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Summary

The binding of the silymarin-antihepatotoxic principle from Sylibum
marianum {(L.) Gaertn - to the plasmatic proteins has been stuaied by
equilibrium dialysis. From the result: obtained it 1s inferred that
68.21 + 1.61 per cent of the silymarin is adsorbed on the plasmatic pro-
teins when the dialysis is carried ocut at 42 €.

Resumen

Se estudia la unidén de la silimarina, principal antihepatotéxico
. . Y - e .
del Sylibus marianum (L.} Gaertn, a las preteinas plasméticas de bovino

mediante didlisis al equilibrio. De los resultados obtenido: se deduce
que el 68.21 + 1.61 por ciento de la silimarina se encuentra adsorbida
por las proteinas del plasma cuando la didlisis se realiza a 4% C.
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Introduccldn

s silimarina es el nombre genérico de un grupo de sustancias {sili-
bina, silidianina vy silicristina} que previenen la alteracidn hepatica
Léxica producida por faloidina y otros agentes y que se obtiene ce los
frutes del Sylibum marianid (L.) Gaertn. Estas sustancias son solubles
en alcoholes y otros solventes orgénicos y presentan en solucidn metand-
lica un maximo de absorcién entre 288 y 322 nm (Cavallinl y Luccheti
(1)). Son poco solubles en agua, aunque debide a su débil caracter &cido
son solubles en dlcalls.

Gibaldi (3) indica que las sustancias poco solubles en agua han
de unirse fuertemente a las proteinas plasmaticas para mantenerse en
solucién en el torrente circulatorio, por lo que dichas proteinas actidan
come verdaderos solubilizadores fisioldgicos y farmacolégicos. Efectiva-
mente, esto ocurre con multitud de sustancias fisioldgicas y con férma-
cos; concretamente, la silimarina se encuentra unida a las proteinas
plasmaticas de la gallina en el 84 p.100 aproximadamente {Serrano {5)).
Fn el presente trebajo informamos ce los resultados, de un estudio mucho
mis amplio, de la unidn de la silimarina a las proteinas plasmdticas
de bovino, como una primera aportacidén a estudios posteriores en ésta
y en otras especies animales.

Materlial y métodos

Ne una solucién de silimarina (valorada como silibina con el 72
p.100 de rigueza, por C.H. Boehringer Sohn Ingelhein S.ALEL) 0.1 M oen
etanol/prepilenglicol (1.5/1), tomamos 0.1 m} al gue afiadimos 0.4 nl
de una solucién de carborato sédico 0.075 M y completamos hasta 10 ml
con un tampdén de fosfafos de sodio 0.085 M, para obtener una solucidn
acuosz de Si’i'imarina_}O”\ M.

A partir de esta solucldn madre preparamos las distintas soluclones
hijas con las que realizamos la didlisis al equilibrio enfrentando 1
ml de plasma bovino o de tampén, en el interior de las bolsas de didli-
cis, contraz 9 ml de las distintas soluciones de cilimerina, que contenian
en principio 0.00, 7,98, 5.96, 8.94, 11.92 y 14.90 mcg/ml, para que en
caso de gue no existiese adsorcidn ni por el celofédn de las belsas ni
cor las proteinas, se alcanzasen concertraciones de 0.00, 4.00, 8.00,
12.00, 16.00 y 20.00 micromoles/litro, tras el equilibrio.
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Las holsas de celofédn para didlisis (Visking Dialysis Tubing, type
8/32 de Serva) se prepararon hirviéndolas durante 15 minutos, tres veces,
como preconizan Rudman y Kendall {4} y se mantuvieron en buffer a 48
{ durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se llenarcn con
i ml de plasma bovino y, una vez cerradas, se enfrentaron contra 9 mi
de las distintas soluciones de silimarina durante 16 a 18 horas a AT
Las series de referencia eran en todo iguales, salvo que las belsas se
lienaron con 1 ml de tampén en lugar de plasma.

Fl método de determinacidén de silimarina utilizade por nosotros
ha sido el descrito por Serrano {5), midiendo las absorbancias de las
soluciones externas a las bolsas de didlisis directamente a 320 nm y
diluyendo ©.5 ml de los plasmas internos con 2 ml de carbonato de sodio
0.1 M antes de la lectura espectrofotemétrica a la misma longitud de
enda.

fina vez obtenidas las distintas absorbancias en un espectrofotémetro
Perkin-flmer modelo 55 B con accesorio U.V. se calcularon las concentra-
ciones mediante recta de calibracidn. Por dltimo, los porcentajes de
anién de la silimarina a las proteinas plasmiticac se obtuvieron divi-
diendo lz diferencia entre la concentracién en plasma y la concentracién
ern el tampén externo a las bolsas de didlisis por la concentracién en
plasma y multiplicando este resultado per 10C.

Resultados y discusiédn

los valores de absorbencia obtenidos en las tres series de plasma
frente al tampén se someten a un andlisis de varianza para determinar
si existen diferencias significativas entre las series y entre las con-
centraciores, tanto para absorbancias de los plasmas como para las de
los tampones externos. Obfenemos valores de F de Senecor, entre series,
no significatives {2.267. para plasma; y 0.006, para tampén), mientras
que entre las concentraciones 1os valores de la F de Senecor han side
de 1.549 para los tampones y de 33.075 para los plasmas; valor, este
Gitimo, que presenta un nivel de significaciédn superior al 99.9 p.100.
Deducimos de aquf que los valores obtenidos en las distintas series son
estadisticamente iguales, mientras que las diferencias entre concentra-
ciones son debidas a que hemos utilizado, efectivamente, concentraciones
de silimarina distintas. Dado, pues, que no existen diferencias signifi-
cativas entre las tres series, utilizamos el valor nmedio de cada una
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de ellas para celcular las concentraciones de silimarina, tanto en los
plasmas internos como en los tampones externos a las bolsas de didlisis,

A la vista de gue Ias cantidades totales de silimarina en las dis-
tintas series, tanto de referencia como en las de plasmas, eran inferio-
res a las que habIamos puesto, deducimos que no toda la cantidad de sili-
marina estd disponible para atravesar libremente la membrana de didlisis,
ya que una parte de ella queda retenida por adsorcidn 2 la measbrana.
Debido a ello, y para determinar la fiabilidad de nuestros resultados,
realizamos la determinacidn de los porcentajes de recuperacidn de silima-
rina en las series de referencia y en las de plasmas, y encontramos un
porcentaje de recuperacidn medio de 88.32 & &4.78, para las series de
referencia, gue no difiere del obtenido para las series de plasma y que
fue de 88.56 + 6.30 {tabla I).

Ltos porcentajes de unidn de silimarina a las proteinas plasmidticas
que se producen con las distintas concentraciones {tabla I1) y cuyo valor
medio es de 08.81 + 1.81 p.100, indican que, del total de silimarina
que se encuentra en el plasma, dos tercios de ella se hallan conjugades
con las proteinas, mientras gque el tercic restante estd realmente disuel-
to en el agua plasmédtica. i

El porcentaje de unidn obtenido por nosotros es significativamenfe
mas bajo gue el 94 p.100, aproximadamente, obtenide por Serrano (5),
para las aves. Estas diferencias son explicables, ya que se trata de
dos especies muy alejadas entre si taxondmicamente y se trabaja a tempe-
raturas distintas: 4° €, en nuestro caso, frente a temperatura amblente,
er el citado autor. Concordamos, por consiguiente, con Edsall y Wyman
{2), quienes indican gue la temperatura y la especie animal de la que
proceden Ias'proteiaas_gon, entre otros factores, condicionantes de los
valores a obtener en la didlisis al equilibrio. '

Bibliograftia

1. Cavallini, L. y G. Lucchetti. Gazz. Med. Ital. 135, (7-8), 365-374
(1976).

2. Edsall, J.T. y J. Wyman. Biophysical Chemistry, vol. I, Acadenmic
Press, New York (1958}.

3. Gibaldi, M. Introduccidn a la blofarmacia, Ed. Acribia, Zaragoza
(19747,




Archivos de zootecnia, vol. 32, nim. 122, 1983, p.65.
SERRANG £ TINFANTE: UNION DE SILIMARINA A PROTEINAS.

4. Rudman, D. y F.E. Kendal. J. Clin. Invest. 36, 538-542 {1957}.

5. Serranc, J.M. Estudio farmacocinético de la silimarina en gallina.
Tesis doctoral. Facultad de veterinaria. Universidad de {érdoba
{Espafia). (1982).

Tabla I. Porcentajes de recuperacion de silimarina tras la didlisis al
equilibric.

{Concentracidn tedrica : Porcentaje de recupe Porcentaje de
total {(en micromgles) racidn bufFer/buffe; recuperacidn
plasma/buffer

4 omcM/1 93.10 p.100 81.66 p.100

g gg.10 v 0 BR.Bg . u

tz " 5.4 1 1 Br.52 noon

HE 31,11 nwom gg.gop v ®

20 v g3.g3 0w u 95.94 0

Valor medio 88.32 v o B8.56 1
Limite confianza 95 p.100 + 4,75 100 + B3 o

Tabla II. Concentraciones en plasma y tampdn y porcentajes de unidén de
silimarina a proteinas plasmiticas de bovino.

Concentraciones Concentraciones Parcentajes

plasmiticas en tampén de unidn
8.204 mcM/1 2.718 mecM/1 66.87 p.100
18.992 " 5.790 " 69.51 " m
27.597 v g.598g o gg.73 ¢ n
7.7 om 11,672 68.61
52.230 0 15.474 00 70.37

Yalor medio de porcentaje de unién £8.81

{imites de confianza del 95 p.100 + 1.61






