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T.-0BJETO

La absorcidn dé férmacos por el organis -
mo, su distribucién y almacenamiento asi como la capacidad
de atravesar las membranas y su excreccién dependen funda-
mentalmente de SuvcapaCidad de unidén a las proteines plase
méticas, siendo la fraccién albimina, que constituye el 50
.~ por ciento del total de las proteinas del‘plasma, la que
contribuye especialmente en la fijacidén y transporte de

férmacos,

Dada la aplicacidn terapéutica de la si -

limarina como antihepatotéxico y regeneradorr del tejido i

pético y habiendo comprobado en bibliografia la ausenciz ns

datos experimentales sobre la unién de dicho fémmaco & las
proteinas plasiiticas, hemos creido interesante iniciamw es-
te estudio con el fin de poder aportar alglin nuevo dato so~

bre dicho proéceso.
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I, —-PARTE TEORTICA

IT. 1, — UNION DE FARMACOS A LAS PROTEINAS PLASMATICAS

IT. 1. 1. - Fijacién de los fédrmacos a las PNO=

teinas plasmiticas
El proceso de fijacidén de los fédrmacos a las
proteinas plasmiticas origina una mayor concentracidm de los

mismos en la sangre que en el liquido extracelular.

Cuando se trata de férmacos poco solubles es-
ta combinacidén con las proteinas los mantiene disueltos em el

plasma sanguineo. ( 1 )

La duracién de la accién de un férmaco s6 mo-
difica por la fraccién fijada a las proteinas plasmiticas de-
bido a que dicha fraccién (' complejo firmaco — proteina )) se
comporta como un érgano de depdsito, és decin COMO Un Tesem-
vorio del quevei'medicamentc se libera éara ejercenfsuzacci6ni

¥ que se encuentra en equilibrio con la forma libre. (1)

A medida que la fraccién no fijada es elimi-
nada o metabolizada se van liberando cantidades adiccionales

de la fraccién unida a las proteinas. ( 2 )

El aumento de la fraccién no unida a las pro—
teinas plasméticas origina una elevacidén de la concenfracién*l
efectiva del producto activo y generalmente también el refusrs
zo de la accidén farmacolégica. Por el contrario, el aumento de
la unién proteica de un fArmaco A por la supresién de un pro-

ducto By transportado también por proteinas plasmiticas, ori-



gina un descenso de la concentracidén del producto activo y una

disminucién de la actividad. ( 3 )

El complejo férmaco - proteina es incapaz de
atravesar la membrana celular por lo que sblo la fraccibn li-
bre puede difundir hacia los tejidos, aunque algunos firmacos
- con gran afinidad por los tejidos pueden ssr eliminadés del
plasma con un tinico paso a través de dichos tejidos, tanto si
estén en forma libre como unida a las proteinas, Los firmacos
con una elevada depuracidn hepidtica, pueden ser eliminados de
la sangre en un solo paso a través del higado, tanto si se en=-
cuentran unidos a las proteinas como si no lo estén, Asimismo,
en estos casos el metabolismo de los farmacos puede aumentam
debido g que la unidén & las proteinas plasméticas origina wyiiy-
aumento de sus niveles en sangre, y como consecuencia, su 8

porte a los lugares de metabolizacién, ( 1 )

éeneralmente,.la cantidad de cualquier firr -
maco presente en los tejidos ddnde.actﬁa no eg sind una pafte
muy pequeila del total del firmaco que hay en el organismo, La
mayor parte se retiens en solucidn en los distintos compartiem
mentos liquidos o bien se localiza mediante procesos de ad -
sorcién o particién en partioculas subcelulares, superficies

macromoleculares o bien en depdsitos de grasa. (1 )

El producto de interaccidén férmaco - protei-
na, como ocurre en la mayoria de los complejos, se disocia
por diluccidn, con lo cual queda una mayor fraccién de me-

dicamento activo no unide. ( 4 )



Debido & la fijacibén proteimica se favorece
la absorcidn, disminuye la difusidén y se prolonga la vida me-
dia del férmaco en la economfia pomue se retarda la elimina -

cibén, lo que prolonga el efecto farmacolégico del mismo,

En la fijacidén reversible de un medicamento
a las proteinas plasmiticas o tisulares,yla manifestacién
més claramente objetivable es la variacién experimentada por
su concentracidén eficaz y su vida media biolégica. Asi Antom
(5 ) ¥y Kunin (6 ), estudiando la relacién entre combinacién
de firmacos antiinfecciosos con alblmineg y su eficacia tera—
péutica, coﬁcluyen que, agentes antibacterianos de igual po—f
*+encial, cuando se ensayan “in vitro" en un medio litre de
pf&teinas, pueden tensr distinta efectividad clinica si sus
afinidades por proteinas plasmdticas difieren de manera sigw-

nificativa,

S La administracidén intravenosa de ciertos
medicamentos &cidos se permite por la fijacidn proteica, que
en caso contrario seris peligroso, siendo posible ob%enen-
conceniraciones de medicamentos relativamente insolubles gque
de ot:o modo serian imposibles, ya que se favorece el gra -

diente de concentracién para su absorcién. (7 )

Cuando el férmaco estid ligado en una pro -
porcibén grande, el desplazamiento de solamente una peéquefia
 porcidn uniaa a las proteinas, puede aumentar de forma manie
fiesta su concentracién libre en su punio de accidn y por
consiguiente incrementar su efecto terapéutico dando una tow

xicidad inesperada o aumentando su velocidad de metabiolismo



o excreccidn. La capacidad de fijacién de las proteinas no es
ilimitada y cuando se saturan se omigina un aumento brusco de

la accibén si se administra mayor cantidad de algunos firmacos.

La iﬁtensidad de la accidén de un firmaco se
modifica por la fijacién a las proteinas plasméiicas, pues
la fraccidén no unida es la finica activa farmacoldégicamente
¥, por ello, la concentracidn total de firmaco en el plasma
puede no tener mayor importancia, por lo que el nivel san -
guineo no puede servir como medida exacta de la concentra -
 cién de producto activo en los lugares de accidn a no sem
que se considere este hecho 'y, en algunos casos, dicho co -~
c.mnte puede modificarse cuando se afiade un segundo medica -

mavto sin ser-afectado el nivel sanguineo. ( 8 )

Dependiendo de la naturéleza del férmaco, el
grado de fijaciép puede alcanzar niveles muy altos, bajos o
précticamente nulos (9) . Asfmismo depende de su capacidad
intrinseca de fijacidén, y de su concentracidén en el plasma,
no existiendo, por el contraﬁio, précticamente relacidn al -
guna entre estructura quimica y grado de intensidad de fija-
cién a la albimina ya que, indistintamente, lo presentan me-
dicamentoa aromiticos o heterociclicos, aniones o cationes y
‘aguellos que poseen grupos polares o neutros. Asimismo, apa-
rece de igual forma en compuestos hidrosolubles F liposolus —
bles pero, no obstante, la liposolubilidad favorece encrme -
mente la fijacién, la cual también puede aumentar si se sus-
tituye en el compuesto orginico un hidrégeno por un radical
alquilo, arilo, o por un haldgeno, etc. Sin embargo, la in -

troduccidén de un grupo hidrb6filo origina una disminucidn de



la fijacién (10) . De igual manera debemos considerax que el
farmaco puede tener caricter &4cido o bédsico y que la albimi~
na tiene una elevada especificidad para‘lbs fimmacos de ca -
récter 4cido y ademis los lugares de fijacidén son distintos

vara los &dcidos que para las bases..

La unién férmaco - proteina, se postula que
es semejante a la interaccién férmaco — receptom pues las
proteinas pueden considerarse receptores silencioscs (11) .
Este concepto farmaco -~ receptor fue introducido hace un si-
glo por Langley (1306)), aunque fue modificado por Ehrlich

( 1909 ) unos afios més tarde,

McDougal (12)! de acuerdo con Yu et al.(13)
admite que en los medicamentos acidicos, como la aspirina,
los lugares recevtores provienen de funciones am;no de gru -
pos lisina de la alblmina § sin emﬁargo,Swaney ¥ Klotz (14)
atribuyen é los enlaces hidrofdbicos, en: los que estaniam
implicados los electrones "pi“, o a un efecto entrépico, la
haturaleza de la uniin. Segln éstos autores la seroalbimina
posee una secuencia de péptidos formando una cavidad en cuyo
fondo existe un residuo de triptdéfano; los bordes de esta ca-
vidad pﬁesentan cargas positivas por lo que se sdaptan s ellr
los férmacos electronegativos los cuales, posteriormente, for-
marian con el triptéfano enlaces hidrofébicos mediante fuerzas

de Van der Waals,

La orientacidn y disposicién de la nube elec
trénica inducida por la presencia de un sustituyente polam so-

bre grupos funcionales colindentes influye mis en la interacecidém



medicamento -~ seroalbimina que las estructuras o sustituyen-
tes en una molécula dada. Asi de otra forma seria mis diff -
cil comprender el hecho de que un simplé cambio de posicidn
de un grupo - OH en carboros contiguos ( 6 -5» de moléculas
de férmacos modifique altamente el porcentaje de unidén a la

seroalbimina.

Segfin Karush (15)), la seroalbiimina presenta
una adaptabilidad configuracional para una gran variedad de
moléculas pequefias, de tal modo que los puntos de unidn se
van formando o configurando durante el proceso de interaccidm

con el farmaco.

La mayoria Ge los férmacos se fijan de forma
reversible de tal manera que los enlaces fisicé - quimicos res-
ponsables de esta unidén son, en orden de intensidad, el cova -~

lente, idnico, puentes de hidrégeno y fuerzas de Van delr Waals.

Uno cualquiera de los tres Gltimos tipos de
enlace sefialados seria smaficiente, aisladamente, para la fi -
Jacién del medicamento & la proteina; pero sin embargo, sii un
fédrmaco reacciona con la proteina en una serie de puntoes a
través de los enlaces mencionados anteriormente, la combinaciém
de todos ellos, es la que, en general, establece la formacidm

de un complejo firmaco - proteina reversible. (10)



IT. 1e 20 = Caractenistiéas de la altimina

Una proteina plasmitica que ha sido muy biem
estudiada con respecto a la unién éon férmacos y que fAcilmens

te puede obtenerse en forma pura es la alblimina,

El peso molecular de la albimina humana es a=
proximadamente 69000, mientras que los valores para las glblt -
minas bovina, equina y porcina son alrededor de 67000, T0000
¥y 72000, respectivemente., (16) |

La moléculs de albﬁmina’es un: elipsoide, cw -
yas'dimensionés son 150 2 por 38?1‘; es una cadena polipepti -
dica simple con una estructura terciaria estabilizada por .z
calaces d1 sulfuro internos asi como por los de hidrdégeno. %.aﬁ“"‘
pH fisioldgico, su superficie posee numersnsos grmpos cargades |
responsables de su: solubilidad en agua, a pesan-de la alta pﬁb-.
porcién de grupos hHidrofébicos. Asi presenta, 83 aniones car —
boxilato procedentes de los Acidos aspértico y glutémico, &3
&tomos de nitrégeno protonados de lisina y arginina y 16 4to -
mos de nitrbgeno parcialmente protonados de histidinas ademis
existen 49 grupos — OH de serina y treonina y 18 de tirosina,
asi como cuatro grupos sulfhidrilo de cisteina. Existen gran -
des M"regiones hidrofdébicas" compuestas de cadenas laterales a-
lifaticas y eromdticas procedentes de adenina, leucina, iso =
leucina, valina, prolina, metionina, fenilalanina y tambiém

tirosina, (" 17 )

A wvalores de pH por debajo de 4 y por encima
de 9, ocurren cambios de conformacidn en los gue interviene la

expansidn molecular en la albimine, lo que parece guardalr rée —
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lacidén con su capacidad, tnica, de combinarse con iones, parti-

cularmente con aniones. (16)

El higado es el lugar de formacién de la ma -
yoria de la albGmina a partir de las proteihas contenidas em
la dieta alimenticia; por variacién de la dieta y determina -
cién de la cantidad de proteinas plasmiticas que han de descar-
tarse para mantener el nivel basal, es posible estimar la efi -
cacia de diversas dietas para la formacidén de proteinas del
plasma, (18). Los bajos niveles de proteinas en plasma (" hipo-
proteinemia )) vistos en casos de cirrosis hepéitica, aportam u-
na prueba clinica de la importancia de este 6rgano en la for.

macién de las proteinas plasmiticas.

Estos'mismos autores, han mostrado que el cuer-
po animal contiene reservas de proteinas que pueden ser utili -
zadas para la formacién de proteinas del plasma, pero asimis -
mo, las proteﬁnas‘plasméticas sirven para la formacién y man -
teninmiento de prmteinas-de los tejidos, existiendo pox tanto ,
un estado dinidmico entre proteinas tisulares y proteinas del

plasma. (18))

El 80 por ciento de la presidn osmbética efec ~
tiva del plasma, es contribuido normalmente por la fraccidén al-
blminay se ha mostrado que cada gramo de aibﬁmina retiene al -
rededor de 18 ml de liquido en la corriente sanguinea debido

a su efecto osmbdtico.

La albimina, debido a su elevado peso molecu~

lary no pasa a través.del filtro renal a la orina a no ser que
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&ste se encuenire alterado profundamente. De acuerdo com es—
to{ un medicamento que es elimimado esencialmente por filtira-
cién glomerulam tendrd una larga vida media biolégica si es-
t4 sometido al enlace proteinico. Se ha establecido una co -
rrelacién entre el aclaramiento renal y el enlace proteinice

para varios firmacos excretados por filiracidn glomerular ca-

si exclusivamente. ( 6 ))

IT. 1. 3. = Bstudio cuantitativo de la interaccidm

f4irmaco -~ proteina

~ Las concentraciones plasméticas'de un fédrmaco
dependen de 1os procesos de absorcidn, distribucién, biotrans-
formacién y eliminacién. Poder~s estudiar la cinética de un
férmaco en érganos y sangre sonjuntamente, pero el estudio de
las medidas de distribucién por drganos del férmaco que posee
dificultad de medida en sangre debido a su fécil metaholismo ’

facilita su anilisis cuantitativo. (19)

Si para cada molécula de proteina, un férmaco
es capaz de combinarse con un cierto nlmero de sitios "n" los
cuales poseen la misma afinidad para el fdmmaco no existiendo
efectos cooperativos sobre la afinidad, entonces la ley de
acciéh de masas nos d& una ecuaciédn descriptiva entre la unidnm

¥ la concentracién del firmaco libre en el equilibrio.

(px) _ (X
np K d+ (X))

‘donde (X)) = concentracién de férmaco libre.

(PX)= concentracidén de complejo.férmaco -~ proteina.



Kd = constante de disociaciédn,.

Si consideramos a "n' como los moles de
férmaco unido por mol de proteina, o sea, la relacidn: (PX)Y/

P entonces tendremos la siguiente igualdad:

n(x)
K d+ (%)

m”m =

€uando representamos en abscisas la cotr —
centracién del firmaco libre y en ordenadas los moles de
farmaco unido por mol de proteina, obtenemos una cunva hi-
perbélica tipica idéntica a la isoterma de adsorcidn de

Langmuir como se aprecia en la figuras

(x)

Si en abscisas representamos el logarpitmo

de la concentracidén de firmaco y en ordenadas "n¥, resulta

1la ourva caracteristica logaritmo désis-respuesta segin ob-



gservamos én la figura siguiente:

Log (X)

El valor de '"n" puede estimarse por aproxi-

macién a un valor méximo siendo la posicidén de la curva en
el eje horizontal la afinidad y el valor del logaritmo (X))
a saturacién media el logaritmo K. Bn el caso de que n =1
esta curva es andloga a la obtenida con la ecuaciénr de Hen-

derson - Haﬁselbach.

) Cuando existen miltiples lugares de unidém
( n>1 ) con diferentes afinidades hacia el férmaco, la cur—

va podria asumir una forma bastante compleja.

T2 ecuacidn de sccidn de masas puede reor -
ganizarse de tal forma que se puedan obiener grificas linea~
les con diferentes intercepciones y pendientes correspon -

dientes a los pardmetros de la ecuacidn,
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Una transformacién lineal muy Gtil es la si-

guiente

La representacién r / (X) contra » nos debe
dar una linea recta con dos intercepciones, " n " en el eje

Xyn/ K enel eje Y donde se obtiene " K " de esta manera,

d
Este tipo de gréficas poseen una caractci’g-

tica Gtil y es que si hay distintos grupos especificos dc Ju~

gares de unidn con diferentes afinidades pueden distinguirse

dos o mis segmentos lineales., (20)

La fraccién unida (b varia con la concentra~
cion de proteina, la constante de afinidad y el méximo'de si..

tios de unién,

Por definicidn

(Px): '2 1
(PX)+ (X} 1+ (x) / (PX)

Segln la ecuacidn anterior

(X) K, + (x)

2.9 n P
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/ Por tanto

1
#K, /[ o+ (X)/ P

P =

Esta ecuacién nos indica que para'una concen-
iracidén dada de proteinas y para un nimero dado de sitios ds
unidén por molécula de proteina, si la afinidad de la unidn es
myy alta, o sea, " K " muy baja y la concentracién de protefm
nas muy baja, prééticamente(b se aproxima a la unidad si el

firmaco presente estuviese pricticamente unido, -

Cuando se reduce el nimero total de lugares
de unibén una mayor fraccidédn del total del farmacn tenderd o

liberarse,

A medida que se reduce progresgsivamente la cone
centracién del farmaco ( por los mecanismos de eliminacién del
organisma )} la fraceién unida tiende a aumentar aunque el gram
do de aumento puede ser muy pequefio ya que algunos férmacos po-
seen una afinidad demasiado baja para unirse de manera impom -

tante aln a pequefias concentraciones.

En los casos en que la fraccidén unida gumenta
a estas concentraciones bajas, siempre se aproxima a un mixi -
mo de la fraccibén unida. Si la afinidad es lo suficientemente
alta, o si suceden ambas cosas, el méximo de 1a’fraccién unida
puede acercarse a la unidad, o sea, que pricticamente todo el

firmaco estard unido.
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/II. 2. = BREVE ESTUDIO MONOGRAFICO DE LA SILIMARINA

II. 2. 1., - Quimica de la silimarina

La silimarina comprende un grupo de sustan-
cias de naturaleza flavonoide que se encueniran en el Sily -
bum merianum Gaertner perteneciente a la Familia de las

Compuestas . (21)

Janiak y Hansel (22)) en 1968 propusieron m—
na estructura quimica a la que denominaron®silibina" y que em
general fue aceptada. Mis tarde se aislaron otras dos sustan -
cias, la silidianina y silicristina cuyo peso moleculan es el
mismo que el de la silibina y los tres compuestos isémeros

constituyen el grupo conocido como silimarina. ( figural ER

‘E1 es‘budio de la estrmctura de estas susian -
cias fue completado por Wagnem et al, (23) utilizando la des -
composicidn y espectroscopia U.V., I.R. ¥y resonancia magné -
tica nuclear; la dosificacibn colorimétrica del producto ot —
tenido por adiccidn de la 2,4 dinitrofenilhidrazina en solu =
cién alcalina fue realizada pom Wagner et al, en otro trabajo

posterior. (24)

Estructuralmente la silimarina puede conside-
rarse un flavonoide derivado de la condensacidén del polihidro-
xi-2-fenileromanona con alcohol coniferilico y que puede deno-
minarse T cromanclole3’— metil taxifolina. Su férmula estruc —

tural es
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Figura 1, - Férmulas estructurales de los ires isdmercs que

componen la silimarina
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La silimarina es una sustancia pulverulen-
ta con un punto de fusidn comprendido entre 167 3 18’0’9 C 3
insoluble en agua pero muy soluble en disolventes orgénicos.
Cuando se disuelve en metanol posee un miximo de absorcidn
en el espectro ultravioleta prdéximo, concretéménte entre 288
¥y 322 nm de longitud de onda, lLas caracteristicas colorimétrim
cas y cromatogrificas son en veneral, las de una sustancia con

estructura flavénica. (25)

- II, 2. 2. - Acciones y efectos farmacoldgicos

ITe 24 2¢ 1¢ = Accibn de la silimarins a

nivel de las membranasg

Este tipo de interaccién de la silimawnina
con las membranas ha sido estudiada por diversos autores

siendo quizids su funcién més importante.

| Ramellini y Meldolesi (26) en una expermien~
cia muy interesante, observampon que la silimarina actiia esta-
bilizando la membrana e impidiendo la accidn del detergente
desoxicolato sédico; este tipo de detergente actfia lisando
la célula hepitica y es capaz de sclubilizar la membrans de

diversos tipes de células comprendidas en el higado.
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En definitiva, la silimarina actiz asf a ni-
vel de la biomembrana, obstaculizando la accién hepatotéxica
de varios téxicos y agentes patdgenos permitiendo el funcio-
namiento normal del proceso enzimitico de la célula y favore-

ciendo la reparacidén y reestructuracién de la zona lesionada.

’En unos estudios posteriores los mismos auw -
- tores (27)) indican que cuando las células se suspenden en so-
Juciones de sacarosa cuya hipotonicidad aumenta, éstas resis-
ten grados de hipotonfa, al ser: tratadas previamente con si -

limarina, mientras que las células no tratadas si son lisadas.

Los estudios farmacoldgicos en animales’hsﬂi
puesto en evidencia el papel estabilizador de la silimardnc
sobre las funciones de las estructuras celulares y sobre las
biomembranas. Aéimismo ejerce una accidn protectora y repara-
dora especifica del hepatocito. (28). Segiin estos mismos aw —
tores, la aitéracién de la permeabilidad membranaria, que es
uno de los primeros signos de insuficiencia.hepatocitania, TCm
sulta.de la actividad de la adenilciclasa, enzima intramembra
_naria que origina un aumento de la concentracién del 3’5§AM?G‘
intrahepatocitario. Esta ruptura del equilibrio bioquimico pro-
duce una estimulacidén de la fosforilasa hepitica, una modifi -
cacidén de la concentracién iénica celular, asi como un aurento.

de la permeabilidad de la membrana hacia el agua.

Las primeras estructuras subcelulares destrui-
das son los lisoscmas de los cuales difunden hacia el espacio
intracelular numerosos enzimas proteoliticos que originan una

desintegracién profunda de las mitocondrias y microsomas. Por



ello se comprende el valor de todo medicamento protectonfde'
la membrana de la célula hepitica, es decir, aguella sustan—
cia capaz de oponerse a las modificaciones de la permeabili-

dad del hepatocito, (28)

. La silimarina es posible que actie estabi -
lizando la membraﬁa de los mastocitos, evitando la salida de
las aminas; asi ninguno de los efectos reconocidos clésica -
mente en el caso de la rata, imputables a las sustancias a -
minoliberadoras que lesionan los mastoéitos, se encuentram

cuando se realiza un pretratamiento con silimarina.(?gﬁ.'

Asfmismo la silimarina "in vitro" se eporw .
al poder histamino-liberador del 48 / 80 y este efecto pru-
tector se le ha édjudicado a una disminucién de la permea -

bilidad celular que impedirfa la citolisis.

CIT. 2. 2. 2. — Accién de la silimarina
sobre el metabolismo li-

pidico

Ia silimarina a nivel de las membranas, pa—
rece ser-que inhibe la sintesis y catabolismo de la 1e§itina
¥ la fosfatidiletanolamina lo cual indica una modificacidn
del ciclo de las membranas, ademis de una alteracién en el
metabolismo proteico, con lo que contribuye de esta manera a

diversos mecanismos pars la estabilizacidén de las mismas.(30)

El estudio del efecto de la silibina sobre

el metabolismo lipidico lo estudia Schriewer (31», adminis -~
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trando 4cido acético marcado ( Cl4fvpor diversas vias, ob -
servando el gumento de la radiactividad producido en las die
versas Tracciones lipidicas, aunéue este sgumento puede gex
mayor O menor- segin sea la via de administraciém, intrave ~

noss o Intraperitoneal y segin sea el tiempo transcurrido.

En una pubiicaciénksimilar,‘Schriewenfy su
colaborador  Rauen (32)>pudienon detectar radiactividad es -
pecifica, mis marcada en los grupos tratados con silimari -
na que en los controles, en lipidos totales y en las fraccio-
nes de triglicéridos, fosfolipidos totales y fosfatidilcoli-
na, asi como una menor radiactividad especifica en el coles-

terol libre hepitico.

I, 2. 2. 3. — Accidn de la silimarina so-

bre el metabolismo proteico

Schriewer y Rauen 033», a nivel enzimético,
ponen de megnifiesto que la silimarina no altera el metabo -
lismo de la ciclofosfamida, y por ello se supone que no ac'—b
tGa sobre los sistemas enzimidticos encargados del metabolis—
" mo de sustancias extrafias al organismo, o sea, no es activo

como inductor enzimitico,

De igual forma, Down et al (34)) indican que
la 2ilibina no ejerce accidn general sobre los enzimas mi ..
crosomales ya que no modifica el paso del higado, no altera
la vida media plasmitica de la antipirina, ni actla sobre el
citocromo P-450, nilaltera las actividades de la N—demetilam

sa, oxidasa y glucuroniltrensferasa, apareciendo solamente
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uw aumento de la actividad de la O — demetilasaz.
|

A nivel de los &dcidos nucleicos, la sili-
bina produce un gumento significativo de la sintesis del
ARN en células hepédticas " in vivo " e " in vitro " y de
los nfcleos ¥ in vitro " debido a que se incorpora con gran
rapidez al interior del hepatocito, encontrindose una ciers

ta cantidad de ella y sus metabolitos en los niicleos. (35)

1T, 2. 2. 4, «~ Efecto de la silimarina em
la intoxicacidn ponr0014g
" Hahn et al 726) afirman que el tdxzico he-

pético por eXcelencia es el <C1,k y en casi todos los caszos

en que se estudia el higado es iﬁa de las sustancias emplea-
dag debido a que produce unas alteraciones.fisiopatolégibas
asi‘como lesiones anaﬁomopatolégicas que estén estudiadas
perfectamente, Por ello se ha usado er ensayos donde se ha
demostrado el papel hepatoprotector de la silimarina, asi

como de sus componentes, sobre todo la silibinu.

La leéién hepiatica con CCl4Tre&uce ligera~
mente la actividad diaminoxidasa del 6rgano, siendo este fe~
ndémeno especialmente significativo eh animales pretratados
con histamina exbégena, La terapéutica profildctica con si -

limarTina no impide este efecto del téxico; el CCl _induce

4
una ligera reduccidn de la actividad enzimitica que no impie
de el tratamiento previo con silimamina, con 1o cual se cone
firma que el efecto hepatoprotector-lo ejerce la silimanina

sobre estructuras microsémicas fundamentalmente. (37)
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Estos mismos autores indicaron que la ad -

~origine una

, 4
considerable prolongacién del suefio del barbitirico; tres

ministracién de un barbitiricc después del CCl

grupos de animales se sometieron a una lesidén hepdtica con
0014, estudiando la duracién del sueific por hexobarbital (7%
ng / Kg i.p.). Uno de los grupos recibié silimarmina desde
cuatro dias antes del téxico y los otros dos grupos sinvie-
ron de control: uno como testigo y el otro como control del

farmaco. (38)

_ La duracién del suefio en los dos grupos de
control fue similar y en los animales lesionados fue de um:
40 por ciento superior al de los testigos. En cambio, en
Jnz animzles protegidos cur silimarina y lesionados con CCL

&
sblo llegd a un 50 por ciento del valor del grupo testigc.

. Aznar Ldpez et 81(39)- indican que la pers
fusién continua de pentagastrina va seguida de un descenso
constante y progresivo del pH géstrico que guarda una rels-
cién dbsis—efecto. Ouondo se intoxican los animales previa-
mente con CCl,, la accidn excitosecretora de la pentagas —

4

{trine se ve potenciada significativamenie.

El tratamiento previo con silimarina no sé-
1o impide este descenso del pH sino que reduce también el ew
fecto de la pentagastrina, puesto que el descenso del pH es

menos acusado que el aparccido em los animales testigos. (39)

Tn las ratas lesionadas con 0014,Se observa

una disminucién de la peroxidacibén de los lipidos micTosomam-
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les. (40) .
f ,
Schriewer et al.(4l): estudiaren la evolw —
cién en el tiempo de las actividades de la GOT, GPT y GLDHE
tras la administracién de silimarina por via intraperito -~

neal, confirmando su accidén antihepatotdxica.

Asimismo tienden a ser normalizadas en las
ratas las alteraciones producidas por el C014;como son el
incremento de la concentracién de las fracciones de acidos
grasos libres, triglicéridos, iéolecitina, fosfolipidos, és-

teres del colesterol, (41))

Janiak et 23 .{.2) observaron que la silima-
rina actGa ﬁro&uciendo una inhibicidén reversible de las ac -
tividades de los enzimas microsomales ya que sobre el mode-
lo de lesién hepatica producida porm el Ccl4limpide la acti-
vidad de la demetilasa en la rata asi como la reduccién de

la tasa de enzimas metabolizantes en el ratén.

Williams y Priestly (43) observan que, cuan
do administran silimarina como profilaxisvantes de provocarmr
ls lesibn coﬁ 0014, ésta no contrarresta el incremento de la
bilirrubina total, GPT, triglicéridos, ni el incremento de
la peroxidasa lipidica, Asimismo tampoco contrarresta la dise
minucién de la actividad metabolizante de férmacos con los
citocfomos P-450 y b-5, aunque eso si, aprecian una cienta
tendencia protectora en algunocs casos aungue nc la estimam

significativa,
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/ Tras la lesidén con CC14y sdministrando si -

lﬁmarina, se produce un notable aumento de la sintesis del

ADN en los animales intoxicados y tratados, lo cual se ob-
14

serva mediante la determinacidén de timidina marcada con C

que se administra previamente, (44)

CII. 2. 2. 5. = Efecto de la silimarina em

la intoxicacidén porr etanol

Tras la administracién durante 14’ dias de
etanol al 16 por ciento se observa un descenso en la canti-'
dad de albGmina y fibrindgeno en la sangre junto a un au -

mento de la fraccidn beta glotlinica.

Sin embargo esto no ocurre al administram
silimarina, con lo cual. se mejora el rendimiento metabblico
de la célula hepdtica en los animales intoxicados con eta -

nol y tratados con silimarina. (45)

Para Brown (46) e Isselbackex (A7) la in -
toxicacidén etilica produce una infiltracién grasa similara

la producida en‘el alcohoiismc crénico.

La intoxicacidén alcohblica aguda, al igual
gue la crénica, causa en las ratas, un sorprendente aumento
de la actividad de la enzima gamma-aminolevulinico sintetasa

-y también una elevacibn notable de la actividad de otras en=
zimas microsomales,(48) . Este mismo autorm observa que en
raktas tratadas con una dbésis de etanol de 5 6 T g / Kg de

peso y mantenidas en ayunas un determinado tiempo, se pre -
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duce una.acumulacidén en el higado de lipidos totales con au-
mento del nivel de triglicéridos. Cuando las radas recibenm
la misma désis de alcohol y ademds, una inyeccién de sili —
marina ( 100 mg / Kg de peso vivo )} las alteraciones lipf -
dicas hepdticas inducidas por el alcohol son de bastante me-

nor intensidad,

“ITe 2. 2. 6. — Efecto de la silimanina en

la intoxicacidn con etionina

Garcia Pravia et al (49) observaron que la
etionina es capaz de producir higado graso, inhibir las acti-
vidades fosforildsica y triptAfanopirrolisica, bloquean?la ’
sintesis proteica asi como ~zu.z™ un notable descenso dc los

niveles de'glucégeno ¥y ATP hepiticos.

Bstos mismos autores estudiaron diversos cor-
tes de higado de ratas tratadas con silimamnina més etionina ,
en los que el consumo de oxigeno és casl normal mientras que
en ratas tratadas s6lo con etionina la actividsal respirato -

ria se muestrs inhibida fuertemente,

El hecho de que la etionina bloguee la sine
tesis proteica, quiﬁés a través de la formacidn de algin
complejo de adenosil-etionina podrfia servir de base del mew
canismo responsable de la potente inhibicidén de la actividad

respiratoria. (49)

FEn los animales tratados con etionina més

gilimarina las actividades enzimidticas mitocondrisgles no di-~
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fieren muyy significativamente de los gque poseen los contro —
14s, lo que hace pensar que la silimarine interfiere en los
mecanismos de accidén de la etionina, evitando o disminuyen-
do el alcance de las lesiones hepiticas producidas por la

etionina. (50)

IT. 2. 2o Te = Efecto de la silimarina en
la intoxicacidén con tiocace.

tamida

La actividad antihepatotéxica de la silima-
rina es excelente en la intoxicacidén por ticacetamida donde
la estructura subcelular sumiristra alteraciones superponi-

bles a las que caracteriza 7= ~irresis humana. (51j

Hahn et al (36) indican que la tioacetami-
da es también un téxico de eleccidén para producir: alteracio-
nes hepédticas, similares a la cirrosis, en la que estos aw -

tores indican el efecto protector de la silimarina,

La silimarina presenta una accién signifi -
cativa antihepatotbdxica mediante la determinacién de activi~
dades'enziméticas, cuando se provoca una alteracidn hepdtica

por administracibén de una désis tnica de tioacetamida. (52))

Rauen et al(53)) en unos estudios realiza -
dos demostraron que la tioacetamida reduce la proporcidén mo-
lar fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina sobre los micro -
somas de rata indicando que esta accidn no parece ser PIOVO-

cada por la S-adenosil-meiionina-fosfatidiletanolamina~metile
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transferasa., En las ratas intoxicadas con tiocacetamida la
mayor acumulacién de metil-S-adenosilmetionina marcada ( me-
i1 ClAf)S nin vitro", a la fracoién microsomal de fosfatim
dilcolina, indica una compeﬁsacién de la reduccidn de la
neosintesis de fosfatidilecslina poﬁ una mayor metilacidn de

la fosfatidiletanolamina,

En cambio, cuando se tratan "in wivo" con
silimarina los animales, bajo la forma de N-metilglucamina
disuelta en polivinilpirrolidona (PVP)) al 4 por ciento y a
la désis de 400 mg / Kg de peso vivo, menifiestan una mayor
metilacidn dé la fosfatidiletanolamina en comparacidén con
2us controles, lo cual ccurre ademis "in vitro", Parece qué
»1 facior limitante de la welocidad de metilacién de la fos--
fatidiletanolamina es la sintesis de S-adenosil-metionina
en lugar de la actividad de la S—adenosil—metioninaufbsfa-’

tidiletanolamina metil-transferasa microsomal. (53))

I, 2. 2, 8, - Efecto de la silimerina em
la intoxicacidén con galace

tosamina

Meyer — Burg (54} indica que la silimanina
posee un efecto beneficioso al administrarse por via intra -
peritoneal disuelta en propilenglicol, tanto desde el punio
de vista curativo como profiléectico. Sin embargo, poétula
que este efecto se debe al solvente ¥y no a la propia siling-

rina,

Asfwmismo, la accién antihepatotéxica de la
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silimamina se pone en evidencia cuando se adminisira paren-
teralmente en la hepatopatia pom D—-galactosamina, en la que
se origina una normalizacidn de las actividades de las en -

zimas GOT, GPT y LDH. (55)

ITe 2. 2. 9. —~ Efecto de la silimanina em
la intoxicacién con prine
cipios de la "Amanita pha-
loides" |

Seglin Schriewexy Rauen(5é)¥ cuando se admi--
nistra silimarina como medicamento.profiléutico se previene
1. alteracién de ciertas fracciones fosfolipidicas incremen-
tacas polr accidn de la faloirdina en el higado y sueio de. Lo
tas intoxicadas, asi como algunas actividades enzimdticas ale

teradas,

La actividad antihepatotéxica de la silima =
rina en el modelo experimental de intoxicacidén por faloidina
y alfa amanitina se rantiene debido a la existencia en la mo—
lécula del ciclo de la gamma~pirona. La silibina antagonizé
totalmente la intoxicacidén por la alfa amanitina "in VEVO" COm
nociéndose que la alfs amanitina inhibe la sctividad polime —

rédsica y reduce la sintesis de proteinas. (57)

Frimmer y Kroker- (58) indican que la silibi-
na asi como la disilibiﬁa,_inhiben los efectos primarios de la
faloidina, s6lo si' se encuentran en el receptor antes que la
toxina o al mismo tiempo. Para uns inhibicidén total de la

accibn de la faloidina se necesita una concentracidn muy gran-



- 30 -

de de silibina. La disilibina es mucho més eficaz que el mo—
némero y si la faloidina estd unida a los receptores, no hay
ningin agente protector capaz de elimiﬁar la toxina de las
células envenenadas, Los enlaces de la silibina y la disili-
bina parecen ser mis débiles yé que, despuds de la incubacidm
de higados con silibina, puede eliminarse la mayor parte de
la potencia protectora del medio de perfusién cambiando di -~

cho medio. (58)

El examen microscdpico del higade de ratas
que(murieron_1-3 horas después de inyectar faloidina puso de
manifiesto una vacuolizacién citoplasmitica de los hepatéci-
to=. dilatacidn de los sinusoides y una importante pérdida
4s giucbdgeno, ‘Los niclecs celulares eran normales ¥y én algu—
nos lugares épérecian espacios vasculares dilatados que fore
maban grandes lagos de sangre, comprimiendo los_hepatocités
circundantes, muchos de los cuales contenian gldébulos rojos
en el citoplasma, La estructura del higzdo de los animales
tratados previamente con silimarina era casi normal del to-
do y al igual que con 1o faldidina, la silimamina evitd to~

talmente la letalidad producida por la alfa amanitina. (59)

Braatz et al (60)),, determinaron el grado de
intoxicacién por faloidina midiendo la actividad de la LDH,
GOT, GPT y GLDH en suero. El nivel de esias enzimas en ra-
tones tratados con silibina se normaliza aproximadamente a
partir del dia 30 desde la Gltima intoxicacién con fzloidina
mientras que en los ratones tratados solamente con faloidi -
na necesitan unos 50 dias desde la Gltima intoxicacidn para

normaslizar sus niveles enzimiticos.
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La evoluciédn de la actividad de la GQT se

o#serva en la figura siguientes

- ."‘
[« falowdina i i \—-/’\\
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2 10 20 30 © 40 50 dias

El nivel de la=z enzimas de ambes g&upos
desciende durante los 10 primeros dias siguientes a la in -
terrupcidén de la aplicacién de faloidina. Sorprendentememns.
te, alcanzan una mayor cima a los 14 dias aproxima@émente
¥ los niveles de enzimas de los ratones tratados con sili -
bina siguen descendiendo, mientras que en los animales tra-
tados s6lo con faloidina aparecen nuevas cimas c=?a 6-7 dias

hasta el dia 40. (60))

Segln Desplaces y Choppin (61))61 estudio
histoquimico e histoenzimoldgico muestra que, de igual ma-
nera que tras la inioxicacidén de ratones con faloidina, la
silimarina inhibe la accidn del tdéxico y regulariza las fun-
ciones del hepatocito cuando se administra, ya sea 60 minu -

tos antes 6 10 minutos despubs de la intoxicaciébn.



IT. 2. 3. = Toxicologia de lz silimarina

En los mamifercs la tolerancia de la silie
marina es buena y asi la IL - 50 en ratones y ratas es de
400 mg / Kg de veso vivo por via endovenosa; sin embargo
dependiendo de la especie pueden ser letales dbsis de 100

a 200 mg / Kg de peso vivo. (62)

BEn ratones y ratas estos mismos autores ham
estudiado la DL -~ 50 administrando por via intravenosa dihe~
misuccinato s6dico de silimarina siendo los valores obteni -

dos, dados en mg / XKg de peso vivo, los siguientes:

Tatén hembra = = = = = = = = = o e = = 1050
TatON MACHO mree o v o o e e o o D)
Tata hembra e e o = - o = —————— 82%

~rata macho - - o— - - o oo 92Q

' En el caso del perro una dbésis de 142 mg /
Kg de peso vivo adminisfrada intraﬁenosamente puede ocasio
nar su muerte debido a una bradicardia e hipotensidénm que pue—
de prevenirse administrando 4,5 mg / Kg de peso vivo de atro-

I, 2, 4. = Fazmacocinética de la silimarina

El estudio de la cinética de la silimarina
ha sido realizado por diversos autores, comc Meyemw -~ Burg

(64), Mennicke (65), Bulles et al.(66)}y Braatz (67))

Ia absorcidén y excreccidn de la silimarina

fue estudiada por Meyer — Burg (64)) con resultados inciertos.
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Trabajé suministrando fueries dbésis de silimarina a ratones
y,/empleando el método colorimétrico de Wagner et al (24),
in%estiga la presencia del farmacc en suero, plasma, orina,
homogeneizado hepidtico y heces, encontrando una gran canti —
dad de silimarina en estas Gltimas, concretamente en una pro-

porcidén aproximada del T3 por ciento, por lo gue postula la

existencia de un ciclo enterohepitico.

Mennicke (65)), administrando a ratas dihe -
misuccinato sédicb por via intravenosa, observa que éste no
se encuentra disociado en el piasma, pero sf en la bilis, ys
que ademés de este producte se encuentra silibina libre ¥ o-
tros metabolitos; asimismo en la orina también aparecen aun-

gue en menor proporcidn,

Cuando administran la sal de N-metilgluca -
ming de silibina se obsera que la mayomr: parte dellproductb
eliminsdo por‘bilis_se encuentra en forma de metabolitos y
que la elimingcidn se produce en forma de sulfato y glucﬁvw
rénido conjugados, como se produce en la mayoria A: las sus
tanclas de estructura fenblica, ya que, al tratar estos me
tabolitos con arilsulfatasa y beta glucuronidasa, se obtie -
ne silibina y en menor proporcidén otro producto identificado

como dehidrosilibina,

Mediante una serie de estudiocs realizados enm
el Huntingdon Research Centre se comprobd que cuando se admi-
nigtra el producto por via oral, el tiempo de excreccidén mi -
xims es de una hora aproximadamente ccmo podemos obsérvan'ent

la figura . Esto nos indica una absorcidén muy r»ipids del
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producto ya que la concentracidn méxima en el plasma, se ale
canzd a las 0,5 horas, tras la administracién oral a ratas ,
momento en el que se tombé la primera mmestra de sangre, ob -
servindose que, a partir de aqui, se producia un descenso com-

tinuo de las concentraciones,

Cantidad de silibina excretada (%)

f st
N 6 8 0 1R %
t(horas) '

Coincidiendo con los resultados de Mennicke
(65) Btilles et al (6€)rponeh de manifiesto que, depués de ade
ministrgr por via oral o intravenosa el firmaco, la mayor par-
te del mismo se elimina por la bilis en forma de metabolitos,
los cuales al tratarlos con arilsulfatasa y beta glucuronida
sa nos dan silibina y dehidrosilibina, ademés de producto sin
biotransformar, Asimismo en la orina también se elimina una pe=

queiia proporcidn, pero de silibina sin conjugar, libre,

Finglmentc Braatsz (67} observa que, cuando se
administra silibina por via intravenoss a ratas, se elimina por

la bilis, en las primeras 24 horas slrededor del 80 por ciento
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en foima de sulfato y glucurdnido y en la circulaciém ente -
rohepdtica estd incluida una proporcidén del 10 por ciento a-
proximadamente, La eliminacidén biliar mixima ocurre una horé
después de la administracién oral y aproximadamente el 8 por
ciento se elimina sin modificar en la orina al cabo de 48 ho-

Trase.

La silimarina se distribuye por el organis -
mo y sé acumula, sobre todo, en el higado y rifiines sin gue

se encuentre pricticamente en otros érganocs.

En el hombre la eliminacidén del producto por
la orina es escasa y ha podido recogerse solamente el 6~7 por
cicnto de la gilibi:a adminietrada en las 24 horas siguientes

siendo su tiempo de vida modia de aproximsdamente 6 horas.

(67)
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I17. - PARTE EXPERIMENTAL

/
|

ITI. 1, ~ MATERTIAL Y METODOS

ITT, 1. 1. = Muestras

— Silimarina valorada como silibina con
el T2 por- ciento de rigueza por C.H. BOEHRINGER SOHN INGEL-
KEIM S.A.E., La solucidén madre de silimarina se prepard a
una concentracidén 10—2 M en etanol, dado que el fArmaco es

pricticamente insoluble en agua.

- AlbGmina humana ( BEHRINGWERKE AG Mar -
gurg Lahn ). Ia solucién de alblmina la preparamos disolvien-
do 0,1725 g en 50 ml de un buffer fosfatos de sodio a pE 7,2%

-5, -

con lo que la concentracifx iinal era 5.10 7M.

~ Suero humano procedenie de una mezcla de
sueros de donantes con una concentracién de proteinas de 6,90

g en 100 ml..

-~ Buffer- fosfatos de sodio O,05: M a un pH
de T,25,

~ Bolsas de di&lisis ( Visking dialysis tu—
bing tipo 8 / 32 de Semra).
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IIT. 1. 2, 1, - Didlisis al egquilibrio

Ta didlisis al equilibrio ha sido el mé=
todo utilizado por nosotros y consiste en colocam a ambos
lados de una membrana permeable dos soluciones distintas y‘
no recambiables entre las cuales difunden las moléculas pe-

quefias que pueden atravesar los poros.

Las soluciones de silimarina a dialigzar las

prepardbamos a partir de la solucidn madre de silimarina cu-
- .

ya concentiracién era 10 M y de la cual obteniamos unas so-

3y,

Juciones hijas en etanol a unas concentraciones de 1,10
2,107 M, 4.1073 M, 8,107 M, 12,1073 M, 16,1072 ¥ y mov 1=

timo 20,107 M.

Tomamos 0,1 ml de cada una de estas solu =
ciones y lo colocabamos en tubos de ensayo, dejéndolos asi4‘
durante 48 horas para que se evaporase el eianol. Una vez
{ranscurrido este tiempo afiadiamos 0,5 ml @e‘una solucidn
de carbonato de sodic conteniendo 11,5: g porr litro del mis~
mo y llevdbamos a 10 ml con buffer: fosfatos en el caso de
las series de calibracidn, obiteniéndose asi unas concentra-
ciones de 5.10"6 M, 10.10"6 M, 20.10"6 M, 40.10"6 M, 60.10"6"
M, 80,1070 u v 100,100 ¥, En el rosto de las series pomia
mos las mismas cantidades de silimarina pero llevéibamos
hasta 9 ml con buffer, de modo que tras colocar en los fu-
bos las bolsas de didlisis, las concentraciones finales ob—

tenidas, en el caso de gue no hubiese unidén de la silimari-

na a las bolsas de didlisis, ni a las proteinas, fuese la
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misma que la de la serie de calibraciédn,

/

' Fa
En el cacso de los blancos, los preparaba -

mos de igual manera, pero sin poner silimarina, tanto para
las series de calibracldén como para las de referencia, al-

blmina y suero respectivamente,

IIT, 1. 2. 2, — Preparacidén de las bolsas

de didlisis

Las bolsaé’de didlisis, se preparaban hin.
viéndolas durante 30 minufos cada vez, primero en una mezcla
que contenia cuatro paries de uma solucidén de bicarbonato sé—
dico al uno por mil y'una pamie de etanol. Pogierinrmente,
tres veces mis en una mezcla de agua'destilada : etanol (4:1))
Por Gltimo en agua destilada, manteniéndose en refrigeradoxw

hasta su utilizacidn,

Estas bolsas de di&lisis las llendbamos ccm
su contenido respectivo 48 horas antes de comenzaz lz didligis
¥ hasta entonces las manteniamos a 42 C en buffer fosfatos pa-
ra eliminar asi la presencia de sustancias contaminantes que

interfieren en la lectura espectrofotométrica.

En las series de referenciz las concentra -
ciones de silimarina mencionadas enteriormente, las enfren -
t4bamos a bolsas de didlisis conteniendo 1 ml de buffexr en .
su interior. Jon estos resultados calculébamos los porcen -
tajes de recuperacidn de la silimarina y por consiguiente su

unidn a las bolsas.
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Mediante las series de albimina, en las
cuales dializdbamos las soluciones de silimarina frente a
1 ml de solucién de albfmina 50.10'"6 M, calculébamos los
puntos de unién de la silimarina a dicha proteina asi co-

mo las constantes de afinidad.

De igual manera realizébamos las series
de suero, pero colocando 1 ml de suero humanoc en el i~
terior de la bolsa deduciendo de los datos obtenidos la

proporcién de silimarina unida a las proteinas.

Las series las repetiamos tres, cuatro o

cinco veces para que los resultados Ffuesen mis fiables,

Duranfe 20 a 22 horas manteniamos el pr~.
ceso de dijlisis a temneratﬁra ambiente para asegurarnos
que se alcanzaba el equlllbrlo. Evansg et 2l. (68) sefialan
que al cabo de 18 horas se establece el equlllbrlo si dig-
lizan 5 ml frente a 10 ml, por lo que consideramos sufi w—
ciente el tiempo empleado por nosotros, aungue, seas menor

la superficie de la membrana de didlisis.

1T, 1. 2. 3. = Determinacidén de la

silimarina

Una vez establecido el_equilibrio, la dé-—
terminacidn de silimarina la realizamos espectrofotométrica-—
mente utilizando un Perkin-Elmer modelo 55F con accesorio de
U.V. Seguimos el método descrito por Serrano en 1982, para

cuyo desarrollo se va a basar precisamente en el cariciern dé-



bilmente a4cido de la silimarina, debido a la presencia del
oxidrilo fendlico, y por consiguiente su capacidad para
formar sales con los &lcalis, En solucién alcalina este B
producto presenta un miximo de absorecidn a los 320 nm,,aune
que también aparecen otros a los 2481y 208 nm que son dese~
chados por Serrano ( 69 ) porque, en primer lugam, no estim
comprendidos en el margen sefialade por Cavallini y Lucche
tti 25) v, en éegundo ilugar, porgue conforme mis nos ale -
jamos en el espectro U.V. mis interferencias pueden apare —
cer con otras sustancias; y si estamos préximos a los 200
nm, hemos de trabajar en atmbésfera inerte, ademés de Que
entre 215 y 220 nm absorbe fuertemente el enlace peptidico

por lo que representaria un grave problema al trabajar con

suero y solucién de albimina.

' Bste mismo aubor, utilizando la longitud
de onda mis proéxima a la porcidén visible del especiro, o
sea 320 nm, ds%erming 1& absortividad molar de la silimg-
rina la cuél es algo>més bajé que la Que poses en solueidn
metandlica a 290 nm, pero suficientemente alta. Esta ab -

4

sortividad molar es superior a 2.IO‘:

Una vez transcurridas las 20 a 22 horas
de diflisis, y teniendo en cuenta lo que anteriocrmente ha-
biamos citado, efectuabamos la lectura a 320 nm, diluyen~
do la silimarina exigtente en la solucién exterma de la
bolsa a un medio, asi como la de la serie de calibraciédn.
Las soluciones internas de las bolsas de didlisis, tanto
lag de las serieg de refercncia come las de albimina y sue-

ro, las lelamos diluyendo cince veces en carbonato de so0 -
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dio 0,1 M, Para ello mediante una jeringa de insulina to ;
mibamos 0,5 ml del interior-de la bolsa, los diluiamos con
carbonato de sodio 0,1 M cinco veces después de lo cual a=
gitamos en la cubeta y procediamos a la lectura espectro -

fotométrica,

ITT. 1. 3+ = Resultados

Los valores medios de absorbancis obie..
nidos por nosotros tanto en las soluciones tamponadas exters
nas a las bolsas de didlisis como en las soluciones de albls
mina situadas en el interior de las mismas, aparecen er Jz
Tabla T en la que indicamos ademids los productos de dichns

absorbancias por los titulos de dilucecidn,

A partir de estos Gltimos valorés, ¥ utili-:
zando la ecuacién de regresién obtenida con las series de ca—
libracidén y cuya expresidén es ; concentracidén = Absonbancis .
39,6856 4+ 1,3458 , calculamos las concentraciones de silima-
nina en los buffer externos y en la solucién de alblmina del
interior de las bolsas de didlisis que aparecen en la Tabla
II, Jjunto con las concentraciones de silimarina unida a las
proteinas; ya que la concentracién en el interior de las bole
sas equivale a la fraccidn total ( en fo:ma libre y conjugam
da )'y la concentracién en los buffer externos eguivale a
la fraccidén libre, siendo la fraccidn conjugada la diferen -

cia entre ambas.
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TABLA TA., - Valores medios de absorbancia medidos & 320 nm

de los bufferm externos asi como del interior de las bolsas

de didlisis correspondientes a las series de albimina,

Concentracidn

Abserbancias
inicial | b
“dentro 0,116 0,116 0,10T 0,113 0,117|0,113
5.10"6 M
fuera 0,053 0,063 0,049 0,044 0,043]0,050
dentro 0,14530;150 0,181 0,165 0,159|0,160
10,10~ .
fuera 0,081 0,084 0,073 0,080 0,085(0,08L
| dentro 0,317 0,290 0,305 0,301 0,299|C, "2 |
20,10~ -
fuera 0,166 0,170 0,181 0,164 0,179|0,172'|
dentro 0,521 0,512 0,519 0,522 0,523|0,519.
40,10 ’
fuera 0,381 0,386 0,375 0,382 0,376|0,380
dentro 0,762 0,707 0,636 0,690 0,691 0,697
60,10~ | |
fuera 0,590 0,577 0,596 0,589 0,59310,589
. dentro 0,918 0,920 1,015 0,932 0,934|0,944:
80,10~ |
fuera 0,760 0,766 0,758 0,761 0,759/0,T61
dentro 1,158 1,115 1,116 1,117 1,123|1,126
100,10 | o
fuera 1,006 0,948 0,995 1,007 1,008{0,993%
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TABLA IB. - Valores de los productos de las absorbancias cie

tadas en la Tabla anterior por sus correspondientes titulos

de diluccidn que son cinco en el caso del interior de las

bolsas y dos en el exterior de las mismas,

2,014 2,016

Concentracidn ‘ Absorbancias
inicial 3
dentro 0,580 0,580 0,535 0,565 0,585 05565
5.10"6 M
fuera 0,106 0,126 0,098 0,088 0,086 0,100
dentro 0,725 0,750 0,905 0,825 0,795 /0,800
10,100

fuera 0,162 0,168 0,146 0,160 0,170 0,162
| dentro 1,585 1,450 1,525 1,505 1,455 17,510

‘20.10'%M A
fuera 0,332 0,340 0,362 0,328 0,358]0,344;
dentro 2,605 2,560 2,595 2,610 2,6152,59%

40,100 | R
fuera 0,762 0,772 0,750 0,764 0,752|0,760
~dentro 3,810 3,535 3,180 3,450 3,455 3,48%

60,10~
fuera 1,180 1,154 1,190 1,178 1,186{1,178
' dentro 4,590 4,600 5,075 4,660 4,670{4,720
80.10'6M
fuera 1,520 1,532 1,516 1,522 1,518{1,522
dentro 5,790 5,575 5,580 5,585 5,615/5,630
100.10”6M

fuera 2,012 1,896 1,990 1,986:
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TABLA IT . - Concentraciones de silimarina libres, fotales‘w

unidas correspondientes a las series de albimina,

Concentracidén | Concentracidén | Concentracidn | Concentracidm
‘inicial libre total unida
5;.10"6 M 5, 314.10"6M 23,768.1'0'"6M 18,454;10"63&
10.10"% 7,775.10"615 33,094.10"61& 25,319.16"%
20.10™u 14,998.10'6m 61 ,271.10"6}.& 46,273,101
40.10‘6M 31, 507:.10"61-5 104,330.10"6M 72,82’%.;0 o
60.10"6M - '48,095.10"6M 139,650, 10'6}5 91 ,555.10_61&';
80,10 61,747. 10™% 188 ,662., 10"?15& 126,915. 1075
100. 1070 80,161, 1070 224,776, 1078 144,615, 1070




o Cuando relacionamog la fraccidn unida con
la fraccidén total y multiplicamos este producto pox cien,
obienemos los porcentajes de unidn de la silimamina a la
albimina cuando ésta se encuentra a una concentracidén igual
a 5;10—3ﬁ. Estos valores que aparecen en la Tabla III'nos
muestran como los porventajes de unidén van disminuyendo com

forme van aumentando las concentraciones de silimarina,

TABLA IIT . - Porcentajes de unidn de la silimarina a la.

alblmina,

Concentracién Porcentajes de unién

inicial |

5.10 M 17,64 %
-5 ' '

10.10 M - T6,51 %

20,207 o R RT3

40,10 o 69,80 %

60,10~ 65,56 %
-6 :

80,10 M 67,27 %
-6 ]

100.10 M 64,34 %

= 70,95 ¢
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La razdn entre las concentraciones molares
de silimarina unida a proteinas y a la alblmina (n)) se pue-
de relacionam con las conccutraciones libres de silimaring

»

nmediante la expresidn ¢

nk
1/s+K

=

basada en la ley’de acclidn de masas ¥y en la que "n" es el
nimero total de puntos de unidén poxr mclécula de proteina j
ng" es la constante de asociacidén del complejo gilimaming -

albimina y "S" es la concentracién molarr de silimanina.

Esta expresién puede transformarse en otras
ovya representacién 9s una linea recta faciliténdose asi: los

caiculos correspondientes,

Uno de log procedimientos de lineamizacidn
es la transformacidén doble-~reciproca que consiste en inver -

tir la expresidn anterion; pomrlo que la ecuacidn quedards

= . +
AN nK S n
Aplicando esta ecuacién a nuestros datbs,
que aparecen en la Tabla IV, observamos que el ajuste a la
linea recta es 6ptimo como lo demuestran unos valores del
coeficiente de correlacién y la "F' de SnedecorM de 0,9989
y de 2335,9246 respectivamente, que presentan unos niveles
de significacibén superiores al 99,9 por: ciento {(p{ 0,001)

en ambos casos.
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) La éonstante de afinidad obtenida pom este
procedimiento nos da un valom de 16370,9976 ¥ con 4,57 pun—
tos de unién por molécula. La representacién gréfica de‘los
valores de la Tabla IV asi como la recta de regresidn obte-

nida para ellos aparecen en la figura 2.

Otro procedimientc de linearizacidn se ob-
tiene multiplicando la ecuacién doble~reciproca pom la cons=
centracién libre de silimarina, con lo que sw expresidn que—

da de la siguiente manera :

Cvando aplicamos esta expresién a los datos
1.8 ‘gparecen en la Tabla V cbservamos Que, ai igual que en
el caso anteribr, el ajuste a la linea recta es éptimo co =
mo lo demuesiran unos valores del coeficiente de correlacidm
¥y de la "F de Snedecor® de 0,9515 y 47,8601 respectivamente,
que presentan también unos niveles de éignificacién superio-

res al 99,9 por ciento (p(0,001).

Mediante este tipo de representacién el va-
lor de "K" es algo inferior al del procedimiento anterior,
concretamente 12739,4722 y el nimero de puntos de unién, com
un valor de 5,48, es superior. La representacién,gréfica de
los valores de la Tabla V zparecen en ecste caso en la figura

% , junto con su recta de regresidn,

El tercer procedimiento de linearizacidn u-

tilizado por nosotros, tal vez el mids empleado por los dis -
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tintos autores, es el de Scatchard, que consiste en dividir
la ecuacidén general que se basa en la ley de accién de ma -
sas por la concentracién de silimarina y reordenar. Dicha

ecuacidn es la siguiente s

= NK e PR

S

En este caso al aplicar esta expresidn a
los datos de la Tabla VI obtenemos un valor- de correlacién
de - 0,9328 y un valom de "F de Snedecor" de 33,4952 que a
diferencia de los procedimientos de linearizacidén anterio .-
res sblo presentan unos niveles de significacién supeniores
al 99 por ciento (p< 0,01l) los cuales nos indican que tambiém
el ajuste de los datoa a la linea recta es mﬁy bueno, aungue

algo inferior al de los otros procedimientos,

Los valores de "K" y "n" en este caso, son ..
de 13307,4477 y 5,34 respectivamente. La representacién oo O
fica de estos valores aparece en la figuray asi como la rec-

ta de regresidn obtenida a partir de ellos.
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TABLA IV . - Valores de 1/A y 1/r para la silimarina a 320 m

Concentracidn 1/a 1/r
inicial

5.10'6 M - 188182,1603 2,T0944
10.10—éM o 128617,3633 1,97480
20,10~ 66675,556T - 1,08054
40.16”%n ‘ 31738,9786 10,68660
60.10"6M | | 20792,1821 0,54612
80.10™°u 16195,1188  0,39396
100,070 12474,8943  o,3574

T = 0,998931475

a = 1,,»"3356755..10'5*;

b = 0,218663415
-b/a.=~Ka= ~ 16370,9976
F = 2335,924604

n = 4,513239

K =-16370,9976




vO31011819

1
r 2.5 ¢+
C o™
. z 2.0
r <
g3
£ o
> O
oz 1.5
8O
n O
. m
o
v
g2 ~
; f: 1.0 b
~
p-4
D'QS T 2
. [+ ]
[+}
0 50 100 | 450

(1%)-) X 10 °
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TABLA V . - Valores de A y A/rpara la silimarina a 320 nm,

Concentracién A , Afz
inicial
5.10‘6 M , 5,314.10"6m 1,4398.10“5‘:
10,10 . 7,775.10"6M 1,5354;10"5 |
20.10"6M .14,998.10"6M 1,6206.10‘5
40.10"6M 31,507/.10"61& 2,1633.10"5
60.10" 48,095. 10%n 2,6266,107
80.10"615 61,747-.10"6M 2,4326.10"57’
--6 ) -—6 ) _5 i : t

r = 0,951530708

a = 0,18258468

b = 1,4332201.10"5

-b/a -.-.-7;,8496187'.10"'5
F = 47,8601
n = 5947691

Ka.-=.~127:39,4722
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TABLA VI ¢« = Valores de 'y r/A para la silimgrina a 320 nm..

Concentracién r r/A
iniecial
5.10“6 M 0,36908  69454,27175
10,10~ | 0,50638 65129,26045;
20.10"6M 0,92546 61705,56074
40.10"% 15646 4622655282
60,10~ | 18310 38072,56471
80,10 2,53830 | 41108,o7oc2
: Tmo.vlo"ém | . | 2.89230 36081,13671

= - 0,932798838

- 13307,44767T

a

it

b = T71108,50338

b/a = 5,343511779
F =-33,4952
n =-5,34351

K= 13307,44767
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Figura 4.,- Representacidn gréfica de la recta obtsrida al enfrentar r en abscisas frente a

r/{A} en ordenadas
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IIT. 1. 3. 2, = Discusidén de resultados

Los porcentajes de unién de la silimamina
a la albGmina que aparecen en la Tabla IIT tienden a dismie
nuir conforme van aumentando las concentraciones de 5i1ima-
rina, lo que se debe a que al irse»saturanqo la capacidad de:
fijacién de la alblimina, la proporcidén de silimarina libre
va a aumentar, aunque en valor absoluto, y a las concentra-
ciones utilizadas por nosotros, vays aumentando la cantidad
de silimarina unida conforme aumenta la conoentfacién libre

de este farmaco.

Al aplicar los procedimientos de lineaniza
¢.om do la ecuacldi general de la ley de accidn de masas Obe
teneﬁos un mesqr conocimiento de la unidén de la silimarina
a la albimina plasmitica humana, Efectivamente, con estos
procedimientos de linearizacidn calculamos la édnstante de
asociacidén y el:nﬁmero de lugares que p%esenta la albimina y
'que son capaces de acoplar a moléculas de silimarina. Los va-
lores de ambos pardmetros fisico~quinmicos varian, 1légicamen-
te, segln el procedimiento de linearizacién que consideremos,
aunque estas variaciones sean proporcionalmente muy psqueias
( cdeficienﬁes de variacién de T,76 y 11,28 por ciento res -

pectivamente para "n" y "Ev Ve

El hecho de que nuesiros valores se ajustenx'
a sendas lineas rectas en los tres procedimientos de lineg w
rizacidén descritos nos informa gque existe unz Gnica constan-
te de afihidad, es decir, gue lg afinidad de la silimarins

por los distintos lugares de la moléeula de albGmina a los
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que puede fijarse es la misma, por 1o que estos puntos de

unién son también iguales entre si,

El valor medio de “n" obtenido por los
tres procedimientos es de 5,13, lo que nos indica que ocada
meclécula de alblmina es capaz de copular hasta cinco molé-
culas de silimarina con una constante de afinidad superiom

av1,4,x 104; concretamente de 14139,3058: como cifra media.

Comparando nuestros resultados con los ol
btenidos por Quifionero ( 70 ) en alblmina bovina, observa e
mos como este autorr obtiene un total de 7 puntos con una
constante de afinidad de 8134,2913, valores que>difierenﬁen
cierta medida a los obtenidos por nosotros; hecho gque detuwm .
mos imputar a las diferentes especies objeto de ambos iid =
bajos, ya que segﬁn BEdsall y Wyman { 71 ) las diferencias
interespecificas son una fuente de variabilidad impontan -

te en este tipo de ensayos.

TIT: 1o 3¢ 3¢ = Unidn silimaring-suero

humano

III’. 1- 30 30 10' — SueI'D humano
diluido

En la Tabla VII aparecen Zos vaiores4me—
dios de absonbancia obienidos para las scluciones de sili-
marina en buffer en el exterior de las bolsas de didlisis,
asi como las concentraciones de esta sustanciz en el sue~

ro diluido al 7 por ciento situado en el interior de las
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mismas; igualmente aparecen en dicha Tabla los productos de
las absorbancias obtenidas multiplicadas pox los titulos de

diluccidn,

Las concentraciones de silimarmina libre y
total que se obtienen a partir de los‘valores de absorbane
cia externos e internos a las bolsas de didlisis respecti-
vamente, asi como la diferencia enire ambas concentracio —
nes ( silimarina unida a proteinas )} se indican en la Ta -

- bla VIIT,

Los porcentajes de unidn de la silimarina a
las proteinas plasmiticas cuando éstas se encuentran a una
viluccibn de 4,83 mg de proteina total por ml de solucidn,
que-aparecen ép la Tabla IX, tienden a ir disminuyendo como
ocurria al enfrentam este fédrmaco con una solucibén de albi-

mina,

III. 1. 30 30 29 - Suers humano sin :
' diluir |

Al igual que en los casos anteriores los
valores medios de absorbancia en las soluciones externas a
las bolsas de didlisis y en el suero del interior de ellas
aparecen en la Tabla X junto con los productos de estas ab-
sorbancias por sus titulos de diluccién. A partimr de sllas
calculamos lag concentraciones de silimarina libre, total

¥ unida a proteinas que aparecen en la Tabla XI.

Por Gltimo, en la Tabla XII, aparecen los
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porcentajes de unidn de la gilimarina a las proteinas plas
miticas en las gue observamos unos porcenizjes de unidén muy-
similares, & las distintas concentraciones, y sin tendencia

a ir disminuyendo,
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TABLA VII , ~ Valores medios de absorbancias medidos a 320
nm de los buffenfexternoé—asi como del interior de las bole

sas de dijdlisis correspondientes a las series de suero di -

luido.
Concentracidén ‘ Absorbanciss
inicial
dentro 0,081 0,080 0,110 0,082 -
5,107 u |
fuera 0,062 0,058 0,059 0,060
dentro 0,152 0,138 0,136 0,134
10.107%

fuera 0,093 0,092 0,088 0,091

dentro 0,211 04240 0,248 0,226

| Cu.l0 M
fuera 0,181 0,184 0,188 0,184
dentro 0,342 03367 0,363 0,363
40.10-6M '
fuera 0,378 0,377 0,377 0,377
dentro 0,464 0,530 0,538 0,514
60,10~
fuera 0,562 0,586 0,623 0,590
dentro 0,649 0,647 0,666
80,10~
fuera 0,796 0,814 0,805
dentro 0,767 0,778 0,810 0,800
100,10~ | |

fwera 1,008 1,078 1,016 1,034




R S -

TABLA VIT ., - Valores de los productos de las absorbancias
citadas en la Tabla anterior por sus correspondientes 1% -
tulos de diluceidn que son cinco en el caso del interior de

las bolsas de didlisis y dos en el extenior de las mismas,

{ Concentracidn - Absorbancias
:,inicial
j deniro 0,405 0,400 0,550 0,410
{5,107 u |
| fuera 0,124 0,116 0,118 0,120
| dentro 0,760 0,690 0,680 0,670
| 10,107
| fuera 0,186 0,185 0,176 0,182
, dentro 1,055 1,200 1,240 1,130.. |
L 40,2070 | | |
fuera 0,362 0,368 0,376 0,368
, dentro 1,710'1,835 1,815 1,815
; 40,105 T |
fuera 0,756 0,754 0,754 05754
dentro 2,320 2,650 2,690 2,570
60,10 ’
fuera 1,124 1,172 1,246 1,180
: dentro 3,245 35235, mmm——m 3,330
80.10~%u
| | fuera 1,592 1,628 1,610
dentro 3,835 3,890 4,050 4,000
100.10"%
fuera 2,016 1,156 2,032 2,068
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TABLA VIIT . - Concentraciones de silimamina lilres, tota —

les y unidas correspcondientes a las series de suero diluido

al 7 por ciento y calculadas pon la ecuacidén de regresidne

concentracién = 40,1964 . Abs - 0,158.

Concentracidn | Conéentracién Concentracién | Concentracidm
inicial libre $otal unida

5-.10"6 M 4-,639.10"6m 17,579.10'“6M 12,940,10“61&
10,10™u 7,13i.1o"6m 27',979.10"6151 20,842 20”5
20.16"‘6M 14,601.10"6M 46, 319.10"6m 31 ,658.::.1'3‘"";: -
40.10’611 30,177.10"% 7,1,944@.10‘“635 “ ;,767.10“%&
60.10"6m 47,300.10';6141 102.,644;10"6}&. '55~,344;10"6ﬁ

| 80,10‘6M 64, 558.10"6M 131 ,284;10‘6}4 66 ,726.10"6M
100.10"6m 82,968.10”613 158,366.10’61«1 757,398.10’63&‘




TABLA IX . — Porcentajes de unién de la silimarina a las

proteinas plasmiticas.en suero diluido.

Concentracidn Porcentajes de unidn
| inicial |
5;10"6 W 73,54 %
10.10~% ,4 14,51 %
20,107 . | 68,35 %
Canacw | 58,05 4
60,107 | 53,924
80,10 % | 50,62 4
100,10 | 47,61 %
X= 60,97 %




TABLA X « = Valoresmedios de absorbancias medidos a 320 nm

dé los buffer externos asi como del interior de las bolsas

|

de didlisis correspondientes a las series de suero sin di-

luir,
Concentracidn Absorbancias
inicial - =
dentro 0,132 0,165 Q,136 0,144
5,10~ ‘
fuera 0,036 0,049 0,0460,044
dentro 0,235 0,224 0,24510,235
10.164%H
fuera 0,072 0,074 0,060{0,069
dentro 0:4%5 0,446 0,4220,451
20.10™% | o
fuera 0,109 0,101 0,118]0,109
dentro 3,928 0,946 1,088 0,987
40.10 % o ‘ SRR R
fuera 0,240 0,272 0,232 0,248
dentro 1,439 1,330 1,393|1,3R7
60,101
fuera 0,388 0,420 0,380} 0,396
; dentro 1,581 1,737 2,089 1,802
' 80.10"%
fuera 0,475 0,473 0,450 0,466
dento 0,697 0,644 0,575 0,639
100,10~ V ‘
fuera 0,626 0,636 0,666l 0,643
¥ = multiplicamos por 15 debido a la diluccidn realizada.
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TABLA X « -~ Valores de los productos de las absorbancias ci-
t?das en la Tabla anterior por sus correspondientes titulos
dé diluccién que son cinco en el caso del interior de las

bolsas de dijlisis y dos en el exterior de las mismas,

Concentracidn Absorbancias
inicial -
, dentrs 0,660 0,825 0,680 |0,720
5.10*6M
fuera 0,072 0,098 0,092 |0,088
dentro 1;175 1,120 1,225 1,175
10.10~%%
fuera 0,144 0,148 0,120 {0,138
dentre £./25 2,230 2,110 [2,255
20,10~ | ’
fuera 0,218 0,202 0,236 (0,218
dentro 4,640 4,730 5,440 {4,935
40.1o“ém
| fuera 0,480 0,544 0,464 {0,556
dentro 7,195 6,650 6,965 16,935
60.10~%u
' fuera 0,776 0,840 0,760 0,793
| dontro 7,905 8,685 10,445 9,010
80.10"6 ‘ V
fuera 0,950 0,946 0,900 {0,932
dentro 10,455 9,660 8,624 9,585
100,10
fuera 1,252 1,272 1,332 (1,286

% = multiplicamos por 15 debido a la diluccidn realizada,




- 66 -

TABLA XTI . = Concentraciones de silimarina libres, totales

g unidas correspondientes a las series de suero sin diluim

|

Concentracién| Concentracién| Concentracién | Concentracibém
inicial libre total unida

»5.10"6 M 3,352.10"6M | 28,85.0.10"6M 25,498.10"611:'
10.10"6M : 5,362.10‘6m 47,006.10"615. 41,644'.10"6M
20.10™u 8,6325#0"615 90,4-85.10'6M 81.,85‘3‘;10'63&
40.10""6M' | 19,779«.1'0"631 !  198,278.,10"63&_ 178,499.10'%1
60.10"6m 31,678.-;})"61& 278,671.10-615 ,»246,993.10"63;{"
80,10~ | 37;35510"65& ‘362,078.16"615 3‘24’,773‘-.’10"535:
100,10~ 4y 384f,923510“5m 333,415.10"%

51,508,10 M




- 67 -

TABLA XIT , -~ Porceniajes de unidén de la silimarina a las

proteinas plasmiticas en suero sin diluir,
|

Concentracidn Porcentajes de unidn

inicial

55_.10'6 M 88,38 4

10,10 - 88,59 %

20.10"6M ' 90,46 %
-6 , , -

40,10 M 90,02 %
-6 .

60.10 M 88,63 %

80.10"6M 89,70 %

100.10"6m ' 86,62 %

x = 88,91 4
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ITIZ. 1. 3. 3. 3. - Discusidén de resul-
/ tados

Al igual que ocurria con los porcentajés
de unién de la silimarina a la alblmina indicados en la Ta-
bla IX, correspondientes a los porcentajes de unién de SE -
limarina a proteinas plasmidticas a una diluccidn de 4,83 mg
porml, la disminucién proporcional de las tasas de unién
conforme aumenta la concentracidén de férmaco, son impuiables
a gque se van saturando las moléculas de proteina con molécu-
las de silimarina y va descendiendo, poT tanto; la capapi‘-

dad de fijacidén del f&rmaco,

- 2

Cuando utiliramos suero sin diluimen el
interior de las bolsas de didlisis observamos como lcs pPOTi
centaljes de unidén de la silimarina a las proteinas plasmé-
ticas no presentan esa.tendencia general a dismipﬁinrque
ocurria en los dos casos anteniores, sino que como observa~
mos en la Tabla XII estos valores son muy similares encon e
trandose un porcentaje de unién medio de 88,91 .F 1,192 por
ciento a las concentraciones utilizadas por nosotros. Esta
falta de tendencia a la disminucidén creemos que es debida a
la concentracidn de proteinz la cual es muy alta y habria
que utilizar concentraciones de silimarina impracticables,

debido a la poca solubilidad de esta sustancia.

Estos altos porcentajes de unidén nos indi-
can que el vollmen de distribucidén aparente en la especie
humana ha de ger relativamente bajo,del orden de 0,2 a 0,4

litros por:Kg de peso vivo o incluso inferior, ya que Se =
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rTano ( 69 ) encuentra en aves unos porcentajes de uniém
d@l 94 por: ciento y unos voltGmenes de distribucién aparen-
t; préximos a 0,2 litros por Kg,'Quiﬁonero ( 70 ) encuen -
tra un porcentaje medio de unidn de la silimarina a las pro-
teinas plasmiticas de bovino de 86,86 por ciento, valor que

es muy prdéximo al nuestro,

La importancia de estos altos porcentajes
de unidén es obvia, ya que la silimarina, como medicamento
con caridcter fcido, podria competir con otros firmacos de
caracteristicas similares que también se unen fuertemente
a las proteinas plasmiticas y originar, en consecuencia,
unas sobredosificaciones relativas que podrian, en algunos

casos, ser peligrosas,



IV, ~CONCLUSIONES




IV.-CONCLUSIONES

1.'-

o

Los porcentajes de union de la silimaning a las pro -
teinas plasmiticas y a la alblmina, cuando éstas se
encuentran a baja concentracidn, tienden en general
a'descender“conforme aumenta la concentracién de si-

limarina,

La molécula de albimina humana tiene la capacidad de

fijar en su estructura hasta un total de cinco molé-

- culas de silimarina,

Los cinco lugares de unién citados son aparentemente

~iguales ya quc sOlo hermse obtenido una constante de

Ky =

afinidad euyo valor-es de 1,4 x 104;

El porcentaje de unién medio de la silimarina a las
proteinas sérioas,~cuando la tasa de éstas se encuen~
tra entre los valores normales, es de 88,91.2 1,192

por ciento,

Este alto porcentaje de unién podria o-
riginar competencias entre ella y otros fArmacos por
las proteinas y dar lugar, en algunos casos, a sobre-

dosificaciones relativas que podriasn ser peligrosas.
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