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I N T R O D U C C I O N

El conocimLcnto de los aiitlbiéticos ha conslituido uno de los principa­

les problemas desde que se inicié el descubrimiento y la iiivesligaciéa sobre 

éstos férmacos y actualnienie se esté pnreslondo ima gran aicncién a los mé- 

todos para su estudio y anélisis. Anteriormenie el mayor interés cifraba en 

las técnicas para obtener antibiéticos en productos naturales, y a que la sfn- 

tesis de los antibiéticos se ha realizado en las dit ima s décadas.

El desarrollo de procedimientos prdclicos para el a né lis is de antibié- 

ticos intégralités de preparaciones farmaceuticas en muestras biolégicas ; 

sangre, orina, o en los érganos de animales de experimeniacién tiene una 

especial importancia en Medicina, y el empleo progresivo de antibiéticos 

sintétitoa ha proporclonado un mayor estfmulo al perfeccionamiento de los 

métodos para la determinacién de antibiéticos utilizados en medicina Humana 

y animal ( ve ter inaria ).

Los primeoos anélisis de antibiéticos se hicieron empleando métodos 

biol%ogicos y los efeclos especfficos producidos en animales de expérimenta-
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ci6n sirvieron de base para la valoracién cuantitaliva de los nismos. Los 

métodos quimicos y fisicoquimicos se ban ido desarrollando gradualmente 

y ban ido reemplazando a los métodos biolégicos, por lo mismo el empledo 

de los métodos biolégicos se van limitando sucesivamente pués requieren 

mayor tiempo para su ejecucién, son normalmente mds caros, y sus lïxnites 

de error son con frecuencia amplios.

La grain may or fa de los medicamentos utilizados en la terapeutica 

mode ma se unen en proporciones variables a la seroalbdmina u otras pro­

ie fna s plasmdticas o tisüares, constituyendo ésta unién una interaccién re ­

versible andloga a la que tiene lugar entre enzima y substrato, con la d i- 

ferencia de que el medicarnento unido a proteina no origina nuevos produc­

tos y se comporta como un rcservorio inactive de medicarnento, que podrd 

desencadenar el efecto terapeético una vez disociado de su combinacién al 

sopor te proie fco ( L

En el caso concreto de antibiéticos y en general dé agentes quimiote- 

rdpicos, el grado de combinacién de medicamentos con seroalbiSmina supo- 

ne por una parte la prolongacién de la serni-vida del medicarnento, por otra 

qie las concentraciones de medicamento libre son mu y inferiores a las con- 

centraciones totales de medicamentos en plasma. La fracciép de medicamen­

to unida a seroalbiimina es inactiva. La forma llamada libre ( no fijada ), 

es la farmacolégicamcnie activa y difusible. Y es ésta, la responsable de 

la actividad biolégica del medicamento que se utilice y de su difusibilidad
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a las distintas estructuras tisularcs a las que interesa que el medicamen­

to llegue con una concentracidn eficaz . El cquilibrio entre la porcién de 

medicamento fijada y la porcién libre en sangre de pende de factores multi­

ples como pueden ser naturaleza quimica del medicamento, especie animal, 

condiciones fisicoquimicas del medio etc.

El estudio de los parémetros de interaccién puede realizarse " in v i­

tro " e "in vivo ". Los resullados oblenldos por técnicas ” in vitro " nos 

permiten una aproximacién racional y ba slant e exacla para podcr prever 

el comportamiento " in vivo " del medicamento a efeclos de su unién a sero- 

albiîmina, confinamiento en compartimento plasmético, extravasacién y de­

mis parâmetros farmacocinéticos que puedan depender de la interaccién 

medicamentos-seroalbémina. Teniendo en cuenta que las técnicas " in v i­

tro ” tienen interés cuando la sustancia a experimentar se fija a seroalbd- 

mina en proporciones relativamente allas. ( )



o  B j E T 1 V o  Y _  P L A N T  E: A M l E N T O

Bnsindonos en que In unién de los medicamentos a las dife- 

rentes proteinas série a s o tisulares pueden inlluir sol>re su ac- 

cién terapeutica, farmacodinimica y téxicologica, y teniendo en 

cuenta la trascendencia de este fenémeno , liemos e labor ado Jiues- 

tra memoria experimental de grado de doctor de una forma muy es- 

pecifica y concreta. Tratindose de un estudio " in vitro " de la 

fijacién de un medicamento a proteina plasmética. El medicamento 

objeto de estudio ha sido la dicloxacilina y como proteina hemos uti- 

lizado seroalbumina human a observando asimismo la influencia que 

tiene en el fenémeno la vitamina B̂  ̂ • 1 métodos que se h an uti- 

lizado son el de Didlisis de equilibrio y el de la amortiguacién de 

la Fluorescencia. El Iratamiento de datos ha sido realizado por 

el método de S ca te hard y de Kegresién lineal.

Los resultados obtenidos por la ul il izacion de técnicas " in vitro" 

nos lia permit ido una aproximacién racional y sufic ieniemente exacts 

para poder prever cl comportamiento a efectos de su union a seroal- 

bumina, confinamiento en compartimento plasmético , extravasacién y



demés peirdmetros farmacocinéticos que pueden depender de la intera­

ccién del medicamento con seroalbumina.

Las penicilinas naturales administradas por vfa oral se destru - 

yen en un ochenta por ciento por el jugo gdstrico y por la pe nie il ina sa 

de la flora intestinal, de forma que para conseguir niveles eficaces bay 

que dar dosis cinco veces super tore s a las paronlerales. La cefalospo 

rinas se absorben todavfa poor que las penicilinas y anélogo corn por - 

tamiento tienen la a lilme reap tope nie il ina y la me tic il ina .

üebido a esto en los ultimos atïos, los intentes de desarrollar nue 

vas penicilinas a través de la modificacién molecular ban sido amplios 

y afortunados , esforzéndosc en encontrar la de nom in ad a " pente il ina 

ideal " , ( estable frente a los écidos y a las beta - lactamasas, bien 

absorbidas, poco ligable al suero, no alérgica y con un aniplio espec- 

tro de actividad antibacleriana ), por lo que hemos considerado intere 

saute el estudio de la DICLOXACILINA.
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S E R O A L B U M I N A  H U M A N A

Estructurn .- El plasma contiene grau canlidad de prolefiia, el 50% 

de las proteinas plasmdticas lo constiluyw la albumiiia, lu ego la albumina 

humana , es una proteina plasmdtica con un peso molecular que oscila en­

tre 6 6 .3 0 0  y 69 . 0 0 0 , dependiendo de la suma de pesos residuales del 

andlisis de aminodcidos ,o de las propiedades ffsicas de los coeficientes 

de sedimentacién y difusién empleados. La seroalbumina contiene 584 ami­

nodcidos con gran abundancia en de idos gluldmicos y aspdrticos y con un 

notable defecto en triptofano. La albumina produce el 80̂ o de la presién 

oncética del plasma aunque esta presién oncética no es una funcién lineal 

de la albdmina pues cuando la concent racién de al bd mina disminuye a la 

mitad de lo normal, la presién oncética baja a un tercio. ( 1 ). Un punto 

de interés, como indica Howland es la variacién de la presién oncética en­

tre la bipedestracién y la posicién supina.C 2 )

La alb'umina sanguinea que constituye entre el 30  y 40?o de la albdmi­

na del cuerpo^estd en intercambio active con otros fluidos del organisme.



El 10 % o mds dé la albdmina circulante pasa cada bora al fluido in- 

tersticial desde donde es retornada a la sangre, via sistema linfd - 

tico.

La albdmina tiene una gran actividad para combinarse, de ma- 

nera reversililc con caliones y an ione s , por lo que tiene vital impo£ 

ta ne ia en el transporte o inactivacién de un sin numéro de sustan - 

cia s , inciuyendo inotales, medicamentos, colorantes, de idos gra - 

S O S ,  hormonas y  enzimas. Y son los medicamentos acfdicos los ge- 

neralmen te mas dv id amen te un idos ( 3 ).

( 4)Qolttstoin recogié en 1.949 loda la informacién obtenida iiasta 

aquel rnomento sobre las interacciones entre medicamentos y prote­

inas, este trabajo sirvié de estfmulo para que iiumerosos investiga- 

dores se ocupasen del te ma tratando de contestar a las cuestiones 

planteadas por Scatchard; i  Por qué ?, i  donde ?, i  cuantos ?,^qué 

cantidad ?,  ̂ en qué extensiôn 7 ( 5 )

Actualmente se acepta que un gran numéro de los medicamentos 

utilizados en la terapeutica moderna se unen, en grado variable, a 

las proteinas plasmdticas de forma reversible, con lo que se modi- 

fican algunos pardmetros farmacocinéticos del medicamento en cue_s



tiéli. Van Os y colaboradoi'os (6 ) obsorvan la itillnoncia <]uo licnen 

la unién de medicamentos a proteinas plasmdticas en cuanto a élimina 

cién, concentracién en tejidos, actividad y toxicidad .

IJrodie ( 7 ) observa la importancia de los medicamentos que in- 

teractuan al penetrar a través de las memin anas biolégicas.

Al llegar el med icamento al compai l imenio plasmdtico «lifnnde 

bacia el 11 u id o exlramuscular y esta translerencia de un comparti - 

mento a otro es funcién de la concentracién libre del Idrmaco, por 

lo que el equilibrio se ve alecLado al modilicarse la proporcién de 

medicamento libre como conseciiencia de la l'ijacién a proteinas plas 

mdticas.

Son varias las clases de proteinas plasmdticas que inleractuan 

con pequenas moléculas pero la fraccién que contribuye inds podero 

samente a la unién con medicamentos es la seroalbumina. Con un p£ 

so molecular de 69.000 y un punto isoeléctrico de pli 5, présenta 

alrededor de 100 puntos do carga positiva y otros lantos de carga 

negativa por molécula. El numéro de puntos de unién es muy infe­

rio r al de puntos de carga , y las caracterfsticas de la unién depc ' 

den i'undamentalmente de la estructura molecular del medicamento.

La naturaleza y mécanisme fntimo de la unién de med ic.irnentos
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a proteinas circulantes es baslante conl'usa y todavfa no se ha lormu- 

lado un mecanismo general de interaccién existiendo diversas teorias 

segun los autores; Geisow ( 8 ) ha ce rel'erencia a un modelo de Bro 

wn que supone un motivo formado por dobles bue le s o dobles curvas 

cruzadas por restes de cisteina adyacentes que delinen très regiones 

homélogas de las cadenas: marcadas 1,11 y 111 en la figura ntîmeroC 1 ) 

que forman comparlimentos tridimensionales y esta suposicién junto 

con el ntîmero considerable de restrinciones impueslas por 17 puen- 

tcs de disulfuro, ha conducido a la idea de que cada recinto esté l’or 

mado por b hélices ( très dobles bue les ) (|ue definen una forma cilfn- 

drica y la albdmina esté formada por très recintos cilfndricos de es­

te tipo.

En ellos se encuenlran las cadenas de puntos liofébicos y la en- 

Irada a los recintos esté formada por los bucles largos con cadenas 

positivas local izadas, con las que se unen los an ione s orgénicos que 

actuatt como ligandos de la seroalbdmina. Y llega a indlcar que los 

écidos grasos se lig a r’in de preferencia al cilindro numéro 111, mien 

tras la bilirrubina y otros ligandos aroinélicos prefieren los recin - 

tos 1, y 11.

Karush dice la seroalbumina posee una adaptabil idad configura-
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cional para una gran variodatl do po(|uorias moléculas, do la I inancra 

que los puntos de unién se van formando o configurando durante el 

proceso de interaccién por cl medicamento ( 9 ).

M C . Dougal expresa de acucrdo con Yu y sus colaboradores 

(pie en medicamentos acfdicos, como el écido acetilsalicHico, los 

puntos receptores son la J'uncién amino del grupo 1 is ina de la albj5 

mina ( 10 ).

Skidmore y Wliitehouse ( I I )  estaiilecen para medicamentos an 

tiinflamatorios, como fenilbutazona e indonietac ina, una primera u- 

nién a la moléi ula de seroalbumina por medio de fuerzas elcctros- 

tdticas.

(12) Cbo y sus colaboradores exprosan quo la unién de la seroalbu 

mina humana y la bis-h idroxicuma rina serfa cl resultado de una tran£ 

ferencia de moléculas hidrolébicas de un medio acuoso a una regién 

de menor constante dieléctrica, con disminucién de la entai pin del 

sistema.

La albumina man tiene marcadaniciue constante el anabolismo, 

catabolismo y la consiguiente concentracién plasmética en si tua clo­

nes de salud aunque hay diverses factores que influyen en la sfnte- 

sis de albumina, entre los (pie se encuenlran la nutricién, el medio
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ambieiite, el eulorno hormonal y la prescncia do una enformcdad . Entre 

las hormonas que han demostrado afectar a la sfnlosis de albi'imina es­

té»; la hormona tiroidea, ins ul ina, hormona de crecimienio, lestoste - 

rona ACT II y hormonas adrenocor tic ales (1 3 ) .

Cuando la nutricién, medio ambiente, onlorno hormonal y la salud 

son normales, cl principal regulador do la sin tes is do aHnlmina es la 

presién coloidosmética en los lugares de sfnlosis o cerca de ellos. El 

contenido de albumina dentro de las células hepéticas donde se sinle- 

tiza , se estima que corresponde a 200 mer/g - 300 me g/g de tojido 

hepético ( Ta extraordinaria capacidad de s fn tes is protéica del higado 

se comprueba ind ire c tame nte en cl hombre en ciertos casos de nefri - 

lis y nefrosis, en los que pueden eliminarse diariamente de 15 a 20 g 

de proteinas durante largos périodes sin que lleguen a aparecer mo- 

dificaciones graves en la concentracién de seroalbumina). Despues de 

la sfntesis, las moléculas de albumina pueden alcanzar el tor rente ci£ 

culatorio por dos c aminos:

priniero - pasar direclamente a través de 

la pared de la célula hepética a los sinusoïdes

scgundo - pasar al espacio de Disse y  desde
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alU a los Uivfélicos hepéticos, al coiuiiu to trécico, y rinalmcnle al 

pacLo iiilravascular.

La semivida do la albdmina oscila entre 10 y 25 dfas, aproxima- 

damente es de 17 dias ( 14) . La concentracién de albumina en Ifqui- 

do inlersticial es del 20 al 80 % de la concentracién plasmética, sien- 

do esta de 3 ’5 a 4'5 g/ 100 ml ( 15).

La l'raccién albumina parece sinlelizarse de modo exclusive en 

el bfgado, no obstante, algunos invesligadores sostienen que su for - 

rnacién dentro del liigado no la realiza rian los prop los hepatocitos, 

sino las células del sistema reticuloendolelial.

El catabolismo tiene lugar en distinios puntos proféré nte mon te 

lifgado, r i none s y tracto-gastrointestinal (16).

La albdmina disponible comercia Iniente es una solucién es 1er il de 

albdmina sérica preparada a partir de un pool de sangre humana nor - 

mal, plasma, suero o placentas, de acuerdo con las exigencias esta - 

blccidas en diversas farmacopeas. No menos del 96 % del total de pro 

teinas en el producto es albdmina. Cada unidad de plasma emplendo en 

la preparacién de albdmina ha dado resu II ado negalivo frente al antfge 

node superficie de la hepatitis 11 ( Il B A )



y el produclo es pasteurizado a 6() ® C durante 10 horas.

Las soluciones de albdmina no contienen isoagluiiuinas clinicamente 

significativas ni otros anticucrpos el pli de la soluciones de albdmina se 

ajusta a 6 ,4  - 7 ,4  con carbonate sodico, bicarbonate sédico y /  o 4cido 

acético. En el corner cio nos encontramos que el produclo lieue caprilato  

sédico y acetil Iriptéfano sédico como estabilizadores. (l / )

b~ U N C 10  N E S I- I S I O L O C. I C A S

Desde un punto de vista leérico, el empleo lerapeni ico de la albdmina 

seré correcte siempre que se aprovcclien las propiedades lisiolégicas de 

la misma. Sin embargo, en muclios estados cl fuie os con ind ica c ion teérica 

su empleo se ve restringido, pues hay que conlar con dos problemas que a 

nivel hospitalario hacen disminuir el numéro de eu ad ros cl inicos en que es­

té indicado su uso, como son su alto coste y , en cierlas ocasiones, su au- 

sencia en el mercado.

Su relativamente bajo Pm y su alla concentracién en plasma le hacen 

el mayor déterminante de la presién oncética,

Una de sus funciones més importantes es la de servir de transportador 

de materiales endôgenos y pequenas moléculas, como son los medicamentos 

en la sangre. Los medicamentos como conipucstos endégcnos que son cuan­

do estén unidos a seroalbuminas son biologicameiUe inactivos. La unién a 

seroalbumina puede considerarse como una forma de snprimir la potencial 

actividad biolégica de una amplia varied ad de corn pue s los, asf como un reser
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vorio de los mismos.

HI empleo ternpeutico de la albumina esté claramente indicado en shock 

hipovolémico , es decir en estados en que la gravedad del cuadro se deba a 

la pérdida de plasma més que a la pérdida de hematics 8 8 ,1 9 , como es el 

shock debido a quemaduras, traumalismos, aplastamienlos, etc.

Cada gramo de albûmina administrada arrastra aproximadamente 20  ml. 

de agua al compartimento vascular.

Quemados.- Durante las primeras 24 horas, despues del accidente té r-  

mico, hay un incremento en la permcabilidad del lecho vascular con pérdidas 

de agua y proteinas al compartimento extravascular con la consiguiente heino- 

concentracién intravascular ; en estas circunstancias se d e be n administrar 

grandes cantidades de solucién cristaloide y me nor es cantidades de albdmina 

para mantener el volumen plasmdtico y contenido proteico apropiados. Pasa- 

das las primeras 24 horas, cuando el endotelio ya ha recobrado su grado nor­

mal de permeabilidad, pero todavia hay un notable edema cuténeo ( y en otras 

éreas afectadas por quemaduras) se usardn may ore s cantidades de albdmina 

y menores de soluciones cristaloides Û4 , 3)

llipoproteinemia. - Es légico pensa r que en las situaciones con descenso 

en la concentracién plasmdtica de proteinas, ya sea por exceso en las pér - 

didas ( nefrosis) ya sea por déficit de sfntesis ( c irrosis ) se traten con ad- 

ministracién de albdmina, que es la proteina pldsmatica més importante cuan- 

titativamente hablando. ( 20 , 21 )
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D 1 C L O X A C 1 L 1 N A

El grupo isoxazdil-pciiicilina o grupo isoxaz^lico, lia siclo ostu- 

diado cou ititonsldad eu eslos ultimes anos por rouiiir dos condicionos 

esencialcs :

a ) . -Estabilidad del fdrmaco eu el niedio gdstrico

b ) . -Resistencia al poder destructor de la pcniciliiiasa scgregada por 

el estafilococo.

Este grupo estd intcgrado por diversas pcuicilinas sinti5ticas co 

mo oxacilina, cloxacilina, dicloxaciliria, nalcilina, difouicîUiia y glu- 

coxaciliiia, siendo de mayor imporlaucia las très primeras. ( 22 )

Su modo de acciéu es de tipo bactérie ida eu Fa se de multiplicacién. 

Son activas frente a estreptococos del grupo A y a estat'ilococos peni- 

ciliu susceptibles. Preseutau inteusa uni6u a proteinas plasmaticas 

cou uua proporcidu del 95 ' -  98%. ( 2 3 )

La dicloxac il ina, es la inds elcctiva de las peu icil inas isoxazd- 

licas para el tratamienio de infecciones por estaiilococos en seres bu
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manos. Posee una ma read a acci6a sindrgica con la ampicilina con ira  

Aerobactcr, Proteus, Klebsiella, especiesde Shigella, Pseudomo­

nas pyocyanea, Escherichia coli. Staphilococcus aureus y Strepto­

coccus iecalis . Tam bid n inhibe la degradacidn de la ampicilina por 

La penicilinasa a is lad a de Escherichia coli o Staphylococci re sis ten 

tes a la penicilina.

La dicloxacilina, es es ta hie en el niedio gastrico y buena su ab- 

sorcidu en el tracto intestinal comparativamente mayor a la de la o -  

xacilina y cloxacilina. Esta absorcidn aumenta en proporcion a la 

cantidad suministrada y logea obtener niveles sangumcos altos impo£ 

tantes.

Las etevadas concentraciones en suero de la dicloxacilina no 

son debidas probablemente solo, a la mejor absorcidn por el tracto 

intestinal sino a una combinacidn de factores: Asi la oxacilina, da 

mds bajo nivel en sangre debido a su muy rdpida destruccion y excre 

ci6n por el hfgado. La cloxacilina y dicloxacilina se metabolizan por 

el hfgado en mds baja proporcidn. La dicloxacilina también da mds e- 

levadas concent raciones en suero puesto que se excreta en menor can 

tidad por los rinones.

Ell res-umen, por dar mds elevndas concentraciones en suero, la
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dicloxacilina os signifie a tiv amen le mas activa 11 enle a los esia I iloco 

cos produclores de penicilinasa quo cualquiera de las otras pen ici - 

linas isoxazdlicas.

Los estafilococos coagulasa posilivos y meticilfn - re sis tentes 

aislados de exududo nasal son tambidn inliibidos por hajas concentra 

clones de dicloxacilina, siendo aquf las diferencias mny llamativas 

si la comparâmes con la oxacilina.

Las infecciones clinicas debidas a cepas meticilui - resistentes 

se ban encontrado raramente, pero la dicloxacilina da biienos valores 

terapeuticos si acaso ocurre.

Las tres principales penic il ina s isoxa/.ol icas tieneii conio vemos, 

un elevado grado de afin id ad por las proteinas del suero, pero la 1 i-  

gadura a las proteinas plasmdticas en el caso de la dicloxacilina es 

a un mds fuerte. (

(2 4 )  J. Ximdnes y J. Perche de IVienezes ha n real i/ado estudios de 

niveles sangufneos tras la administracion oral de tri hid rato de ampicj 

lina y dicloxacilina sddica juntas, frente a las dosis orales de ambos 

antibioticos por separado, Ln el trihid rato de ampicilina se obliencn 

los mismos niveles sangufneos en la administracion a is lad a y en la me^ 

cia y lo misitio pasa con la dicloxacilina ( un poco ma s en combinacidn).
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Los mismos autorcs, comparaii la ampicilina potdsica en mezcla 

con dicloxacilina sodica, con la al>sorci6n oral de cada anlibidtico por 

separado. Los resultados son seme jantes a los anleriores.

( 2 5 )  Ch. F . Graven Kemper, J .V . lîenet, j. !.. Ilrodie y W. M . Kirby 

realizaron una comparaci6n farmacologica " in vitro " con oxacilina y 

cloxacilina y eslos mismos au tore s coinpararon varias propiedades "in 

vitro" y farmacologicas de Ta dicloxacilina con las de la oxacilina y cio 

xacilina. F 1 efecto de las proteinas sdricas sobre la actividad de eslos 

1res antibioticos lo estudiaron por tres mdtodos; Mdtodo de diluciôn , 

método de plaças modificado ( cl orgatiisnio lest es la Sarcina liîtea ) 

de Schollan y Schmidt y un tcrcer mdtodo por el procedimiento de ul - 

trafiltracién .

l ampoco la dicloxacilina disminuye la activ idad frente a neurno - 

cocos, como sucede con la cloxacilina. Administrada por via oral pro 

duce niveles sangufneos cuatro veces nids elevados que la oxacilina y 

dobles que la cloxacilina. ( 2 6 )

Nosotros hemos utilizado la DICLOXACILINA SODICA, que es un 

polvo cris la lino de color bianco y sabor aniargo, inodoro, soluble en 

agua, metanol y butanol, el pli estd comprendido entre 5'5 y 8 . La
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humcdad no de In? ex coder del 5 por lOO. ( 2 7 )

Reacciones de idcntil icacion . -

1 ) So iiicinera una i>o<|nena mneslra; ol residuo <ie las reaccio

nes caraclerfsl leas del sod io.

2 ) Se incinéra una peijuena nruesira en nn crisol con exceso de

carbonato s6dico anhidro. El l esidno de las reacciones ca - 

racterfslicas del cloro.

Valoraci6n - Puede delerininarse su riqueza por la (dcnica de Sc|i 

mi lb incluida en la Earmacopea llritdnica y  por el indtodo yodonnflrico, 

segdn descripcion de la I . D. A.
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ü i i ' l i i v u c i l in a  s o d i i 'u
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5 - M clil - 3 -  c l i c l o r o l e i i i l  -  4 -  i s o x . j / . o l i l p G n i c i l i i i a

l'ICUk A N? 2

L,i proKoncia ciel soguado .Itonio de cloro en el grupo fetiilo, con 

fiere a la dicloxacilina mayor actividad, especialinente li ente a los 

estafilococos produclores de penicilinasa. ( 2 8 )



V I T A M I N A  U  ̂2

Conocicla por factor extrfnsGco, factor L . loichmanii, factor 

aiilitiroicles, factor do oinpollado do las gallirias ( lialclialhilily - 

factor ) , factor del estiercol de vaca ( cow manure factor ),liem ^  

geno, e ritro lin a , factor antiandinico, factor lactobacillus lactis 

Dorner, o (  b'LLD ) , KM F ( eritrocito  maduracidn factor ). APAF 

( antipernicioso andmico factor ) . IIGl- ( human growth factor ).

Internacionalmcnte sc conocen varias sustancias con activi -  

dad vitamfnica 11̂  ̂ : cianocobalamina ( 11̂  ) , It id r ox icol»a lamina

( l^22b^' nitrocobalamina o nitritocobalamina ( 11̂ ^̂  ) que,on gene 

ra l se designan con el nombre de cobalaminas.

La vitamina 11̂  ̂ sc encucntra on multiples microorganismos, 

principalmente en bacterias y actinomicetos; on los bongos aumen 

ta su proporcidn por adicidn de cobalto a los cullivos. l.a levadu- 

ra carece de ella practicamonte y lampoco\?n las j>lantas superiores.



24Donde sc encuentra en proporcidn has tan te olevada es en los mate- !

r laics de origon animal, espec ialmcnlo higado, rinon, estdmago, car ne 

muscular. Tamlndn existe en los luiovos, queso, caseina comercial, e tc .

En muchos casos es necesa'io liberarla median te tratamiento enzimdtico j

con proteidasa , y a  quo se encuentra ligada en forma do complejo proti- |

dico, como ocurre, por ejemplo en el higado. {

En principio se obtuvo extraydndolo del higado. En la actual idad la |

fuente industrial do obtencidn do esta vitamina son los liquides de fer men- j

tacidn del Streptomyccs oiivaceus, Stretomyces rosochromogonus, S tre -  

lomyces antibioticus , Mycobacterium smegmatis, Lactobacillus arabino- 

sus , etc . pero principalmente a partir del Streptomyces griseus.

( 29 )La  estructura esencial de la vitamina 11̂  ̂ représenta un nuevo tipo 

do anillo compuesto similar , y sin embargo, con diferencias a I tel rap irrd - 

lico do las porl irinas . Consta en efecto, do cuairo an il I os esiabonados , ca­

da uno compuesto de cuatro dtomos do carbono y un dtomo de nitrdgeno,pe­

ro cada anillo tiene por lo menos, un dtomo de carbono tetraconslituido; por 

tan to, Ic falta la doble ligazdn del anillo p irro l.

Como en la estructura de la por fir ina, los cuatro anillos on la mold- 

cula de la vitamina van unidos por tres — C— puentes, pero el esla- 

bdn final de c icrre  , quo une a los A y 1), es directo. lül dnico dtomo de 

cobalto do la moldcula ocupa el centro a I estado de complejo interno, co­

mo el magnes io en la clorofila, y  el hierro en los hemos, y lleva ademds



un grupo cianuro; de alii el nomlire de clnnocobalainina <|ue se le api ica. 25

Mapas de densidad elecl rdiiica y datos cristaJogrdficos, como tambidn 

el ondlisis clinico, demuesli an las caraclerlslicas detalladas de las cadenas 

latérales fijas en los anillos. Exislcn tres de acetamlda, tres de propiona- 

mida, seis metilos en los anillos y dos metilos en los )>uentes de carbono.

El anillo D lleva una cadena lateral de de ido propidnico, que estd combi- 

nada con un residuo de isopropilamina, (juo forma un eslabdn ester con el 

de ido foisfdrico de un mononuclec/ido, con ribosa y dinielil benc il inudazol, 

que tambidn estd coordinado con el atome de cobalto. bas lormulas enqfri- 

cas y desarrolladas pueden verse en la figura (n® 3 ) ( 30 )

Se présenta en cristales aciculares de color rojo os euro o polvo del 

mismo color, inodores c insipides. Esta vitamina es muy lii^ roscdpica ; el 

producto comercial contiene casi sicmpre 12% de agua. Muy soluble en agua, 

soluble en alcohol etflico, insoluble en d ier, dter de pet i dleo, acelona y 

cloroforrno. Es sensible a la luz pero es table en presencia de oxigeno y 

soporta ta ebullicidn en solucidn acuosa. Es termoestable a pli de ido, el 

pli dptimo para su conservacidn es desde 4 a 5- Por de bajo de pli 2 o por 

encima de 7 se destruye rdpidamente. ( 31 )

Ln vitamina posee accidn eficaz en las anemias perniciosas cld-

sicas de los add isonianos, asi como en los pacienles cou anemia mac roc f- 

I ica nutritiva y sprue ( Goldsmith ). Aetna sobre et cos sniiomas tales co­

mo los dolores abdominales, la degeneracidn subaguda del corddn espinal 

y lesiones neurolégicas ( Ungley ). l'iene efecto aunque menor, por via



oral , y éste aumenta a l adminislrar simuUdneameute jugo gdslrico'acido, 26

lo (|je impi ica tpie el factor ini r uiseco de Castle capacité la vitamina 11̂  ̂

para ser utilizada en buena s condiciones, probablemente por aumen to de 

su absorcidn por el tracto gastrointestinal, Rosenthal ha de most rad o que 

la vitamina ll̂ ^̂  se absorbe principalmente en el duodeno y no en el estd- 

ma go. Esta vitamina una vez absorb id a , se a eu mu la en cl higado; on el plas­

ma circula un id a a una alfa gl icoproteina., pénétra dentro de todas las cd- 

lulas y se élimina por el rihdn y la gldndula mamaria. l.a vitamina B e s  

esencial para la madui acidn de los lie ma fies , ya (|ue inlervicne en la trans- 

formacidn del de ido ribonucleico en desox ir r ibonucle ico, inlervicne en la 

formacidn de grupos metflicos Idbiles esencialcs para la sinlesis de metio- 

nina y de ido fol fn ico, y en conversidn del melilmalonil-coenciiia A en su- 

ccinil-coenzinyï A. l a vitamina B  ̂̂  lieue efectos I i pol rdficos , comportdn- 

dose como factorL^patoprotec tor y favoreciendo el anaboiismo proteico. To­

das las sustancias con actividad vita min ica Bj^ carecen d toxic idad y su 

tolerancia es perfecta; pueden darse a dosis elevndas sinquc se presen- 

ten cl mds minimo trastorno. Estos farmacos se emplcan en el tratamiento 

de la anémia per nie iosa por via parenteral, ya que la absorcidn oral no ves 

posible por a use ne ia del factor intrfnscco . Los fdrmacos que se emplean 

en el tratamiento de la anemia perniciosa son la cianocabalûmina e hidro- 

xicollialamina a una dosis de 15 a 30  microgramos por via intramuscular.

En polineuritis , neuralgias del Irigdmino se administra en dosis de hasta 

1. OOO m ic rog ra mos d ia r ios.



27

( 32)Cuando la vitamina ll]^2 adininislra asociada a una proie ina se 

produce una deficiencia de es la vitamina debido a una mala absor­

cidn del complejo vitamina Bj2 ~ al bum ina , como demueslran,Charles H. 

Kimg, John Leibach, y  Bh ill ip B. I oskes, en sus ensayos clnncos so - 

bre la 'CSignificacidn cl (nie a de la delic ienc ia de vitamina B | 2 a conse- 

cuencia de una mala absorcidn de la viiamina B12 ligada a proleina - 

i ambieii demostraron tpie la vi lamina B | ; se a soc i a domanoia d i lei ente 

a la seroalbununa procecente de distintos animales e incluso a los dis - 

tin to s organos. AsT mismo observa ron lambien o|ue la liga/dn de pende - 

de la forma qufmica de la vitamina B^2 ( cianocobalamina, hidi oxicobala 

mina o nitrocobalamina ) .

Las diferencias de comportamiento frente a las distintas seroalbumi 

nas se deben a la dislinta composte ion de aminoacidos ipie presenian las 

diferentes especies animales , ya que ninguna de el las présenta una se - 

roalbumina andJoga a la humana.
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Se conocen diversos indlodos de valoracidn para la vitamina 

*̂ 12 ‘ ' qufmicos y bioldgicos.

El andlisis de la vitamina P̂ *̂' pi ocedimientos iTsico-qu^ 

micos se bas an en la absorcidn de la luz de la propia vitamina B̂  g

en solncidn acuosa o bien en la determinacidn lolomdtrica del gr^ 

po cianuro de la cianocobalamina (3B ),

El andiisis cspectrolotomdlrico de la vitamina B^  ̂ pcesenla 

el nidximo de absorcidn a trescientas sesenta y una ( 361 nm ), mj_ 

d iendo en el espec irolotdmetro I rente al disol vente en una cube ta de 

cuarzo de 1 cm.
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UNION DE MEDICAMËNTQS A PROTEINAS PLASMA [1CA5

FACTORES INT!Ü< l l:R ENTES EN LOS ME l ODOS 

FIS1COQU1M1COS

l.a uiiidn tlo los mGclicnmcnlos a las d il o renies proieinas sdricns o 

lisulares piieden ini'luir sobre su aceidn I era peu l ira , larmaeod indiniea y 

idxLcologica . La unidn a lasproleinas puede modificar prolundamenic la 

dislribucidn de! iiiedicanienlo. El complejo proleina-medicamenio cursa 

como un sistema de transporte para ace rear el médira men lo a su sitio de 

accidn y dsie transporte es en exi remo importante para los med icamentos 

que presentan una ddbil solubilidad en la porcidn acuosa del plasma. La 

ligazdn a las proteinas puede rolardar cl paso de med icamenio libre del 

|)lasma a los tejidos disminuycndo el gradlente de concenlracidn. Este com­

plejo forma igualmente una fuente de medicamento libre para reempiazar 

el que va desapareciendo en los diferentes procesos de dislribucidn y e ll-  

minacidn.

l.a may or fa de los estudios de ligazdn a las proteinas conc iernen a 

la interaccidn medicamento sero-al bumina. La se roalbumina en efecto, lie -  

ne la propiedad de forrnar complejos réversibles con un gran numéro de 

rompues los orgdnicos. Posee diverses sitios de ligazdn en los que el nu-
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moro , la naturalcza y la afiaidail va r fa sogun la claso del ligaiido otrgdnico.

Uiia modificacidn esl inicUirai do un inotiicamonlo pu ode a 1er lar de fo r­

ma significaf iva a su naluraleza flsir otpumica , y on coiisor ueno ia modificar 

el grado de ligazdn con la sero-allnimina , modificaudo asimismo la ac liv i- 

dad terapdulica del medicamento ya que su res pues la farmacoldgica os en 

efecto funcidn de la caiitidad de modicameulo l i bre on el plasma.

Se ban I lev ado a cabo dife renies es l ml ios para deieiminar la nalurale­

za fisicoquimica de las fuerzas de ligazdn med icamenio-proie ina y se ban 

enc ion tr ado correlaciones cnani ilal ivas entre los paramelros fisicoquimicos 

taies como la liposolubilidad , el pli y la densidad de cai ga elecirdnica , y 

la fuerzii de ligazdn del modic/imento a ta seroalbûmiua . ( t>4 ) .

Ml- rODOS DIv ESTUDIO

Deben satisfacer los criierios siguienles :

1 ) No modificar el equilibt'io entre medicamento libre y ligado.

2 ) Debe ser vdlido para un largo interva lo de concern rac iones tie im-dica- 

mento y |u oleinas .

3 ) De bc lia- ' i I esil l< i i it-u lic l e.xaclt» t’e | 111 de l a  I le ' i on ica y de 

la temperaturn, para iniiiimizar el efecto Dounan .

4 ) Debe évita r la desnaluralizac idn de la proleina o su contaminacidn, asi 

como la adsorcidn sobre las paredes de los a para los, membranas y otros
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5 ) Debe ser capaz de de lee lar la ligazdn reversible e irreversible  

y las fases rdpidas o lentas de asociacidn y de disociacidn del complejo 

medicamento-prole ina.

6 ) No de ben introducir agentes pertnrbadores como los solventes 

orgdnicos.

7 ) Debe permitir la extrapolacidn al estudio " in vivo "

Las tdcnicas disponibles actualmente no satisfacen todas estas deman- j
I

das , pero los mdtodos util izados a pol an a uno de los cuatro princ ipios s i- I

guientes:

1 ) La concentracidn del medicamento libre y su actividad lermodind. 

mica so base on su ligazdn a la proleina.

2 ) lil medicamento muestre transformaciones medibles de sus pro­

piedades distintas de las que se a tribuy en a la disminucidn de la accidn 

terapeûtica.

3 ) Una modificacidn de las propiedades de las proteinas que se pue- 

dcfb mediry que se de ban a la ligazdn del medicamento.

4 ) La interaccidn del medicamento se estudia gracias a su capaci- 

dad de desplazar a un compuesto test de su sitio de ligazdn a la proteina.
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ESTUDIO DE LAS INH-R ACCIONI-S

Las interacciones outre un medicamento y las proteinas sanguineas 

I le non una influencia directa sobre la concentracidn de las moldcuias ac­

tivas disponibles a nivel de sitios reccptores. A este tilulo, cl coriocimien- 

to preciso de los pardmelros de ligazdn es indispcnsal)lo para eslaldccer 

modèles farmacocindticos.

Las proteinas en solucidn pueden iija r un gran numéro de sustancias 

diversas, taies como los iones simples, las hormonas, medicamentos y 

otras proteinas. La fijacidn de una sustancia sobre una proteina hace in­

tervenir diverses equilibrios cuyas ley es se ban es tabler ido admitiendo 

que existen sobre la moldcula de proleina, sitios de iijacidn de esa sustan­

cia. Estas leyes son dil’eroules segun cl tipo de sistema proleina-sustan- 

cia observada. Los sitios reccptores de la sustancia pueden, en efecto, 

ser todos iddnticos, o por el contrario tener para dsta afinidades diferen­

tes ; pueden ser independientes o pueden presentar interacciones entre 

ellos , por ejcmplo de naluraleza elcctrostdtica o configuracional.

En el estudio de una interaccidn proteina-sustancia , se deberd p r i­

me ro determinar el modelo que describe mejor el sistema y calcular ade- 

m4s los pardmetros que le car ac ter iz an , constante de a fin idad de los d i-



ferentes sitios y el nûmero de ellos.

Los mëtodos que perriiitcn hacer tales delcrmiiiaeioiies son numerosos

Las leyes relutivas a los equilibrios proteina-medicamento y la repre- 

sentacidn de Scatchard .

( 33 )La compos ic idn de una solucidn que contiene a ia vez una proteina y un 

medicamento se caractcrizan por los pardMctros siguientes:

C  ̂ concentracidn molar medicamento libre  c

Cj = concentracidn molar medicamento ligado a la proteina 

C.J, = concentracidn molar total medicamento 

C
= I'raccidn ligada del medicamento

Ct

c
—-— - fraccidn Iibrc del medicamento
C r

concentracidn molar de la proteina 

Estos pardmelros estdn ligados por las relaciones ;

Estas magnitudes caractcrizan la composicidn cle la solucidn permi- 

liendo définir el coeficiente molar de ligazdn f  que represoenla el numéro 

medio de moldculas de sustancias o mejor medicamento ligado por la mold-
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La tdorfa de los equilibrios multiples propuesta por K PO 1 Z para des- 

cubrir las interacciones entre una proleina y un med icamenio en soluctcfi ha 

permitido a este autor establecer entre los pardmel ros que acabamos de dé­

finir un cierto numéro de relac iones de las que enirosac.imos las mds impor­

tantes. (34.)

Distingu iremos casos en <jue los sitios de I i jac ion tiel med icamenio son 

iddnticos, o pueden agruparse en categor(as que pueden ser indepeiulienles 

o no.

Para h a c e r los resultados experimenla les es necesario apelar a las le ­

yes que conciernen a los equilibrios medicatnenlo-proleina .

Los pardmctros que tiencn mayor i nie rds en el esludio de la interaccidn 

medicamento-t^roteina, son la constante de asociacidn, K y el numéro de punlos 

de un idn, n. ( 35 )

Sca un a proleina P y un med ica menio C que se a soc ia n segûn un equil ibrio 

reversible que obedece a la ley de accidn de masas.

IPH- jcj  -, I

C - concentr ac idn de medicamento libre  c

P - concentracidn de proteina libre 

PC -concentracidn de complejo formado

Cuando se alcanza cl equilibio, el valor de la conslanle de asociacidn K 

vendrd dado por

K



o lo que es lo mismo

|PC ; KlPllC^j

Si llamamos r a la relac ida <)iie existe entre moles île lîieil icamentos uni- 
do y moles totales de proteina,

|PC 1

I PJ4-|Ĉ ’l
Por la ecuacidn(l) :

K M - I G I  K | c |

K I C j l ' n i P I  1 +K IC j

l'.sto ser fa caso que solo exista un punio de union iiiq»! icailo en la iaie ra ­
idit.

D - La moldcula de proteina présenta n sitios de fijacidn del medicamento,

iddnticos e independ ientes .

En este caso, los sitios se caractcrizan por la constante de asociacidn 

intrfnseca K conuin, y la relac idn fundamental es la s igutente

 ̂ K |C ,I (2 ,
I 4 K | C , |

Esta re lac idn pone en evidencia la importancia de la concentracidn 

del medicamento. Este pardmetro es el que caracteriza un equilfljrio y el 

coeficiente molar de ligazdn r solo dépende para un sistema proieina-medica- 

mento dado del valor de C sea la que sea la concentracidn de proleina de la

solucidn C .
P

Al représentai' on la ccuacidn (2) (valor determinado experimental-

mente) frente a r (que puede ser calculado para cada punlo xperimental, se 

obtiene un trazado hiperbdlico, a travds del cual podrfan detcrminarse n y K.

Esta represent acidn lieue cl inconvenietile, que para altos valores de r, 

las varinciones en la un idn solo resultan pequenas nltcraciones en la curva -
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Se ban propueslo diferentes transformaciones de la i elacidn (2) que 

conducen a represenlac iones gidficas de las isolermas do liga/.dn, presen- 

tando cada una sus venta jas propias . Estas Iransformaciones de la ecuacidn 

ban sido realizadas por Klolz, Scott y  Scatcbai'd, consiguidndose represen- 

taciones grdficas mds favorables. Fig ( 4 ,  5 y b )

( 36 ) La quo se utiliza mds corrientemenie es la do Scaicbard , que escribe 

la re lac idn en la forma siguienle;

n K C  r K C 4 - rc c

d iv id iendo por C

 L_ = K n -  K r
Cc___________

Ecuacidn de Scatcbard
(  2 " )

Tom and o cn abscisas el valor do r y en ordenadas el cocicnic r /C ^ , 

se obtiene la representacidn de la figura ( t i) . Este es el miblodo grdfico 

de eleccidn por quo la ecuacidn de Scatcbard no ofrece la desventaja alu- 

dida anleriormente. Esta representacidn es una Ifnea recta cuando solo e- 

xiste una clase de puntos de un idn sobre la macromoldcula .

fin este sistema de ejes un equil ibrio dado estd caracterizado por el 

valor de la concentracidn libre del medicamento y es tard representado por 

un punto, interseccidn de la isoterma de ligazdn y de la recta que pase por 

el origen
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1 /r

1

Rcprcsoiitaci6n de K lot/

I'IGURA N@ A
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C

RcpresentacL6n de Scott

FIGURA N® 3
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( para uua sola clase cle sitios )
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y cuya pendiente es igual a — J_

Para trazar la isoterma de ligazôn   ̂ e n  iuiiciou de la r
Cc

hay puds que determinar para diferentes valores de la concentracidn 

libre del medicamento, por una parte, la concentracidn ligada C, y

por otra la concentracidn de proteina

Cuando la concentracidn Cp no es mcdible solo se podr.-în re 
CL

presentar las variac iones --------- en funcidn de Ci . Ka re lac idn
Ce

( 2" ) se podrfa escribir de la forma siguiente

C
L = k n C,. - k C,C P '-L

( 3 )

Para una solucidn de proteina de concentrac ion des con oc ida , 

pero constante, la isoterma de ligazdn es sicmpre lineal. La pen 

diente serd - k y al cortar el eje de abscisas nos da el valor glo­

bal n C p .

Nos saldrdn puds una série de isoterma s pa raie la s correspoii 

dientes cada una a una concentracidn de proteinas. Para uiui con­

centracidn libre ( Ĉ  ̂ ) dada, la recta que pasando por el origen tie
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ne una pendienie  ̂ cortarfa la se rie de isole rmas en dil'eren 
Ce

tes punies cuyos val ore s de abscisas dardn las concern racioncs li_ 

gadas ( C, ) del medicamcnlo para cada concentracion de proteinas.

2 ) La moldcula de proteina présenta n silios de fijacién del me 

dicanienlo, independienles , pero no idbnt icos.

Es el caso en que liay silios id<5nticos pero no todos y por tan to 

pueden ugruparsc en d il e rente s clascs o categorTas que se caracte- 

rizarcin por el numéro de silios y su constante de asociacién intrfn -  

seca.(  37 )

Sea por ejemplo m el numéro de categorfas de silios y n̂  y 

el numéro de silios y la constante de asociacién de la categorfa 

i para lo cual, el coeficiente molar parcial de asociaciôn se repre

sen ta por r .. Para cada valor de la concentraci6n libre C , el coei c —

ficiente molar de asociacl6n global r serd igual a la suma de los coe 

ficientes parelaies. Luego la relacién ( 2 ) se escribird

"ClC n-k, c "iS C
------------------------------------------ 4 - ------------------------------     +   I

1 14- C^ 1 4. k C
1 c



43

r -
iü_ Il k, C1 i c

I -4- k. C i c

y la rcpi'csoiitaci6n de ..V  frenle a r no serd liiioal como lo
«-'c

deinuestra la Idrniula signioiitc deducida de la anterior

( k. Il - k. r . )C /  i 1 i 1

C 4 )

esta isoterma de ligazdn résultante puede const ru irse punlo por 

punlo a partir de las isotermas componentes lineaies, como se pim 

de ver en la figura ( /  )

La recta que pasa por el origen y cuya pendienle es — 1—
^c

- constante, corta las dos isotermas componentes en dos |uinlos A 

y 11 on que las abscisas son iguales a los coel ic ientes parc iales r̂  ̂

r^ . El coeficiente molar de ligaz6n global r es igual a la suma r ^  

4- r^ de los coeficientes parciales y le corresponde el punto C sobre 

la isoterma résultante que es facil construir haciendo variai' .

En este caso particular la ecuaci6n de la curva se obliene ha - 

ciendo nj = 2 en la relaci6n ( 4 )

k l „ i 4. - ( k| ,'1 4 k ^ , ^ )  ( 5 )
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R EP R ES KNT ACI ON  DE SCA TCI IARD 

(poi'ci ties clascs (le silios unos mils fuortes y olros m<5s débiles ) 

En este caso rn = 2 ( 2 catcgorfas de silios ); n  ̂ kj y k^

FIGURA N« 7



45La isoterma corta ahora cl ejc de abscisas en un punto cjue dii el 

valor total de sitio -Ln  ̂ y  la oxlrapolacidn a r r o permilc dclermi- 

nar ( K^n^ 4- )'

Para este tipo de modelo con dos calegorias de silios independientes 

la ecuacidn de la isoterma de ligaxdn puede obtenerse bajo la forma de una 

lunciAn tal que

r
r ( r. __ ) (• é I ( X .  V ) (I

C

si se bace F •  x e ^

en efecto, se puede escribir

' * i S 5  + " g S C
1 + k  C

sea O

X .  +  "2'"2 ^ T  '
1 4 k ( X )

A ÿ -  14- k^(_l )

de donde la ecuacidn do la isoterma

2 2 
y I x y C k ^ + K g l L k ^ ^ x  -  y ( n̂  k 4-n^k ) - k  ̂k^x ( n  ̂4-n  ̂ ) ()

( b )

ecuaciôn de una bipdrbola que posee dos asiniolas obligadas del inidas por 

las relacioncs

y . n^k|- k^x y y ; n^k^ - k^x



estas dos asintotas sou puds las dos isotermas componentes que corres- 

ponden a las dos catcgorias de silios.

Kn la prdctica es el problema de la descomposicidn de la isoterma 

experimental en sus isotermas componentes lineaies el que bay que resol-

lil e studio de las tangentes a la isoterma en los puntos de intersec- 

ci6n con los ejcs, permitird obtencr un cierto numéro de relaciones entre 

los pardmetros n^, n^, K ^ e n  el caso particular en que m=2, la peu- 

cliente de la langenle en cada punto do la isoterma se obtendrd calculando 

la derivada en relacidn a n de la ecuacidn ( 6 )

dy
— 2y + X ( kj + ) -  ( iijk j + n^k,  ̂ ) - k^k^ ( n̂  + ii  ̂ - 2x ) 4-

4Ck j ^+k^) y  = 0 

de donde

dy ^1^2 ( n^4 n2 -  2x ) -  ( k^4 k2 ) y 

T y '\  X ( k  ̂ 4 k2 ) -  (n[k^ 4- n2k2>

l eniendo on cuenta las relaciones existences enire x , y , r , r  y las 

que definen y F g la expresidn anterior puede cscribirse tambidn

d(—  ) 9 2 2 o
Ce W k ^ C 2  , + k j C , V

dr n.k ( I  4k,,C  4 n_k_( l 4 k , C  )I l  2 c 2 2  l e

y para r =o la derivada vale ,2  , 2
.  " l S + " 2 ' ' 2

( 7 )

" i b  + " 2 ^



r n, 4 n 47y para _   ̂ () la derivada valo ___ ^ ^

(:'i)4c22)
s  4

o sea , que la langeuto en el punlo r () corla el o je de abscisas en el punlo

n P i  + "zk ^ )  

y el eje de ordeiuidas en el punto n^k| 4 n̂ k,̂

],a tangente en el punto -L  0 corta el e je de abscisas en el punlo
k̂ c

4 n  ̂ y el de ordenadas en el punto ( Uj 4 n,, j  ^ ^   ” 2 )
kj k^

l'eoricainente se pueden calcular pues, los valores de los pa ta métros ; 

n^, ii^, kj , k^, buscando para cada tangente dos de las 1res relaciones que 

tenemos,

S in embargo, conv iene lener en cuenta <jue si se opera asf, se util i-  

za solo las dos porciones exi remas de la isoterma conocida con poca pre - 

cisidn. lin estas condiciones es indispensable opérât' pot' a prox imac tones 

sucesiv as haciendo varia r n^, n^, k  ̂ y k  ̂ airededor de les valores asi 

obteiiidos, basta que se obtiene la mejor concordanei.t posible con los va - 

lores expérimentales.

Las relaciones precedenles se pueden sim pi i lie ai' si se encuentra en 

condiciones taies que la concentracidn de satut acion de los sitios de segun- 

da categorfa es muy debil.

Lu este caso k^ C es muy inlerior a 1 y se puede escribir el coefi­

ciente de asociaciott global bajo la forma



n.k C 
r . . L . \ . c 4 i i„k ,X

1 4 k , C  -   ̂ " l c

y la ecuac ion de la isolenna si x r e y

n,k,  (_L_ )
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Cc

1 1 yX  ---------  4  n „ k ( —  )
1 4 k , ( J L )  ^ ^

2
y 4 kjX y - ( n^k^ 4 ) y  - i ^ k ^ k ^ x  . ( )  ( 8 )

y la isoterma da una hipdrbola con 2 asTnlotas; 

una oldicua de ecuacidn y iijk^ - kj X

y olra liorizonlaI de eeuacidn
y " z S

Insisiimos que en este caso particular solo los pariimetros n^,k^ 

y n^k^ son accesibles al experimentador. Pueden calcularse estes pard- 

inetros, a partir de la extrapolacidn de la isoterma

r - 0 (jue es igual a n^k^ 4 n^k,  ̂ de la deterrninac idn de la posicidn de la 

asfntota horizontal y , de la pend lente de la tangente a la isoterma para 

r  -- l)

Como en el caso anterior la pendiente de la tangente en cada punto de 

la isoterma se ohtiene derivando en relacidn a x la ccuacidn ( 8 )

dy
dx 2y 4k | X - (  , i |k , 4 "^kg )



y  para x = r -= 0 loma cl valor

5
'̂ 2 ^2

lista pendiente proporc iona una buena est imac l6n de la constante 

si los pardmetros de liga/.dn son talcs que el pi'oduclo n._,k,̂  es mucbo me- 

nor que el produc;to n^k^

La clasil icacidn de los sitios de liga/.dn de la proieiua en dos o mds 

categorfa s no es sin embargo, siempre posible; es el caso en que todos 

los sitios tienen constantes de asociacidn dilerentv’ s o cuando se estd en 

presencia de una mezcla heterogenea de proteinas (pie tienen cada una uno 

o mds sitios de ligazon Independ ientes, iddnticos o no.

S i se ad mite que los sitios de ligazdn son numerosos y  laie (|ue las 

(I il e rente s constantes de asociacidn se repart en siguiendo una ley normal 

el fendmeno de asoctacidn puede descri birse por la ecuac idn SIPS(

_  nkc-;; ,

l 4 ( k , C 1 4 k  C‘'l e  c

donde k = k^

lil coeficiente (q) comprendido entre 0 y l traduce la dis per s idn de 

las constantes de asociacidn. Y la constante k̂  représenta aquf una cons­

tante de asociacidn intrfn seca media de las constantes de asociacidn.

lista relac idn conduce a una isoterma no lineal en la repre sen tac idn 

de Scalcliard y su ecuac idn v iene dada por
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Pero en el caso ciel mode lo de Sips, la ropresenlac lôn de log r /  n -r  

en fil ne ion de log C es linea) y la pendiente de la reel a ohlenida permit e 

calcular el coeficienle a, y la ordenada en el origen el valor de la cons - 

tan le k .

3) l -a moldcula de pi oteina lleva n sitios de fijacion de la sqslani La 

iddnticos, pero <|ue presentaii interacciones entre el los.

Cuando los sitios de lijacidn de la sustain' la no son independ ientes 

las isotermas de asociacidn tampoco son lineaies.

Este fendincno se présenta cada vez que el estado de un sitio libre 

de una nioldcula de proteina estd afeclado por el coniportomiento de s iti­

os de la misma moldcula ya ocupados por la suslancia.

Las interacciones cooperativas, positivas o negativas résultantes 

pueden tener diverses orfgenes; interl'erencias esidi icas, cambios de 

conrormacidn de la moldcula de proteina, o efectos electrostôticos.

Como las ecuaciones de las isotermas son entonces mds complejas 

su andlisis présenta siempre un gran in te rds pues a porta como en los 

otros casos datos importantes sobre la asociacidn entre la proteina y la 

suslanc ia .

Se ban propues lo numerosos modelos p.ira desc ri bir estas interncc-  

iones que conduce n a las isotermas do ligazdn en la represertacidii de Sca-
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tchard de forma muy variab le . Asf, eii el caso do las interacciones elec- 

trostdticas o cooporalivas negativas, las isotermas son concavas, mien - 

tras que on las inleracc iones cooperativas positivas pro sen tan un mdximo 

eveittualmente asociado a un mfnimo.

El modelo de Sips que liemos descrito anteriormente puede car acte - 

r iz a r  un fendmeno de ligazdn poniendo en jucgo las interacciones coopera­

tivas pues estas tendrdn el efecto de modificar cada una de las constantes 

de asociacidn, pero el numéro de sitios de asociacidn permanece constan­

te.

En estas condiciones, la relacidn ( 9 ) puede tambidn servir para ea­

rn etc r iza r ese fendmcno.

Esta relacidn lendrfa la misma forma maternatica <|ue la pro|)uesta de 

una manera empfrica por 11 ill (3 7 )  para carac te riza r interacciones coo - 

perativas positivas.

La relacidn de II ill es

n ( k* C n k' c"c c

1 + (  k* I L k ' C â ( 10 )

a se define aquf como un coeficiente de inte race idn.
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Las diferencias entre las ecuaciones ( 9 ) y ( 1 0 )  consisten por 

una parte en la signil’icacidn y el valor del pardmet ro a y por otra en 

la significacidn do las constantes que liguran en cada una de las fdrinu- 

las .

En el caso en quo la parlfcula que se fija  estd ionizada, la ligazdn 

modifica la carga nela de la proteina. El trabajo necesario para la Tija- 

cidn do iones sucesivos va a aumentar y apareceran entonces interacc - 

iones llaniadas electrostdticas entre los silios.

En estas condiciones el coeficiente molar do ligazdn serd

n k C

l + k e 2 ' “ ' ' c  )

o bicil r  .  k n -  k r  ( 1 2 )
c

relaciones on las cuales w es un coeficiente dcfinido a partir de la te- 

orfa de Üebye - IlUckel ( 38) .

La relacidn ( 1 2 )  muostra que la isoterma de ligazdn segun Scat- 

chard no es lineal. Por el contrario la representacidn de r/C^.e^^'^  

en funcidji de r conduce a una recta que permitc determinar los pard -
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m etros n y k a com licioii de que cl coel ic Lente w sea conocido o 

m edido .

Insistimos que en todos los casos las isotermas de ligazdn no 

lineaies obtenidas en la representac idn de Scatcliard no son liiper -  

bdlicas contrarLamente a lo que se puede observai' cuando la proie - 

ina tie ne 2 categorfa s de sitios de ligazdn independ ientes.
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M E T O D O S  PIC U N I O N  " I N  V I T R O "  D E 

M E P I C A M E N l' O A S E R O A L B U M I N A

Las idc II ica s (|ue se han soguido para el ostudio de la iiilcraccidu me. 

dicamento-seroalbdmina , han sido las de didlisis de equilibrio y las 

de amoriiguacidn de la l'iuorescencia .

El mdtodo de didUsis se basa en la scparaciôn ffsLca de las mo- 

Idculas de medicamento libre de las proteinas y del complejo medica- 

menlo - proteina. Esta separacidn se realiza mediante una menbrana

cuyo ta ma no de poro es lo sulic icniemente grande como oara permitir 

el paso de las moldculas de medicamento, pero no lo suficicntemente 

grande como para ser atravesada por las proteinas.

Valorando el medicamento libre conocida la cantidad in ic ia l, se 

calcula el medicamento que se ha cornbinado.

Este mdtodo présenta el problema de la cantidad de tiempo nece- 

saria para alcanzar cl equilibrio, que es normalmenle de unas sesen-



la lioi'as. Adomds, al soi' la a largo ol lionipo do oxpcriinonlar i6ii so pao 

do produc ir con laminae ion liactoriana y desnalura li/.ac i6n do la proteina.

lin la did lis is de equilibrio la solucidn de proloina se coloca dontro 

de un tubo de colodidn o de una membrana dializanie sim ilar, lil tubo se 

suspende en un rocipicnte (|ue conliene la solucidn de niedicaniento de 

concentracidn conocida ( fig22).l-a  membrana que sépara am bas solucio 

nos es solamonte permeable a las pequenas moldculas de medicamento.

Este conjunto se introduce en la nevcra a 4 grades centfgrados duran - 

te al menos 60 lieras y el medicamento que esl.  ̂ en la solucidn exierna 

difunde a travds de la membrana de colodidn, prodncidndose una varia - 

c idn en su concentracidn, y el grad ienle de conceni racion desciende con 

el tiempo, llegdndose de esta forma a un equilibrio. lil procedimionto de 

di.'ilisis de equilibrio lia sido porfeccionado por KIol/. y colaboradores 

(3 3 ) .  iimpleando este mdtodo P. Aussel, M . And rau y |. L. C banal in- 

vestigaron la interacciôn de la suxibuzona y di le rent es a I bum inas , coin- 

probundo que la moldcula proie (nie a lieue un cierto numéro de puntos a£ 

tivos de enlace,( 35 ) . Asf mismo Walter D. Wosilait y Ma rt (n P . Ryan, 

investigaron los efectos del dculo aldico, de la lolbulamnla , y de la oxi- 

penbutazona en la uni6n de la war fa rina a la seroalbûmina bamana (38). A. 

M. Carrancio de la Plaza en "iniluencia del benzoato sddico en la intera- 

cciAn dcido salicflico - seroalbûmina ( 3 9 ) .



Muclios osliulios I Ct u'iiU'.s i iMi. loi iKMi a la iitli'iaxx ion da |n aeiiias « ou 

)>o<|iie)i.i s mol de u 1,1 s , (  I a s poqueh.is moldeul.is saii las l i g a m U ' s  iis.indo 

la U'rmiiiologfa gonoral p.ti a la lorm.ic idn do cvmiplojos molaenlaros ).

la  union de pequenas inoldculas , las iiiloi acv loues proiein.i -pro ­

ie in.i y los r.iiiiluos eonloi iiiactonales son uiiporlanios p.tra l.i actividad 

luoIdgK ,i de las pia.>ie in.is , I. jemplos tie laies s i sleiiia s son los en/ uiias 

que unidos a susir.ilos .eleclores y gi upos prosidluo.s, ligan gases a pro 

loin,IS rospir.iloi i.is , mel.ibolilos ligados ,i l.is proioiiuis de I r.msporlos , 

enzim.is que ligan la oxido - reduce idn de eleci i ones y sisleiuas aiiiyge - 

no - iiil icuerpo.

1.1 lacullad de muclias proteinas de ligar susi inc las no Inoidgtcas 

tjue se desigiian con el nombre de Iigandos o ligarsi* a las regiones lu - 

droldbicas de las proteinas, se han utili/.ado tambidn para los estudios 

de ,1 soc tac idn a proteinas.

R eclentes irabajos nos Itaceti comprender de l.i especiiicidad con 

la <|ue una proteina enlaza un ligando en idrmiiios de un suio sobre la 

proie ma que puede interacclonar con el ligando a travds de fuerzas id 

nicas, puenies de II o fuerzas hidrofdbicas.

1.1 misma clase de interacciones Ifsicas especfficas encerradas



en la unidn n proteinas puede hasarse en la organizacidn de ol ros corn 

ponentes celulares, pero las proteinas aparecen unie a s en su variedad, 

especificidad y control de sus interacciones. La natural ex a compleja 

de las interacciones proteinas -  pequenas moldculas y la posibilidad de 

cstudiarlas como sistemas ffsicos a is lad os, las bace iniercsa nies e im­

portantes. Los estudios de los mécanismes de inte race idn de proteinas 

y cambios conlormacionales proporcionan conocimienios en la accidn di 

ndmica de las proteinas y pueden contribuir a la comprensidn de muchos 

de los mecanismos l'undamentales de especificidad bioldgica.

La unidn puede estudinrse por dos mdtodos; el cindiico y el de 

equilibrio y los datos obtenidos por esos mdtodos son apienudo comple 

mentarios. Los mdtodos cindticos ban sido usados muy extensamente 

para el e studio de los escalones de unidn en las reacciones cnzirnati- 

cas ( VestUng 1.963 ; Day y Col 1.963 ) y la unidn de los cfeciores a 

lostdricos/» los enzimas.

Recientemente se han hecbo consideraciones sistem.iiicas a los 

mdtodos de equilibrio y a la informacidn obtenida de ellos ( We ber 1965, 

Weber y Anderson l .965 )• (  40 )

La carac te rizacidn del equilibrio de unidn encierra la determina- 

cidn de las c on centrac iones de los componentes del sislema en etpali -
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brio: es decir P , y P C,, en el cquililu io P 4 Ĉ - - P Ĉ , ( como

en la valoracidn de ûcido con una base ), Una curva similar caracteriza  

el equilibrio de unidn de un sislema proteina -pequenas moldculas y un 

sistema dcido-base. Ver figura ( 8 ) .  Vemos que en la unidn compleja 

encontrada a menudo en proteinas, tal curva compléta de valoracidn es 

capaz de producir mucha mds informacidn que una simple constante de 

equilibrio.

La curva de valoracidn puede representarse de diferentes formas, 

pero una de las mds us ad a s es aiidloga a la curva de titulac idn dcido - 

base. El logaritmo negative de la concentracidn de ligando libre fren - 

te a la saturacidn de la especie unida.

Medidas de pardmetros de sistemas de unidn

En orden a caracterizar un sistema de unidn, se pueden determinar 

cosas taies como el numéro de sitios de unidn, su afinidad, naturaleza , 

localizacidn en la proteina y la significacidn bioldgica de su unidn ( Ed 

sale y Wyman 1.958 ). ( 41 )•

Nosotros tratamos de la estequiometria , el equilibrio de unidny 

su implicacidn para dilucidar el mecanismo de unidn. Estos pardmetros 

pueden discutirse en detalle maternaticamente despuds de ba ber sido me 

did os con gran precisidu por los mdtodos de fluorescenc ia .
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I.os mdloclos do fluorosconcin para las mod Idas do oiniil ihi ios do 

unidn, dopenden del cambio de un pardmclro mesurable del sistema pro 

te ina - ligando con asociacidn. El pardmotro mds comunmente utiliza - 

do es la intensidad de fluorescencia de la proteina o del ligando.

Varias condiciones deben satislacerse para que un sistema de unidn 

pueda ser tratado por medidas de fluorescencia. El cambio de fluores­

cencia de be ser rdpido relative al proceso do unidn do forma quo el pi'ô  

ceso dependiente del tiempo ( si hay escala de tiempos de una serie de 

medidas de fluorescencia ) sea el proceso de unidn actual. En suma, la 

constante de disociacidn de un ligando no puede ser me nor de aproxim^ 

damente 10  ̂ M. este Ifmite, estd impuesto por la concentracidn de l i ­

gando unido, requerido para que de una sehal de fluorescencia leible 

con un manantial de luz y unos detectores normales, y tambidn por la 

menor concentracidn de proteinas que puede general monte manejarse 

s i n d e s a a I u r al i z a c idn.

ME J ODOS DE VALORACION

La estequiometrfa y equilibrio se determinan por procedimientos 

de valoracidn, bajo difercnies condiciones.

A mcinidc) sc ha h able do en los estudios de ur< idn do la impo’ tan -
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cia del mélodo us ado on la lilulacidn. Hay dos mdtodos W sic os de va­

loracidn; un mdtodo de adictdn con la concentracidn do proloina con^ 

tante, y un mdtodo de dtlucidn con la concentracidn de proteina v a ri- 

ando la concentracidn de ligando para la concealracidn esloquiomdtrj. 

ca a travds do toda la regidn de equilibrio. El conocimiento do las ven 

tajas y limitaciones de cada mdtodo os muy importante on los estudios 

de unidn con proteinas.

1 - Valoracidn de adicidn

Este mdtodo, andlogo al do la litulacidn dcido - base, consiste 

en adicionar sucesivos incrementos de ligando a una solucidn de pro­

teina. Idealmente, el volumen de ligando aiiadido dcbe ser pocjuei'io pa 

ra que la concentracidn de proteina permanezca constante, es por es­

te necesario liacer ad ic iones separadas para determinar la estoquio - 

metrfa y cl equilibrio. En ciertos casos el cambio dependiente del tiem 

po puede ocurrir en la proteina durante los estudios de unidn y serd 

necesario usar una nueva solucidn de proteina con las sucesivas can- 

tidades crecientes de ligando para cada punto de la curva de titu laci- 

dn.

Este mdtodo, tiene la ventaja de que con un ligando realmente soEj
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ble, la concentracidn de proteina pnode inantenerse on una zona cstrjc 

cha pero debe culdarse de que la concentacidn de proteina sea sufi -  

cienteniente baja para que la primera parte de la curva no pierda la 

unidn eslequiomdtrica.

Para el ligando con una constante de asociacidn de aproximada- 

mente M  ̂ o mayor es d ific il evitar pdrdvdas en la curva de unidn

en condiciones estequiomdtricas. Muciios trabajos on la I iteratura se 

basait en los mdtodos de adicidn con pocos puntos en la regidn de eqiû 

librio y sin informacidn del proceso de unidn exceplo en la constante 

media de unidn.

2 - Mdtodo de dilucidn

Es un mdtodo muy superior, particularmente para constantes de 

asociacidn mayores de 10^ M el mdtodo de dilucidn (4 2 ) .

Una titulacibn de dilucidn comienza con una solucidn inicial de 

proteina y ligando en la que la concentracidn del ligando es ligera - 

mente superior a la concentracidn de los sitios de unidn de la prote­

ina y de suficiente concentracidn, la concentracidn de proteina y l i ­

gando r sea al menos 10 veces mayor que la constante de disocia - 

cidn del complejo. Usualmente no es posible detectar el cambio de u- 

nidn con suficiente precisidu en el primero y el lîltimo 10 % de satu-
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racidn, asf no hay ventaja en enipez.ar la valoracidn con valores de r 

superiores a 0'9 - 0 '95.

La dilucidn so realiza en una serie dc escalones es pa clad os pa­

ra  obtener la mayor informacidn, es decir la mayor résolue idn de la 

curvq de unidn. Kn una buena valoracidn deben obtener se a I menos 

20 o 30 puntos espaciados aproximadamente dos veces la desviacion 

standard do un punto solo. La dilucidn debe bacerse si es posible 

basta que r = O'1 d O'05 d aproximadamente 100 veces de la solu - 

cidn inicial ( 10 veces en cada lado de la constante media de disocm 

cidn ) .S i  no es posible empezar a una saturacidn de 0 '9 , se puede 

llegar a valores mds altos de la saturacidn para medidas do eslequio 

metrfa con una titulacidn de adicidn con la misma solucidn inicial.

En una valoracidn de dilucidn [ P] ( concentracidn inicial de pro 

teina ) cmpieza en la regidn cstequiomdtrica y asf la esletpiiomelrfa 

y el efpiilibrio pueden determinarse en el mismo experimento. Es ne­

cesario en este mdtodo mostrar que las interacciones proteina - pro­

teina o disociacidn de subunidadcs no afectan a la uiiidn del ligando 

en un rango de concentracidn de proteinas de al menos diez veces a 

cada lado de la constante media de disociacidn ( o a las mayor y me - 

nor constantes en el caso de unidn multiple.
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El comportfirnieiilo del equilibrio dc unidn ( es decir, k ) debe 

ser independiente de [P j , aunque la zona de saturacidn en la cual 

ocurre la unidn cstequiomdtrica del ligando anadido cs depend ienle 

de [ P ] ,  Sin embargo, un equilibrio de unidn normal puede ser per 

turbado en sistemas protdicos por las interacciones proteina - pro  ̂

teina que dependen del coeficiente de actividad de la proteina ( o , 

para nuestro propdsito de la concentracidn ). Es necesario est a ble 

cer que en la zona de concentraciones de proteinas usadas en un e s  

tudio de unidn, la unidn es independiente de la concentracidn dc pro 

teina.

Reciprocamente, en las proteinas con subunidades es posible 

invertir la situacidn y el estudio de los efectos de la disociacidn en 

subunidades durante la unidn. En este ultimo caso deben obtenerse 

independientemente medidas de disociacidn mientras en el primer ca 

so la demostracidn de una dependencia de la concentracidn de prote 

ina es suficiente.

Diverses y recientes artfculos han discutido los equilibrios pro 

teina - proteina. Deranleau ( 1 .9 6 4 ) , Ch un y Fred ( 1.96? ), Nichol 

y Col ( 1.967 ) , Adams y Lewis ( 1.968 ), Klapper y KIotz ( 1.968 )

(  58 , 59, 60 , 61, 62 )



65

Muclias proteinas, incluyentio la albûniina muestran fluores­

cencia en el ultravioleta. Cuando ciertos I igandos se unen a la  pro 

teina pueden inhibir su fluorescencia natural. Esta inliibicidn ocu­

rre  solo cuando hay ligazdn (4 3 ) .

La espoctroscopia de fluorescencia es uno de los mdtodos mds 

versdtiles y sensibles para el estudio ffsico de sistemas dc proteinas 

y ha sido objeto de aplicacidn a estudios de desnaturalizacidn, tran 

sic iones conformaclonales, cambios en la subunidad dc asociacidn, 

caracterizacidn de los procesos de unidn, medida de la polaridad 

de los sitios de unidn y orlentacidn y distribucidn do los ligandos.

En esto han trabajado autores como VELl^^K (4 4  ), STEINER  

y EDELHOCII ( 45 ) , CHEN (4 6  ), PARKER (4? ), EDELMAN y 

Me CLURE ( 48 ) y STRYER (49  ), aunque el proceso de unidn ha 

sido menos estudiado y para dl la fluorescencia no de ja de ser un 

mdtodo complementario de otros ffsicos y qufmicos.

La obtencidn de isotermas de ligazdn a partir de datos expé­

rimentales de extincidn de fluorescencia es a menudo d ific il. El a - 

provechamiento de los resultados expérimentales responde, en e - 

fecto a un cierto ndmero de hipdtesis que no son siempre verifica- 

das.



El andlisis crftico dc las relaciones tedricas y de las hipdtesis 

de base han permitido fija r  las condiciones expérimentales que con- 

ducen a una util izacidn dptima del mdtodo.

El conocimiento de las constantes de interaccidn medicamento- 

proteina présenta un gran inte rds en los estudios de distribucidn de 

los principios ac tivos.

Las tdcnicas de didlisis de equilibrio y de d i fus idn browniana 

se han utilizado a menudo para este objeto en el laboratorio (50,51)

Es puds, interesante revisar la tdcnica de estudio por inhibicidn de 

riuoresccncia, relativamente rdpido y facil de poner en marcha. Con 

viene en particular comparer los resultados obtenidos puds los mdto 

dos dc aprox imac idn y los fendmenos ffsicos de base son muy difercn 

tes.

Es importante un andlisis tedrico y crftico del fendmeno de amo£ 

tiguacidn o inhibicidn de la fluorescencia para deducir las condicio - 

nés expérimentales cfptimas .

La intensidad de fluorescencia 1̂ . emitida por una proteina 

en presencia de un medicamento a la concentracidn C.^ viene dado 

por la relacidn STER N - VOLMER (  52 ) ( 67 )

5 - ' f k c
' r
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donde Îq es la iiitensidad de la fluoresccncia en auscticia del medi- 

camento.

Esta relacién solo es valida si la soiuci6n medicamento-prote- 

ina no présenta otra absorci6n que la de la proteina a la longitud de 

onda de excvtaci6a.

Si la extincién de la fluorescencia se hace por clioques la con^ 

tante de Stern -  Volmer tiene por cxpresi6n

k
k = P

•"f *"n V  ^  (68) ( b 9 )

siendo k^ = constante de velocidad de la reacciôn de umortiguaci6n

kr, k y k las constantes de velocidad de emisiôn de fluo -  
^  n  g

rescencia, de conversion interna y de cambio entre sistenias res -  

pectivamente.

A =2 Kq [^Q^representa la contribuciOn de todos los otros in_ 

hibidores y comprende las moléculas no excitadas de proleinas.

Si la amortiguaciOn se liace por formaciOn de un coaiplejo re -  

versible no fluorescente y no absorbenie para la longitud de onda 

de emisiOn, se deinuestra facilmente que la constante de Stern-Vol 

mer, k, ps entonces igual que la constante de equilibrio del com -
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plejo ( 53 )-

Desde el punto de vista experimental la magnitud mOs accesible
Ip

directamente es la relaciOn______
Î0

Se tiene puOs;

’f  1 1

0̂ 1 + k C ^  1 +  k R [P j

Ct
si se introduce   R de las concentraciones totales do medica-

P
mento - proteina.

0 Ip
una funciOn homogrdfica que tiene por asfntotas las rectas _____

Yp
La curva   = f (  ) se représenta en la figura ( 1  ), es

T ' k
U,

Las magnitudes ----  — y C.^ son osencialmente positivas, por
'0

tanto solo la parte de la curva situada en el primer cuadrante tiene 

significaciOn ffsica.
1,;

Si se estudia  i— = f ( R ) para P = constante se demuestra
0̂

fig (10.i) que es una funciOn uniformemente decrociente con concavi -  

dad hacia arriba en la cual la primera dorivada con relaciOn a R es 

mdxima en el punto ( R = 0, 1^,/ = 1 ) , c igual a -

S i se  estudia e s ta  funciOn para d iferen tes  v a lo res de f p j ,  se  

comprueba ( figlPj^ que la  prim era derivada con resp ecto  a R , s iem -
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C U R V A  O t  E X T i N C I O N  T t O R l C A  ' f  /  Iq =  * Cj
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pre maxima para R = 0, es tanto mayor en valor absoluto cuanto ma 

yor sea [Pj.

Por otra parte para R distinto de cero, la derivada, cs decir

la  pendiente de la tangente pasa por un mdximo en valor absoluto pa

ra  [P ] =— 1—  
k R

Ip
Si se estudia --------- = f fPj para R -  constante, los résulta

dos son simdtricos, y se obtlene una funcidn uniformeinciue decre - 

clente ( f ig lla ) con concavidad hacla arriba  en la que la derivada es 

mâxima en el punto [P ] = 0 c Igual a -k R .

51 se estudia esta funcldn para diferentes valores de R , se 

comprueba ( f lg l l  ,b) que la derivada slempre mdxima para [P]= 0, 

es tanto mayor en valor absoluto cuanto mayor sea R . Por otra par 

te , para [P j distinto de cero la derivada pasa por un m.iximo en va­

lo r absoluto para R = — 1—
k fP j

Se de be Insistir sobre el cardcter formal de las deducciones 

precedentes, en efecto, las variables R y fP j no son Independien- 

tes y cuando se hace variar [P j mantenlendo R constante, hay que

hacer variar C j
Puesto quo  ̂ ^ ^

P

y cuando [ P] tlende a cero o a infinito, R es indeterminado.
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E s im portante o b servar q ue, para un v a lor  dado de R, la  r e la -
u

cl6n   L_ d e c r e c e  cuando R aumenta y  tiende asln toticanien le a ce

r o .

L as cu rvas F = f ( R ) tienden a su p erp on erse  cuando aumen
•o

ta [ F l

Algunos au tores ( 5 4 ,5 5 ,5 6  ) han peusado que csto  corresp ond e  

a la  fijacién  de la  totalidad del mcdicamento sob re la p rotein a . Esto  

puede p a recer  16gico a prim era v is ta , pero una deduccién  tal viene  

a suponer im plicitam ente que la  re la c ién  de con cen tracion es in ic ia le s  

R e s  igual a la  re lac id n  de m oléculas lib r e s  en  e l eq u ilib r io , lo  que 

no e s  forzosam ente e l c a s o ,  en p articu lar cuando hay v a r ie s  s it io s  

de fija c ié n .

P or tanto no e s  n e c e sa r ia  e s a  in terp retac ién  pués como hemos 

v is to  se  encuentra e s te  resu ltad o  materna tic ame n te s in hablar de sa -  

tu racién .

P or e l co n tra r io , se  debe in s is t ir  sob re la iinportancia de la  

in trodu ccién  d el parém etro R y  no v er  en e l una sim ple comodidad 

de cé lc u lo . En e fe c to , cuando ex  is  ten uno o v a r io s  s it io s  de fijacién  

se  tendrdn o tras tantas form as de fijar  la totalidad del mcdicamento 

en la s  que R serd  mds pequeno e in fer ior  a la unidad.
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S i se  trazaraa  p u és, la s  cu rvas exp érim en tales ( fig  12 )

- 11—  - f ( R )
0̂

para d ife re n tes  co n ce n tr a c io n es  de p ro te in as, fa c il d em ostrar  

que para co n cen tracion es en  p rotein as P ^ , un mismo valor

h :   corresp on d e a con cen tracion es to ta les de m edicam ento idéntl

' °  c lca s: = C y

P ara  trazar la s  iso term as de ligazd n , la  rep resen ta c ién  de S ca  

tchard (57) e s  la  mds c6m oda.

Hay que ex p re sa r  r  y  a p artir  de lo s  datos de am ortigua-  

ci6n  de f lu o r e sc e n c ia ,

S iendo la  intensidad de f lu o rescen c ia  proporcional al numéro de 

e m iso r e s , en p resen c ia  d e l m edicam ento serd  puds, p rop orcional a 

la  d iferen cia  entre e l  ndmero total de em isores y  e l ndmero de

em iso res inhibidos por e l m edicam ento S i  H e s  una con s tan

Ip  = D ( E^p -  E^.q  )

Aquf e s  donde in terv ien e la  h ip d tesis  fundamental del mdtodo que 

puede dar lu gar a d iscu sid n .
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C U R V A S  E X P f  R t M E N T A l E S  I f / t ^ S K R  
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D I F E R E N T E S  C O N C E N T R A C I O N E S  DE P
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S e  q u iere en e fe c to , determ inar la  con centraci6n  en droga lib re  

igual a la d iferen c ia  en tre la  con centraci6n  total en droga C.^ y  la 

con cen tracién  en droga Ugada C ^ .

P ara  poder determ inar la con centracién  en droga Ugada se

supone que un em isor ( T riptéfano ) e s té  inhibido por una so la  m olé-  

cula de droga y  por tanto

= ^TQ

S i se  tiene n em iso r es  por niolécula de proteina se  puede e s c  r i

b ir

de donde

I p  .  B c n [ P ]  -  )

' f .  1 .

'o " " ’J
S e  puede entonces re la c io n a r  la s  con cen tracion es en droga l i  -

gada ( ) produciendo una misma dism inucién rehitiva  de la fluo -

r e sc e n c ia  para dos con cen tracion es d iferen tes  de proteina [P  y  ^ P ^

1 2( para las cu a le s  se  tien e )

A partir de aquf s i  sob re una de las cu rvas exp érim en ta les se  

puede co n sid era r  que se  obtiene una fijacién  de la totalidad del me -



dicamento es decir

C l  " c-r

se tiene que q

C3 = C.J. -----  = [P jQ
R

para una concentracién de proteina en que R sea mayor que Q. 

En consecuencia se obtiene por definicién ( ver fig 12 )

-  -  ^  Q

tPJ

c^= M  ( R - Q )

Q

P ( R-Q)

segdn lo anterior vemos que en el método de estudio de interacciones 

por amortiguacién de fluorescencia es imprescindible aproximarse a 

la unién total del medicamento, para ello es uecesario poder alcan - 

zar valores de R muy inferiores a la unidad. ( CVj )
l.-

En efecto, sobre las curvas — !—  = f ( R ) para un valor de

0̂
fPj determinado, los valores pequenos de R corresponden a un exce- 

so de proteina ( y no es imposible que el medicamento esté ligado to -  

talmente) , mientras que los valores elevados de R corresponden a un
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exceso de medicamento ( y es imposible esté ligado en su totalidad ) .
Ip

Por tanto, dado que la relacién  L_ tiende a la unidad y que la
'o

derivada aumenta en valor absoluto cuando R tiende a cero vemos que 

la precisién de los datos résulta muy pequetïa.

May que aprovechar el hecho de que a R = constante la  relacién

V
tiende asintoticamente hacia cero a medida que aumenta la con -

ceatracién de proteina.

Para cualquier concentracién de proteina se puede encontrar una 

concentracién de medicamento tal que sca fijado en su totalidad. 5 in 

embargo, las medida s de extincién de fluorescencia en este caso parU 

cular no serân posibles més que si se toma la concentracién en prote - 

ina [13.̂ , lo més elevada posible para poder conservar una precisién su 

ficiente sobre las medidas a valores muy bajos de Q.

Pas concentraciones en proteina tPl deberén ser elegidas en con 

secuencia de forma que se disponga de un ndmero de puntos suficientes 

para el trazado de las isotermas.
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Muchos auloies ban trabajado sobre la asociaciôu de diversas 

suslancias a la albumiiia por el mdtodo de amortiguacida do la f lu o rs  

ceiicia asf Chen ( 70 ) estudia la asociacién de la bilirrubina a la - 

Albumina, los resultados estdn en general de acuerdo con los obtûni- 

nidos por el mdtodo de la peroxidasa y confirmait que la inhibicidn - 

conduce a los verdadcros pnr<îmetros de union para la bilirrubina -

( 71 ', 72 , 73 )

Levine ( 65 ) , estudia tambien esta asociacidn y a plica su es­

tudio a la unidn de bilirrubina a la albumina en el suero.

Evrain y colaboradores ( 74 ) han estudiado las interacciones - 

de la seroalbûmina y la alfa - fetoproteina de rata con la alfaloxi - 

na ü , por inhibicldn de la fluorescencia y determinan los paramè­

tres de unidn denostrando que no hay especificidad estricta en taies 

unioives .

Attallah y colaboradores ( 75 X estudian tambien por inhibicion 

de la fluorescencia las interacciones entre diverses esteroidcs y - 

proteinas, y la influeucia que sobre estas interacciones tiene la - 

urea en concentraciones que van do 2 a 8 Molar , y comparan sus 

resultados con los de Abelson y colaboradores ( 76 ) que estudian 

por un m^todo de solubilidad la interacci6n de la testosterona con
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el tripl6fario y con el ester etfllco de la tirosina. Attallah y cola bo - 

radores concluyen que el mdtodo de inhibicidn de la lluorescencia es 

prefer ible para los estudios de interaccidn, al mdtodo de re par to .

Ya otros autores ( 77 ) han utilizado la tdcnica do Lnhibicidn - 

de la fluorescencia para la unidn do la tiroxina a la albumina, y Leh- 

re r  ( 78 ) utiliza esta misma tccnica en la inhibicidn do la fluorescencia 

del triptofano con sistema de lisocima.

M . Hourdeaux - I’ontier y colaboradores ( 79 ) os Indian la for- 

macidn del com pie jo furosamida -  S All por inhibicion de la fluo - 

rescencia.
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M E T O D O S  D E  V A L O R A C I O N

Réactives

- Dicloxacilina s6dica monohidrato, compactada Pot® 895 meg/ mg, 

Pm = 513,3

- Solucidn  tamp6n

Composici6n del tamp6n de pH = 7'4  

Cl Na. . . 5'84 grs 

Cl NII^ . . 0 ’54 grs

Fosfato dipotâsico hidratado ( PO^ H K2 3I I2 O ) ........... 7'57 grs

Agua destilada hasta 1.000 cc

Se comprobd el pH con un pHmetro Coleman, mode lo 39

- Seroalbumina Humana ( S .A .H . ) ,  fracciôn V , marca Sigma ( Che­

mical Company ) . Pm = 55.600

-  Vitamina- 3^2 , rhone -  poulenc -  chimie fine



82

A P A R A T 0 5

El barrido se ha realizado en

- Espectrofotdmetro automdtico Perkin - Elm er, mode I o 402

Las valoraciones se han realizado en

- Espectrofolémeiro Sliiinadzu - Q V modèle 50

- Espoctrofluorfmetro Perkin - Hlmer, M P 1 mode lo 44 A

A - La solucidn de dicloxacilina en agua tlesiilada de s puds de 

filtrada por un crisol de Gooch présenta el especlro de absorciôn 

que se puede observar en la figura ndmero 14

B - Solucidn de dicloxacilina en Ifquido tanipdn, se lleva di - 

rectamente al espectrofotdmetro, utilizando como blanco primero 

agua destilada y a continuacidn Ifquido tampdn. Observamos salen 

curvas praclicamente iguales ( grdfioa ndmero 15 )

C - Solucidn de seroalbdmina huma na en Ifquido tampdn. Nos

da el especlro de la grdfica ndmero 16 . En espectrofotdmetro 

perkin - El-mer
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D - El especlro de absorcidn de la vitamina 8^2  Ifquido 

tampdn se puede observar en la grdfica numéro 17

E - El especlro de absorcidn de la mezcla proteina - diclo 

xacilina lo observamos en la grdfica numéro 18
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Curva de calibracion de la dicloxacilina

Partlendo de la soluciéa madré de dicloxacilina hacemos las 

slguietitcs diluciones : 4 /5 , 3 /4 , 3 /5 , 1 /2 , 2 /5 , 1 /4 , 1 /5 , l / lO  , 

en Ifquido tamp6n, procedicndose a su lectura en el espectrofoté-  

métro Sliimadzu - Q V - 50 a 280 nm, rendija 0 '2 , utilizando co -  

mo blanco soluci6n tamp6n. Los resultados se regisiran sobre pa­

pe 1 milimetrado dando como resultado la gr^fica numéro 19

Para valorar el anlibiôtico total en presencia de S A 11, he- 

mos preparado una curva patrén a diferentes concentraciones del 

antibi6tico,y todas, con igual concentraciôn de la proteina. G rd- 

fica numéro .20

Curva de calibraclén de la vltamina ^ ^ ^ 2

A partir de la solucl6n madré de vitamina hacen dilucio

nés en Ifquido tampén. Estas soluciones se valoran en espectroFotô- 

metro Sliimadzu Q V - 50 a 360 nm y 0'3 de rendija. Los resultados 

se representan en papel griSfico milimetrado, poiiiendo las absorbaja 

cias en las ordenadas y las concentraciones en las abscisas. Gr4fica  

numéro 21



:



:

!

L



92

III

,-0i f i ^ u r q i o s q v



93

D 1 A L 1 S 1 S D E  E Q U 1 1, I 11 K I O

Se realiza sc gun el m t̂oclo de Aussel y  colaboradores (51 ) , 

y  se utiliza el dispositivo do la Figura numéro 22

En les tubes de didlisis ( Colodién S M 13-200 de Sartorius), 

previamente equilibrados en el lamp6n de Fosfalos de pli => 7 '4 , se 

colocan 3 ml de la solucién de S A 11. Estos tubos se introducen 

en un Frasco de cristal transparente que contiene 11 ml de solu- 

ciôti de anlibiôtico (  dicloxacilina ) . La raz6n de las cantidades 

3 ml y 11 ml respectivamente es para igualar el nivel dentro y Fuê  

ra del tubo de didlisis y paliar en lo posible los eiectos osméticos.

1C 1 conjunto se colora a 4® C y se mantiene a esta temperatu- 

ra durante sesenta boras ( t tempo necesario para equilibrar la did 

lis ts .

Pnsado este tiempo el tubo de didlisis se extrae, se enjuga U 

geramente y se pesa para calcular la variaci6n de volumen y cono- 

cer oxactamentc la concentracidn de albdmina de la solucién.

El antibiélico se valora en la soluciôn interior y en la exterior 

del tubo per espeelroFotoniet rfa .

La relacidn de la concentracl6n de dicloxacilina dentro del tu-
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D ISPO SITIVO  PARA DETERMINAR LA D IA LIS IS

A. -  Tubo de colodién para didlisis

B .-  Frasco de crista l transparente

C . - Solucién de medicamenlo

D . - SoIuci6n de proteina

FIG . 22



bo frenie a la concentraci6n de la mlsma en el recinto externe, per- 

miten calcular el porcentaje de antibi6tico combinado, Los résulta -  

dos oblenidos para la dicloxacilina - seroalbdmina hutnana, se pue - 

den observar en la tabla niimero 1

95
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La curva de saturacioii que représenta r frerite a R, o sea, 

la fraccibii de silios ocupados frente a la relac ion C /  fpl.j. se 

puede observar eti la grâfica numéro 23

El numéro de sitios viene dado por la intersecciôn de las tan 

gentes a baja concentracî6n y la asfntota. Por este procedimiento 

se encuentran 2'25 puntos de unl6n para la dicloxacilina con la SAH 

por diëlisis de equilibrio.

Para calcular la constante de asociacidn se traza la gr.ilica 

de Scatcbard r /  frenie a r ( grafica numéro 24 )

Si la grdi ica fuera una Ifneu recta, indicarfa una sola clase 

de sitios de uni6n y la peixJionte serfa la cons ta nie de asoc iaciôn. 

Poro, esta isoler ma de asoc iaciôn no es lineal por lo que lia y (pie 

suponer que existe mds de una clase de sitios de union. Para corn 

probar esto y  obtener una idea de la naluraleza de esa uni6n, seguj  ̂

mos el procedihiienio de W eber y Anderson ( ) 63 , que per

mite distinguir los diferentes lipos de union, Se ira ta de ropresen- 

tar el logaritmo de la concenlraci6n del ligando libre Irente al pa - 

râmetro r , anâloga a la i epresentaci6n <|ue se n iili/a  para una va-
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loraci6u pllmétrica ( grâfica numéro25 y 26 )

El fundamento es el siguiente:

Si S es la fraccibn de saturaciôn, o sea, la relacibn de sitios 

ocupados a sitios posibles

s . [p <3
[ P l+ t P  ç) P„

La constante de asociaciôn serfa:

K L  41 . c,. / Pq , 5  L_
" [ P ] [ c T  P q 1 - S

S
entonces K . C a c

y lomando logaritmos

1 - S

S
Log ___________ = Log K + Log

1 - S

pero el caso general serâ

S
Log _________  = log -1 j log

1 - 5
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Esta ecuacl6n describe la unl6n simple, la multiple y la coopéra 

tiva eu base a los valores de j .

Si defitiimos el SpAn como la longitud del eje logarftmico entre 

S = O'I y S = 0*9 ( lo que supone la unién del 10 al 90 % ), pa­

ra j = 1, el logaritmo de variarâ  desde Log 0'9 /  O'I a Loga 

ritmo de O 'I /  0'9 loque supone l'908 unidades logar ftrnicas. Pero 

j = 1 es solo en la uni6n simple.

Para la uni6n multiple el Span serâ j veces el de la unién sim­

ple, y para la uni6n cooperativa serâ j veces menor.

Como representamos r en lugar de S, dado que

r = ti® moles ligando unido 

n® moles de proteina

„ n® de molâculas ligadas y, S = --------------------- 2--------
n® de sitios présentes

la relaciân entre S y r serâ

r  = S X valor estequiométrico 

y para S = O 'I, r  vale 2'25 . O 'I,
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para S = 0 '9 , r  vale 2'25 . 0'9

Estos valores 0*225 y 2*025 de r  corresponden en la grâfica 

ndmero 26 aproximadamente a 4 unidades logarltmicas lo que sig- 

nlfica una uniôn mdltiple.

En la grâfica de Scatchard ( grâfica numéro 2 4 ) , la forma de 

la curva es seme jante a la que Aussel, Andran y Gallegran ( 5 0 )  

consideran de bid a a dos clases de puntos de uni6n

Uj sitios fuertes de constante de asociacidn 

y, n  ̂ sitios débiles de constante de asociacién

O sea que la ordenada en el origen

y la abscisa en el origen

Al existir una gran imprecisién en estas extrapolaciones, para
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conocer la ordenada y la abscisa en el origen llevamos los puntos a 

una computadora, que nos da una serie de soluciones cuyas grâficas 

se comparait con la isoterma experimental.

La ecuacién de la grâfica mâs acorde con esta es :

y = 5 * 9 3  -  2 4 ' 7 6 x  4 -  4 9 *5 3  -  4 9 ' 6 0  L 2 3 * 5 9  -  4 * 2 4

coeficiente de regresibn = 0*95827
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Memos esludiacJo tambi<*ii por dullisis de oquilibrio, l.i asociaciôa 

de la vitamina 11̂ 2  ̂ U  soroalbumina liumaiui, los resullados se regi^ 

Iran en las tablas numéro il y gr^fLcas numéro 28 ,29 ,30  y 31.
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Para las eytrapolacioues tie Scatchard en la computadora, obtene­

mos la siguiente ccuacién ;

y = 20’91 - 37'00 X 4 46'60 - 33'23 X ^ 4  11'09 - 1'35

coet’icienle tie regresi6n = O'98539
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l,a inl'luencia de la vitamina en la asociaciôn de dicloxacilina- 

soroalinimina Humana, se exprosa en las tablas ndmcro y grâficas

mimeros 32,33,34- y 35
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141 bis

Para las estrapolacionos de Scatchard on la coniputadora oblenemos 

la siguionto ecuacibn :

y = 31’14 - 75*08 X + 106*85 - 94*49 X^ + 43*38 X*̂  -  7*73 x5

cooficiente de regresi6n = 0*99819
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Los ensayos de amortiguaciôu de fluoroscencia les hemos re a li-  

zado con el espectrofluorfinetro Perkin -  Elmer, M P F modèle 44 A ,  

trabajando en " modo ratio ” , con cubetas cuadradas de 1 cm. de 

paso optico .

Siendo la longitud de onda •

de excitacibn 292 nm 

de emisibn 334 nm

Valores de rendija 10 y 10

Sensibilidad -  grueso -  0'3  

fino -  0

Todos los ensayos se realizaron a tempe ratura ambiente.

Seguimos la  técnica de adicibn que consiste en anadir partes a- 

Ifcuotas de ligando a la soluclbn de proteina y medir la amortiguaci6n 

de la fluorescencia de la proteina tras cada adicién. En la mayor fa de 

los casos la regiôn de interës se encuentra en la relaciôn molar de me 

dicamento /  SAH de 0 a 5*0. Se ban obtenido 28 puntos para la 

interaccibn de dicloxacilina- SAH .

La titulaciôn requiere très cubetas; una llena de tamp6n y usa- 

da como blanco y las otras dos llena cada una con 3'0 ml de soluciôn 

de albdmina. Una de ellas designada arbitrariamente como la cubeta 

de valoracibn y la otra como la cubeta de referencia.
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La fluorescencia de la cubeta de valoraciôn se colocô n l , e l  

tamp6n a 0 y se anota la fluorescencia de la cubeta de referencia 

que se ajusta siempre a l'O .

Antes de cada lectura de la cubeta de valoracibn, el tampon y 

la cubeta de referencia se leen y si es necesario el instrumento se 

reajusta a la lectura in ic ia l, esto corrige la desviacién en la res- 

puesta fluorimétrica.

/8 0
5 - 10 - 20 - 40 microlitros de solucién de dicloxacilina se ona 

den a la cubeta de valoraci6n. La solucibn se me z cl a y se mide de 

nuevo la fluorescencia. Al final de la valoraci6n, la absorcibn de la 

soluci6n de valoracién se détermina a 292 y 334 nm Irenie a la 

solucibn de referencia , con lo que se comprueba que el efecto de 

filtro  interno es despreciable .

La concentraci6n molar de SAH era de 3'b . 10 ^

La concentraciAn molar de dicloXacilina era de l ' I  , 10 y es­

ta soluciAn contiene una concentraciAn de SAH igual a la soluciAn a 

valorar ( 3, 6 X 10 ^ M ), para evitar el efecto de diluciAn de la - 

concentraciAn inicial de albûmina al anadir la soluciAn del antibiotico.
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Partimos de una longitud de onda de excitacién y se lia ce un ba- 

rrido de einisîAn, de seroalbumina, dicloXacilina y vitaniina 13̂ 2 •

La soluciAn vitainina 13̂ 2  ̂ nna longitud de onda de excitaciAn -  

a 360 uni , no tiene fluorescencia .
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Colocamos la soluciAn de proteina en la cubeta del fluorAmetro 

fotoelActrico, ajustâmes el instrumento para hacer un barrido empe- 

zando la excitaciAn a 230 nm y observâmes un mâximo de emislAn a 

338 nm ( grAfica ndmero 36 ) _ primera figura.

Siendo las condiciones del aparato :

Sensibilidad 0'3 

Fino 0

Rendijas 10 y 10 

Lectura de la emisiAn 338

GrAfica nAmero, 2® figura ( 36 )

ExcitaciAn -  292 nm

EmisiAn -  A partir de 295 nm el mAxiino de emisiAn es a 338 nm 

Condiciones del aparato - Las mismas

ConcentraciAn molar de seroalbdmina = 3'6 . 10 ^
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Se coloca la soluciAn de dicloxacilina en la cubeta del HuorAme- 

tro fotoeléctrico y empezamos a excitar a 260 nm observando el mA - 

ximo de excitaciAn a 280 nm, recogiendo la emisiAn a 310 nm ( grAfi - 

ca nAmero 37 - primera figura ).

Condiciones del aparato;

Sensibilidad- 30

Fino -  0

Rendijas - 10 y 10

GrAfica nAmero 37 segunda figura

Se comienza a excitar a partir de 283 nm, observando que el mA 

ximo de emisiAn es a 312

Condiciones del aparato las mismas

ConcentraciAn molar de dicloxacilina = l ’ I . 10 ^
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Después de obtener la curva de la intonsidad relativa de fluores­

cencia Ip /  Ig frente a R ( grâfica n* 39 ), se ajusta la porciAn lineal 

inicial de la curva a una linea recta por el método de los mfniitios cua- 

drados.

La ecuaciAn serA:

donde I — = fluorescencia a la relaciAn R F

•o

Cuando R => 1, es d ec ir, cuando una molécula de ligando se liga 

a una molAcula de seroalbAmina

F j .  Fq -  m.

y para los primeros sitios de uniAn, la mAxlma inhibiciAn de la fluorés 

cencia vendrA dada por

P Q - ' ' l  -  "*i

En la ecuaciAn

(pji (c(p cj
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[p c 9  c ,.
-----------  =  — = V
[ p ] , f p j .

La concentraciAn de nntibiAtico libre vendrA dada por

[ c j  -  [ c , ]  - [ c j  .  c , -  Q [p ]  ,

La concentraciAn de la proteina libre

[p ]  - [ P ] ,  - [P b ]  = [ P ] ,

y entonces

[p c j  _ Q [p] t
K

| P | | C J  l|P| , - Q | P I , I |C,  - IP|  ,|

y simplificando y teniendo en cuenta que

R .

|P |t

lleganios a

K -  Q

( 1 - Q ) ( R - Q ) i Pj j
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y para utilizar el mAtodo de Scatchard, si n = numéro de puntos de 

uniAn

nK -  K Q = __2_

Q
y representando ________________  frente a Q da una Ifiioa cuya

[k - 0 ] M  t
intersecclAn con el e je de absclsas da el numéro total de puntos de 

unlAn y la IntersecclAn con el de ordenadas, el produc to de este nu 

mero por la constante de afinidad.

En el caso de dicloxacilina - SAH, la representaclAn de la fluo 

rescencia relativa frente a R nos da la grAfica numéro 39 en la que 

se ajustan los diez primeros puntos a una Ifnea recta por el mAtodo 

de los mfnimos cuadrados.

La ecuaciAn de la recta ajustada es

F = 23 '3  - 4'41 R

y se calcula el parAmetro Q para todos los puntos que se encuen- 

tran por encima de la Ifnea ajustada

Fn - F i 23 ’3 - F i
Qi  =

m̂  4'41
los valores obtenidos se observan en la tabla n® IV
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La curva de saturaciôa que représenta Q Trente a R, o sea, 

la fracci6n de silios ocupados Trente a la relacién C^, /  [P ]^  se pu£ 

de observar en la grëTica numéro 40

El neîmero de sitios viene dado por la interseccién de las tangen 

tes a baja concentraciôn y la asfntota. For este procedimlento se en- 

cuentran 2*25 puntos de uni6n, para la dicloxacüina con la SAH por 

el método de amortiguaci6n de Tluorescencia.

Para calcular la constante de asociaciôn se traza la gr<îTica de 

Scatchard A,j, Trente a Q ( grâTica ndmero 41 ) , que no es una 

linea recta al igual que en el caso de dbâllsis, por lo que bay que su- 

poner que existe mds de una clase de sitios de uni6n. Para compro - 

bar esto y obtener una idea de la naturaleza de esta unién, seguimos 

el procedimiento de Weber y Anderson ( 1.965 ) ( 4 0 ) ,  de represen- 

tar el logaritmo de la concentraciôn de ligando libre Trente al par4me  ̂

tro Q f  Gr4Tica n* 42 )  . ,

Llevados los valores de Q y A j  a la  computadora, nos da la -  

siguiente ecuacién ;

y = 36*43 - 136*82 X + 215*77 _ 172*74 X ^ 4  69*04 X^ - 10*92 X^

coeTiciente de regresiôn = 0*99635



168



169

it liM lit i* *  4*

;CATCM* * 0

I* «»>•* 4f 9IC10XACIIIMA • tAH

• 0  I I  IX I I  14  13 I *  13

^»l* '



1 70

_o.

0 3  o o i -  i
- 3



171

10 Ce • to '



172

I N F L u f: N c  1 A DE L A  V I T A M l N A 131 2

EN LA  F L U O R E S C E N C I A  DE LA

S E R O A L B U M I N A

l.iis tlioz primeras deierrniiiaciones se hicieroii anaclioiido a 3 ce. 

de scroalLûmina, partes alücuotas de vitamiiia 1 '8 m_q % obse£

vaiido un descenso de la fluorescencia de 100 a 68 ( I abla V ),

Como este descenso es pequeno, se repite la ëxperiencia con so- 

luci6n de vitamina  ̂ una concentraci6n diez veces mayor ( 18 mg % )

descendiendo ta fluorescencia de 100 a 30 ( Tabla V I ).

Para realizar la curva de descenso de la fluorescencia, se colo­

ra n en al)scisas la relaci6n molar medicamento - albumine y en ordena 

das la fluorescencia ( G rifica  44).

Los primeros puntos de esta grëfica, se ajustan a una Ifnea recta 

por el mëtodo de los mfnimos cuadrados con el fin de calcular F^ y m̂
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para oblener el paramétré Q

Los valores obieniclos se resenan eu la labia VI , donde se pviede 

observar que las difereucias R - y por taalo (R  - Q i ) A ^  = Conc. 

lib re , saleu negalivos, lo que mues Ira que la vitamiua l)^^ une mucho 

a la albumiua; y a las coiiceniracloues de uuestras experiencias perma - 

nece totalmeiito uiiida. Pero, teiiiendo eu eueiila que las dos is de osla 

vitamiua que se admiuistran al orgauismo sou muy pcqucnas, y que lo 

«jue estudiamos os su posible luHueucia eu la asociaciou del auiibi6ti- 

co, no liemos considerado oportuno seguir a urne n ta ndo la proporciôn.
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I A H 1. A V

IN F L U E N C tA  PE L A  V IT A M IN A  EN L A  FLUOR F SC F NCI A

DE L A  S E R O A L B U M IN A

E xpe r ionc ia  RolaciAn cle Moles I I ao re scene ia
R

1 0'24 ., 1 0 -4 100

2 1'39 .. 10 “4 95

3 2'47 . 10 -4 92

4 3*48 . 10 -4 90

5 4 ’43 . 10 "4 88

6 5’33 . 1 0 - 4 80

1 6‘ 18 . 10 -4 83

8 7'75 . 1 0 - 4 76

9 9 ’ 16 . 10 -4 72

10 10'44 .' 10 "4 68
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A M O R T I G U  A C I O N  DE L A  F L U O R E S C E N C I A  EN L A

A S OC I AC I ON  DE D I C L O X AC l L l N A A L A  S F R O A L U U

M I N A  EN P R E S E N C I A  DE V I T A M I N A  11 12

En la griîlica n* 45 observâmes cl e spec tro de ainori iguac 1611 de la 

fluorescencia al anadir a la seroalbumina ademds de la dicloxaciliiia , - 

partes alicuotas del otro ligando, soluci5n de vitamina I i j 2 -

La curva de saturaciôn que représenta Q frente a R , se puede - 

observar en la griSfica n® 47 . El niîmero de sitios viene dado por la in- 

terseccién de las tangentes a baja concentracién y  la asfntota . Por este 

procedimiento se encuentran i '3  puntos de uni<5n, para la dicloxacilina 

- S Ail -  vitamina IL^g por el m«?todo de omoriiguaciAn de la fluorescencia.

La grdfica mSmero 48, es la representaci6 ii de Scatchard para cal -  

culas la costante de asociaci6n y représenta A j , frente a Q , como en 

los casos anteriores, no es una Ifnea recta por lo que se supone tam -  

bien que existen mas de una clase de sitios de uni6n. Esto se comprue- 

ba por el procedimiento de Weber y Anderson ( 1,965 ) (  4 0  )  , r e ­

présenta el Icgaritmo de la concentraci6n de ligando lib re , frente al -
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parAinclro Q , doiidonos uiia idea de la nalui'aleza de esla uuidii ( gra- 

fica numéro 46 ) .
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Ajustando lo primera porci6n a una Ifnea recta por el método de 

les mfiiimos cuadrados

I- 5 ’2() -  1'98 R

Obtenidos los pardmetros de Scatchard y llevados a la computa- 

dora nos dan la siguiente ecuaciAn de la grdfica ;

y = 35'08 - 136*92 X 4  202*80 X^ _ 13*41 X^ 4 33*29 X^

coeficiente de regreslAn = 0*99980
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RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar se ha calculado la eslequiometria, mediante 

las grdficas eu que se représentait el numéro do molécuias de llgan 

do unido por mol de proteina ( r ) ,  frente a la relac i6n concentra - 

ci6n de ligando/ concentraci6n de proteina ( R ). ( Grdficas 23,28, 

32,40 y 47 ).

Los resultados son;

Dicloxacilina-SAH

D ic lo x .-V it F3j2-SA11 

V it. -  SAH

Didlisis de 
equilibrio

n = 2,25

n ,  2' 00 

n = ;j'40

Eluorescencia

n = 2-25 

n= l'3

En los que se puede observar, que para el caso de la uni6n de 

dicloxacilina a la S AH, se obtiene la misma relaciôn de estequiom£ 

trfa , pôr ambos m^todos, el de diâlisis de equilibrio y el de inhibi- 

ci6n de la fluorescencia.
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No ocurre igual en lo que respecta a la influencia do la vita 

inina 8^2 # que por didlisis da un valor de 2*00 y por cl ni^lodo 

de la fluorescencia proporciona un valor de l'3 .E s ta  difcrencia 

entre los mélodos la han apuntado ya algunos auto res y lo a tri -  

buy en al elevado valor de las constantes de asociacién de es­

tas suslancias, que suponen e rro r es en cl primer mftodo.

Al obtener un numéro de sitios mayor que la unidad, hemos 

estiidiado,la naturaleza de esta uni6n , sigulendo las directrices  

de Weber y Anderson ( 40 ) ( ya indicado antes )•

Represenlando - Log frente a r ,  se deduce si la uni6n 

es simple, multiple o cooperativa. Los resultados obtenidos, nos 

conducen a suponer que se trata de una uni6n multiple , no coope­

rativa, tanto para la unién dicloxacilina - S AH, como en el caso 

de la presencia de vitamina y en la uniôn de esta ultima sus-

tancia a la SAH.

Al hacer la representaciôn de Scatchard de r /  Cq frente a 

r , nos encontramos con una curva que indica también distintas 

clases de sitios de uniôn. Dada la asimetrfade la grdfica podemos 

suponer que existen uniones fuertes, correspondientes a los valo- 

res elevados de r /  C^, y uniones débiles correspondientes a la
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pane baja do la curva.

koduciromos cl probloma a dos couslaiUos do untôn, ainbas 

leiidrdii loa vulores incdios poiidcrados corros|)oudionics a las dos 

clasos do punlos dc uuiôn, lue nos y débiles.

La ecuaciôa dc Scatchard scré entonces:

14 Ce 1+ Ce

Se h III pi ojiucsto iiiuchos métodos para la doiornunao ion do 

los valorcs dc k  ̂, k^, y ii^ a partir de los diagi anias oxperi- 

nieiitalos, que iiicluycii la ulilizacion de ordonadoros para oblouer 

la ccuaciôn de la gré lica .

Nosolros lionios obteiiido ecuaciones poliiioinuas liasla de gru 

do 5 cou coelicieutes de rcgresiôu muy aceplables ;
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Las extrapolaciones sobre los 2 ejes llevan a los valores

= n, k, 4  n_k.
Cc r=0 ‘ “

^ ■■ r /Q .O  ■ " l  +

con lo que tenemos cuatro incognitas .

Si utilizamos dos puntos de la grdfica, obtendremos cuatro 

ecuaciones para estas cuatro incôgnitas .

Desarrollando la ecuaciÔn;

—— - n̂ k̂̂  4  n^k^ 4 ( n  ̂ 4 n^ ) k^. k^ - C K 4 4  K C ) r

y  si para simplificar hacemos :

L = r /  Ce ; T = Ce ; S = k  ̂ 4 k^;. P = k  ̂ k^ ; AK = n  ̂kĵ  4  n  ̂ k2

y  AN = Uj 4 n^

sustituyendo, résulta la ecuaciôn:

L T S  4 L T ^ P - A N T . P  = A K - L
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que, aplicada a dos puntos de la grdfica nos permite obtener el va­

lo r de las dos incognitas ;

de las que los valores de las constantes k̂  ̂ y  k^ serdn las raie es

de la ecuaciÔn de segundo grado;

K ^ - S K + P = 0

y conocidos Los valores de k, otras dos ecuaciones con dos inco^ 

nitas nos darôn los valores de n  ̂ y n^

A K = " l  ^1 "2  ^2

A N  = n  ̂ 4  n^

El problems se encuentra en la enorme imprecisiôn de las ex 

trapolaciones para obtener los valores de A K y AN.

Siguiendo las indicaciones de Galleyrand ( 80 ) hemos cons- 

truido un programs de cdlculo al que se le proporcionan très va -
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lores numéricos de extrapolaciones sobre cada eje y se calcula la 

isoterma teôrica que corresponde a las nueve combinaciones posi - 

bles de estos très valores.

Estas isoterma s se comparas con la isoterma experimental con 

cl fin de elegir la m5s a corde con ella .

Este programs lleva dos subprogramas:

1*) - El subprograms RESOLP para la resoluciôn de sistemas l i -  

ncales y

2 -) - El programa RACINE que nos calcula las constantes de inte- 

racciôn.

Tenemos que darle al ordenador:

1®) - Los coeficientes de las inco'gnitas en el sistema de ecuacio­

nes obtenidos de la isoterma experimental ( dos tarjetas de da 

tos ).

2®) - Los valores de las extrapolaciones de A N eu una tar jeta los 

très.

3®) - Los valores de las très extrapolaciones de r /  Ĉ - = A K en 

olra tarjeta.

4-®) - Treinta y dos valores de concentraciôn de medicnmento libre
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que nos servirdn para calcular las curvas teôricas, a razôn de diez 

valores en cada tarjeta .

El programa nos da nueve resultados y en cada uno de e llos, 

los valores de y  k^, y n^ y très columns s dc 32 puntos ca 

da una, con los valores de C^, r  /  y r .

Para cada uno de nuestros clnco casos liemos de comprobar , 

cual de las nueve isotermas teôricas présenta mayor concordancia 

con la curva de Scatchard experimental.

Los resultados teôricos mds acordcs con las isotermas expert 

mentales se pueden observar en la siguiente tabla:
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RE SU MEN Y CONCLU SIGNES

1®) - So lia oslutliado la asociaciôii dc la dicloxacilina con la SAH y  la 

influencia de la presencia de vitamina H [g en esta asociaciôn, por 

dos métodos: didlisis de equilibrio y amortiguacion de la fluores­

cencia de los restos del triptofano.

2*) - En los estudios de didlisis se pone de rnanifiesto la cxistencia de 

al me no s dos clasos de sitios de uniôn sobre la proteina a los que 

puede ligarse el antibiôtico,

3*) - Se comprueba que la naturaleza de esta uniôn no su pone ningun 

efecto coopcralivo, sino que corresponde a uniôn multiple e indê  

pendiente.

4-®) - La estequiometrfa total oscila entre 2 - 2'25 segûn el môtodo a 

plicado para su cdlculo y los valores individualcs de cada clase, 

son 0'9 y L'2 calcidados segun el môtodo de Scatchard.
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5* -  Las couslatilos do asociaciôn son:

K  ̂ -  5*6 . 10 ^

= 1 ’ 18 .  10  ^  M ' ^

6® - La presencia de In vitamina 13 esta asociacion a lee la a la

ostoquiometrfa que calculada por el môtodo de Scatdiard nos da 

3'5 punlos totales quo eu valores individuales son 0'4 y 3 '1. En 

cambio no se modi lie an las constantes de asociaciôn aprcciable- 

mento.

7®) -  Por el môtodo de did I is is de equilibrio so lia cstudiado tambiôn 

la asociaciôn vitamina “ S A Ii, y esta asociaciôn résulta

dc naturaleza multiple y los valores obtenidos segun el môtodo 

de Scatchard son :

n  =  3 ' 9 ;  n ^  = r O O  ;  n ^  -  2 * 9 0

= 2*95 . 10 ^ y = 5 ’9 . 10 ^

8®) -  En los estudios de fluorescencia de dicloxacilina- SAH se pone 

tambiôn de rnanifiesto la cxistencia de al menos dos clases de 

puntos de union, no coopérativos, cuya cstequiometria total o£ 

cila entre 2'25 y 2*5 y que proporc iona valores individuales
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ca lcu l  ados por cl rnôiodo do S catchard  de 0*70 y L'8, siendo 

las  constantes re sp e c t iva s :

K j = 5*16 . 10^' M " ’ y 

- l'3 4  . 10 ^ M ” ’

9®) - Por la lôcnica de II iiorescenc ia la presencia de vitamina » 

no altera signilicativamente la estequiomeln'a total y parcial, 

si l)ien la constante de asociacion de los punlos tie 2 ' clase, 

aparece notablemente tlisminuida.

10)- De la compai aciôn de los resultados obtenidos por ambos rn^

lodos, se puede concluir cpie en ausenc ia de vitamina f̂ vin

absolutamenle comparables. En presencia de vitamina O j2 » ôs 

resultados son sistematicamente su(>eriores |ior el môtodo de 

didlisis. Eslo se puede atribu ir al enorme eleclo de amorti - 

guaciôn dc la riuorescencitt del triptôlano que présenta la yj. 

ta mina que puede enmascarar los resultados debidos a

la dicloxacilina, y que nos ha imped ido realizai' los cdlculos 

de uniôn a las concentraciones (|ue empleamos en este trabajo.
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