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INTRODUCCION

El conocimiento de los antibidticos ha constituido uno de los principa-~
les problemas desde que se inicié el descubrimiento y la investigacién sobre
éstos f4rmacos y actualmente se estd prestando una gran atencidn a los mé-
todos para su estudio y andlisis. Anteriormente el mayor interéds cifraba en
las técnicas para obtener antibidtices en productos naturales, ya que la sfn-

tesis de los antibidticos se ha realizado en las dltimas décadas.

El desarrollo de procedimientos précticos para el andlisis de antibid-
ticos integrantes de preparaciones farmacedticas en muestras bioldgicas ;
sangre, orina, o en los érganos de animales de experimentacién tiene una
especial importancia en Medicina, y el empleo progresivo de antibidticos
sintétitoa ha proporcionado un mayor estfmulo al perfleccionamiento de los
métodos para-la determinaciédn de antibidticos utilizados en medicina humana

y animal ( veterinaria ).

Los primeoos anflisis de antibidticos se hicieron empleando métodos

biol®ogicos y los efeclos especilicos producidos en animales de experimenta-



cién sirvieron de base para la valoracién cuantitativa de los mismos. Los
métodos quimicos y fisicoquimicos se han ido desarrollando gradualmente
y han ido reemplazando a los métodos bioldgicos, por lo mismo el empledo
de los métodos bioldgicos se van limitando sucesivamente pués requieren
mayor tiempo para su ejecucidn, son normalmente m4s caros, y sus limites

de error son con frecuencia amplios.

La graln mayorfa de los medicamentos utilizados en la terapettica
moderna se unen en propovciones variables a la seroalbdmina u otras pro-
tefnas plasmmdticas o tislares, constituyendo &sta unidn una interaccién re-
versible andloga a la que tienc lugar entre enzima y substrato, con la di-
ferencia de que el medicamento unido a proteina no origina nuevos produc-
tos y se comporta como un reservorio inactivo de medicamento, que podré
desencadenar el efecto terapeiitico una vez disociado de su combinacién al

soporte protefco ().

En el caso concreto de antibidticos y en general de agentes quimiote-~
répicos, el grado de combinacién de medicamentos con seroalbimina supo-
ne por una parte la prolongacién de la semi-vida del medicamento, por otra
qe las concentraciones de medicamento libre son muy inferiores a las con-
centraciones totales de medicamentos en plasma. La fracciédp de medicamen-
to unida a seroalbdmina es inactiva. La forma llamada libre ( no fijada ),
es la farmacolégicamente activa y difusible. Y es ésta, la responsable de

1a actividad biolégica del medicamento que se utilice y de su difusibilidad




a las distintas estructuras tisulares a las que interesa que el medicamen-

to llegue con una concentraciédn eficaz . il equilibrio entre la porcién de
medicamento fijada y lu porcidn libre en sangre depende de factores mdlti-
ples como pueden ser naturaleza quimica del medicamento, especie animal,

condiciones fisicoquimicas del medio etc.

El estudio de los parfmetros de interaccién puede realizavse " in vi-

tro " e "in vivo ". Los resuliados obtenidos por técnicas "in vitro " nos

permiten una aproximaciédn racional y bastante exacta para poder prever

el comportamiento " in vivo " del medicamento a efectos de su unidn a sero-
albdmina, confinamiento en compartimento plasmético, extravasacién y de-
méAs parémetros farmacocinéticos que puedan depender de la interaccién
medicamentos-seroalbdmina. Teniendo en cuenta que las técnicas " in vi-
tro " tienen interés cuando la sustancia a experimentar se [ija a seroalbd-

mina en proporciones relativamente altas. ( )



OBJETIVO ¥ PLANTEAMIENTO

Bas4ndonos en que la uniédn de los medicamentos a las dife-
rentes proteinas séricas o tisulares pueden influir sobre su ac~
cidn terapedtica, farmacodindmica y téxicologica,y tenicndo en
cuenta la trascendencia de este fendmeno , hemos elaborado nues-
tra memoria experimental de grado de doctor de una forma muy es-

pecifica y concreta. Tratdndose de un estudio " in vitro " de la
fijacién de un medicamento a proteina plasmética. Il medicamento
objeto de estudio ha sido la dicloxacilina y como proteina hemos uti-
lizado seroalbdmina humana obscervando asimismo la influencia que
tiene en el fendmeno la vitamina 1}]2 . Los métodos que se han uti-
lizado son el de Diflisis de equilibrio y el de la amortiguacién de

la Fluorescencia. El tratamiento de datos ha sido realizado por

el método de Scatchard y de Regresién lineal.

Los resultados obtenidos por la utilizaciédn de técnicas " in vitro"

nos ha permitido una aproximacidn racional y sulicientemente exacts
para poder prever el comportamicnto a efectos de su unidn a seroal-

PR . : . . .
bimina, confinamiento en compantimento plasmético, extravasacién y



demds pardmetros farmacocinéticos que pucden depender de la intera-

ccién del medicamento con seroalbidmina.

Las penicilinas naturales administradas por vfa oral se destru -
yen en un ochenta por ciento por el jugo géstrico y por la penicilinasa
de la flora intestinal, de forma que para conseguir niveles eficaces hay
que dar dosis cinco veces superiores o las parenterales. Lo cefalospo
rinas se absorben todavia peor que las penicilinas y andlogo compor -

tamiento tienen la alilmercaptopenicilina y la meticilina.

Debido a esto en los dltimos afios, los intentos de desarrollar nue
vas penicilinas a través de la modificaciédn molecular han sido amplios

1

y afortunados, esforz4ndose en encontrar la denominada " penicilina
ideal ", ( estable frente a los 4cidos y a las beta - lactamasas, bien
absorbidas, poco ligable al suero, no alérgica y con un amplio espec-

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

sante el estudio de la DICLOXACILINA.



PARTE GENERAL




SEROALBUMINA HUMANA

Estructura. - El plasma contiene gran cantidad de protefna, el 50%
de las proteinas plasmdticas lo constituyw la albimina, luego la albdmina
humana , es una proteina plasmitica con un peso molecular que oscila en-
tre 66,300 y 69.000, dependiendo de la suma de pesos residuales del
andlisis de amino4cidos ,o de las propiedades [fsicas de los coeflicientes
de sedimentacién y difusién empleados. 1.a serocalbdmina contiene 584 ami-
no4cidos con gran abundancia en 4cidos glutdmicos y aspdrticos y con un
notable defecto en triptofano. La albiimina produce el 80 de la presién
oncética del plasma aunque esta presidn oncética no es una funcién lineal
de la albdmina pues cuando la concentracidn de albimina disminuye a la
mitad de lo normal, la presiédn oncélica baja a un tercio. ( 1). Un punto
de interés, como indica Howland es la variacién de la presidn oncética en-

tre la bipedestracidn y la posicién supina.(2)

La alb'umina sanguinea que constituye entre el 30 y 40% de la albdmi-

na del cuerpo}.‘est& en intercambio activo con otros fluidos del organismo.



El 10% o més dé la albdmina circulante pasa cada hora al fluido in-
tersticial desde donde es retornada a la sangre, via sistema linf4 -
tico.

La albdimina tiene una gran actividad para combinarse, de ma-
nera reversible con cationes y aniones, por lo que tiene vital impor
tancia en el transporte o inactivacién de un sin ndmero de sustan -
cias , incluyendo metales, medicamentos, colorantes, dcidos gra -
sos, hormonas y enzimas. Y son los medicamentos acldicos los ge-

nerialmente mas dvidamente unidos ( 3 ).

( 4)Goldstein recogid en 1.949 toda la informacién obtenida hasta
aquel momento sobre las interacciones entre medicamentos y prote-
inas, este trabajo sirvié de estfmulo para que numerosos investiga-
dores se ocupasen del tema tratando de contestar a las cuestiones
planteadas por Scatchard: ; Por qué ?, ; donde ?, ; cuantos 7,;qué

cantidad ?, ; en qué extensidén 7(5)

Actualmente se acepta que un gran ndmero de los medicamentos
utilizados en la terapeitica moderna se unen, en grado variable, a
las proteinas plasméticas de forma reversible, con lo que se modi-

fican algunos parédmetros farmuacocinéticos del medicamento en cues
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tidn. Van Os ¢ colaboradores (0 ) observan la inlluencia que ticnen
la unién de medicamentos a proteinas plasméticas en cuanto a elimina

cién, concentracidn en tejidos, actividad y toxicidad,

Brodie (7 ) obsearva la importancia de los medicamentos que in-
teractuan al penetrar a través de las membranas biolégicas.

Al llegar el medicamento al compartimento plasmético dilunde
hacia e} fluido extramuscular y esta transferencia de un comparti -
mento a otro es funcidn de la concentracidu libre del ffrmaco, por
lo que el equilibrio se ve alectado al madificarse la proporcién de
medicamento libre como consecuencia de la fijacién 4 protemas plas

méticas.

Son varias las clases de proleinas plasmdticas que interactuan
con pequefias moléculas pero la fraccidn que contribuye més podero
samente a la unién con medicamentos es la seroalbimima. Con un pe
so molecular de 69.000 y un punto isoetéctrico de pll 5, presenta
alrededor de 100 puntos de carga positiva y otros lantos de carga
negativa por molécula. El ndmero de puntos de unidn es muy infe-
rior al de puntos de carga, y las caracterfstcas de la unidn depe
den fundamentalmente de la estructura molecular del medicamento.

LLa naturaleza y mecanismo fntimo de la unidn de medicamentos
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a proteinas circulantes ¢s bastante confusa y todavia no se ha formu-
lado un mecanismo gencral de interacciédn existiendo diversas teorias
seglin los autores: Geisow ( 8 ) hace referencia a un modelo de Bro
wn que supone un motivo formado por dobles bucles o dobles curvas
cruzadas por restos de cisteina adyacentes que definen tres regiones
homélogas de las cadenas: marcadas 1, Il y Il en la figura ndmero( 1)
que forman compartimentos tridimensionales y esta suposicién junto
con el ndmero considerable de restrinciones impuestas por 17 puen-
tes de disulfuro, ha conducido a la idea de que cada recinto est4 for
.o
mado por 6 hélices ( tres dobles bucles ) que definen una forma cilin-
drica y la albdmina estd formada por tres recintos cilfndricos de es-

te tipo.

En ellos se encuentran las cadenas de puntos liofébicos y la en-
trada a los recintos estd formada por los bucles largos con cadenas
positivas localizadas, con las que se unen los aniones orgénicos que
actuan como ligandos de la seroalbdmina. Y llega a indicar que los
4cidos grasos se ligarin de preferencia al cilindro ndmero 11, mien
tras la bilirvubina y otros ligandos aromdticos prefieren los recin -

tos I, y 1.

Karush dice la seroalbimina posce una adaptabilidad configura-~
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cional para una graun variedad de pequeiias moléculas, de tal manera
que los puntos de uniédn se van formando o configurando durante el
proceso de interaccién por el medicamento ( g).

MC. Dougal expresa de acuerdo con Yu y sus colaboradores
que en medicamentos acldicos, como el 4cido acetilsalicllico, los
puntos receptores son la funcién amino del grupo lisina de la albd

mina ( 10).

Skidmore y Whitchouse ( L1) establecen para medicamentos ar
tiinflamatorios, como fenilbutazona e indometacina, una primera u-
nidn a la molécula de seroalbdmina por medio de fuerzas electros-

tdticas.

(12) Cho y sus colaboradores expresan que la unién de la scroalbd
mina humana y la bis-hidroxicumarina serfa el resultado de una trans
ferencia de moléculas hidrolébicias de un medio acuoso a una regibn
de menor constante dieléctrica, con disminucidn de la entalpia del

sistema.

La albdmina mantiene marcadamente constante ¢l anabolismo,
catabolismo y la consiguiente concentracidn plasmdtica en situacio-
nes de salud aunque hay diversos lactores que influyen en la sfite-

sis de albdmina, entre los que se encuentran la nutricién, el medio

12
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ambiente, el entorno hormonal y la presencia de una enfermedad. Entre
las hormonas que han demostrado afectar a la sintesis de albimina es-
t4n; la hormona tiroidea, insulina, hormona de crecimiento, testoste -

rona ACTH y hormonas adrenocorticales (13).

Cuando la nutriciédn, medio ambiente, entorno hormonal y la salud
son normales, cl principal regulador de la sintesis de albdmina os la
presién coloidosmStica en los lugares de sintesis o cerca de ellos. El
contenido de albimina dentro de las células hepéticas donde se sinte-
tiza, se estima que corresponde a 200 mcr/g - 500 mcg/g de tejido
hepdtico ( l.a extraordinaria capacidad de sfatesis protéica del higado
se comprueba indirectamente en el hombre en ciertos casos de nelri -
tis y nefrosis, en los que pueden eliminarse diariamente de 15 a 20 g
de proteinas durante largos periodos sin que lleguen a aparecer mo-
dificaciones graves en la concentracién de seroalbimina), Despues de
la sintesis, las moléculas de albdmina pueden alcanzar el torrente cir
culatorio por dos caminos:

primero - pasar directamente a través de

la pared de la célula hep4tica a los sinusoides

segundo - pasar al espacio de Disse y desde



alli a los linfdticos hepdticos, al conducto trdcico, v linalmente al es

pacio intravascular.

L.a semivida de¢ la albdmina oscila entre 10 y 25 dfas, aproxima=
damente es de 17 dfas( 14) . La concentracidn de atbidmina en l{qui-
do intersticial es del 20 al 80 % de la concentracidn plasmiética, sien

do estade 3'5 a 4'GC g/ 100 ml (15).

La Fraccidn albimina parece sintetizarse de modo exclusivo en
el higado, no obstante, algunos investigadores sostienen que su for -
macién dentro del hifgado no la realizarian los propios hepatocitos,

sino las células del sistema reticuloendotelial.

Ll catabolismo tiene lugar en distintos puntos preflerentemente

higado, rinones y tracto-gastrointestinal (16),

[.a albdmina disponible comercialmente es una solucibn esteril de
albimina sérica preparada a partir de un pool de sangre humana nor -
mal, plasma, suero o placentas, de acuerdo con las exigencias esta -
blecidas en diversas farmacopeas. No menos del 96 % del total de pro
teinas en el producto es albdmina. Cada unidad de plasma empleado en
la preparacién de albimina ha dado resultado negativo lrente al antige

no de superficie de la hepatitis 3 C 1 HH/\ )
s g

14



y el produclo es pasteurizado a 60 ¢ C durante 10 horas.

Las soluciones de albimina no contienen isoaglutininas clinicamente
significativas ni otros anticuerpos el pll de la soluciones de albimina se
ajusta a 6,4 - 7,4 con carbonato sédico, bicarbonato sédicoy / o 4cido
acético. En el comercio nos encontramos que el preducte ticne caprilato

s8dico y acetil triptéfano sédico como cstabilizadores. (17)

FUNCIONES FISIOLOGICAS

Desde un punto de vista 1edrico, el cmpleo terapetitico de ta albdmina
serd correcto siempre que se aprovechen las propiedades [lisioldgicas de
la misma. Sin embargo, en muchos estados clinicos con indicacidn tedrica
su empleo se ve restringido, pues hay que contar con dos problemas que a
nivel hospitalario hacen disminuir el nimero de cuadros clinicos en que es-
t4 indicado su uso, como son su alto coste y, en cicrtas ocasiones, su au-
sencia en el mercado.

Su relativamente bajo Pm y su alta concentracién en plasma le hacen
el mayor determinante de la presién oncética.

Una de sus funciones m4s importantes es la de servir de transportador
de materiales endégenos y pequeiias moléculas, como son los medicamentos
en la sangre. Los medicamentos como compuestos enddgenos que son cuan-
do estdn unidos a seroalbdminas son bhiologicamente inactivors. La unidn a
seroalbimina pucde considerarse como una forma de suprimir la potencial

actividad biolégica de una amplia variedad de compuestos, as{ como un reser-
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vorio de los mismos.

El empleo terapeiitico de la albdmina est§ claramente indicado en shock
hipovolémico, es decir en estados en que la gravedad del cuadro se deba a
la pérdida de plasma m4s que a la pérdida de hematies (8,19, como es el
shock debido a quemaduras, traumatismos, aplastamientos, etc.

Cada gramo de albimina administrada arrastra aproximadamente 2O ml.
de agua al compartimento vascular.

Quemados. - Durante las primeras 24 horas, despues del accidente tér-
mico, hay un incremento en la permcabilidad del lecho vascular con pérdidas
de agua y proteinas al compartimento extravascular con la consiguiente hemo-
concentracidn intravascular; en estas circunstancias se deben administrar
grandes cantidades de solucidn cristaloide y menores cantidades de albimina
para mantener el volumen plasmftico 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 cutédneo ( y en otras
ireas afectadas por quemaduras) se usardn mayores cantidades de albimina
y menores de soluciones cristaloides 14,3)

Hipoproteinemia.- Es 18gico pensar 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 siniesis ( cirrosis ) se traten con ad-
ministracié;l de albdmina, que es la proteina pldsmatica mis importante cuan-

titativamente hablando. ( 20, 21)



DICLOXACILINA

El grupo isoxazdil-penicilina o grupo isoxazdlico, ha sido estu-
diado con intensidad en estos dltimos afios por reunir dos condiciones
esenciales:

a ).-Estabilidad del fdrmaco en el medio gdstrico
b ).-Resistencia al poder destructor de la penicilinasa segregada por
el estafilococo.

Este grupo estd integrado por diversas penicilinas sintéticas co
mo oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, nalcilina, difenicilina y glu-
coxacilina, siendo de mayor importancia las tres primeras. ( 22)

Su modo de accién es de tipo bactericida en lase de multiplicacién.
Son activas frente a estreptococos del grupo A y a estalilococos peni-
cilin susceptibles. Presentan intensa unién a proteinas plasmdticas
con una proporcién del 95' - 98%. ( 23)

La dicloxacilina, es la mds electiva de las penicilinas isoxazé-

licas para el tratamiento de infecciones por estalilococos on seres hu

17



manos. Posee una marcada accidn sinérgica con la ampicilina contra
Aerobacter, Préteus, Klebsiella, especies de Shigella, Pscudomo-
nas pyocyanea, Escherichia coli, Staphilococcus adreus y Strepto-
coccus fecalis. También inhibe la degradacién de la ampicilina por
la penicilinasa aislada de Escherichia coli o Staphylococci resisten
tes a la penicilina.

La dicloxacilina,es estable en el medio gdstrico y buena su ab-
sorcidn en el tracto intestinal comparativamente mayor a la de la o -
xacilina y cloxacilina. Esta absorcién aumenta en proporcidn a la
cantidad suministrada y logra obtener niveles sanguineos altos impor
Laiites.,

L.as elevadas concentraciones en suero de la dicloxacilina no
son debidas probablemeinte solo, a la mejor absorcidn por el tracto
intestinal sino a una combinacién de lactores: As{ la oxacilina, da
més bajo nivel en sangre debido a su muy rdpida destruccién y excre
cién por el hfgado. La cloxacilina y dicloxacilina se metabolizan por
el hfgado en més baja proporcién. La dicloxacilina también da més e-
levadas concentraciones en suero puesto que se excreta en menor can
tidad por los rifiones.

En resumen, por dar mis elevadas concentraciones en suero, la

18



dicloxacilina es significativamente mis activa frente a los estaliloco

cos productiores de penicilinasa que cualquiera de las otras penici -

linas isoxazélicas.

Los estafilococos coagulasa positives y meticilin - resistentes
aislados de exudado nasal son tambidn inhibidos por bajas concentra
ciones de dicloxacilina, siendo aqui las diferencias muy lamativas
si la comparamos con la oxacilina.

Las infecciones clinicas debidas a cepas meticilin - resistentes
se han encontrado raramente, pere la dicloxacilina da bucenos valores
terapeliticos si acaso ocurre,

Las tres principales penicilinas isoxaz8licas ticnen come vemos,
un elevado grado de afinidad por las proteinas del suero, pero la li-
gadura a las proteinas plasmdticas en ¢l caso de la dicloxacilina es
alin m&s fuerte. (

(24) ). Ximénes y ]J. Perche de Menezes han realizado estudios de
niveles sanguineos tras la administracién oral de triliidrato de ampici
lina y dicloxacilina sédica juntas,frente a las dosis orales de ambos
antibidticos por separado. En el trihidrato de ampicilina se obtienen
los mismos niveles sangufneos en la administracidn aislada y en la mez

cla y lo mismho pasa con la dicloxacilina ( un poco mds en combinacién).
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Los mismos autores, comparan la ampicilina potdsica en mezcla
con dicloxacilina sédica, con la absorcidn oral de cada antibiético por

separado. Los resultados son semejantes a los anteriores.

25) Ch. F. Graven Kemper, J.V. Benet, J. l.. Brodie y W.M.Kirby

”" "

realizaron una comparacidn farmacoldgica " in vitro " con oxacilina y

cloxacilina y ¢stos mismos autores compararon varias propicdades "in
vitro" y larmacoldgicas de la dicloxacilina con las de la oxacilina y clo
xacilina. El efecto de'las proteinas séricas sobre la actividad de estos
tres antibidticos lo estudiaron por tres métodos: Método de dilucidn ,
méiodo de placas modificado ( el organismo test es la Sarcina litea )

de Schollan y Schmidt y un tercer método por el procedimiento de ul -~

trafiltracidn.

Tampoco la dicloxacilina disminuye la actividad [rente a neumo -
cocos, como sucede con la cloxacilina. Adminisirada por via oral pro
duce niveles sangufneos cuatro veces mds elevados que la oxacilina y

dobles que la cloxacilina. ( 26)

Nosotros hemos utilizado la DICLOXACILINA SODICA, que es un
polvo cristilino de color blanco y sabor amargo, inodoro, soluble en

agua, metanol y butanol, el pll estd comprendido entre 5'5 y 8. La



humedad no debe exceder del S por 100, (27)

Reacciones de identilicacidn, -

1) Se incinera una pequeiia muesira; ¢l residuo de las reaccio
nes caracterfsticas del sodio,

2) Se incinera una pequceiia muestra en an crisal con exceso de
carbonato s8dico anhidro. Kl rosiduo de las reacciones ca -

racter{sticas det cloro.

Valoracién - Puede determinarse su riqueza por la técnica de Sch
mith incluida en la Farmacopea Britdnica y por ¢l método yodoméirico,

segin descripcidnde la IF. D. A.
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La presencia del segundo dtomo de cloro en el grupo fenilo, con
fiere a la dicloxacilina mayor actividad, especialmente frente a los

estalilococos productores de penicilinasa. ( 28)



VITAMINA B

Conocida por factor extrinseco, factor L. leichmanii, lactor
anlitiroides, factor de empollado de Tas gallinas ( hatchalbility -
factor ), factor del estiercol de vaca ( cow manure lactor ),hemé
geno, eritrotina, factor antianémico, factor laciobacillus lactis
Dorner, o ( FLLD ), EMI (eritrocito maduracién lactor ). APAF
( antipernicioso anémico factor ). HGI' ( human growth lactor ).

Internacionalmente se conocen varias sustancias con activi -

dad vitamfnica B ¢ cianocobalamina ( B3 ), hidroxicobalamina

12 ° 12a

(

, nitrocobalamina o nitritocobalamina ( 1512 ) que,cn gene
c gene

B2y

ral se designan con el nombre de cobalaminas.

l.a vitamina B3 se encuentra en miltiples microorganismos,

12

principalmente en bacterias y actinomicctos; en los hongos aumen

ta su proporcibdn por adicién de cobalto a los cultivos. La levadu-

evigle.

ra carece de ella practicamente y tampoco ‘en las plantas superiores,
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Donde se encuentra en proporcidn bastante elevada es en los mate~
riales de origen animal, especialmente higado, riiién, estédmago, carne
muscular. También existe en los huevos, queso,cascina comercial, etc.
En muchos casos es necesaxio liberarla maliante tratamiento emzimético
con proteidasa, ya que se encuentra ligada en forma de complejo proti-

dico, como ocurre, por ejemplo en el higado.

Ein principio se obtuvo extrayéndolo del higado. En la actualidad la
fuente industrial de obtencidn de esta vitamina son los liquidos de fermen-
tacién del Streptomyces olivaceus, Stretomyces rosochromogenus, Stre-
tomyces antibioticus , Mycobacterium smegmatis, lLactobacillus arabino-

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

(29 )La estructura esencial de la vitamina 1312 representa un nuevo tipo

de anillo compuesto similar, y sin embargo, con dilerencias al tetrapirréd-
lico de las porfirinas. Consta en efecto, de cuatro anillos eslabonados ,ca-
da uno compuesto de cuatro §lomos de carbono y un 4tomo de nitrégeno, pe-
ro cada anillo tiene por lo menos, un dtomo de carbono tetraconstituido;por

tanto, le falta la doble ligazén del anillo pirrol.

Como c¢n la estructura de la porflirina, los cuatro anillos en la molé-
cula de la vitamina HlZ van unidos por tres «—=Cw— puentes, pero el esla-
bén linal de clerre ,que une a los A y D, es directo. El dnico Stomo de
cobalto de la molécula ocupa el centro al estado de complejo interno, co-

mo el magnesio en la clorofila, y el hierro en los hemos, y lleva ademés



un grupo cianuro; de ahi el nombre de _cianocobalamina que se le aplica.

Mapas de densidad electrdnica y datos cristalogréficos, como también
el andlisis clinico, demuestran las caracteristicas detalladas de las cadenas
laterales fijas en los anillos. Lxisten tres de acetamida, tres de propiona-
mida, seis metilos en los anillos y dos metilos en los puentes de carbono.

El anillo D lleva una cadena lateral de dcido propidnico, que estd combi-
nada con un residuo de isopropilamina, que forma un eslabdn ester con el
4cido fosférico de un mononucledfide, con ribosa y dimetil bencilimidazol,
que también estd coordinado con el ftomo de cobalto. Las (drmulas emydri-

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

Se presenta cn cristales aciculares de color rojo oscuro o polvo del
mismo color, inodoros ¢ insipidos. Esta vitaminig s muy higroscépicn;el
producto comercial contiene casi sicmpre 12% de agua. Muy soluble en agua,
soluble en alcohol etflico, insoluble en &ter, &ter de peirdleo, acetona y
cloroformo. Iis sensible a la luz pero estable en prescncia de oxigeno y
soporta la ebullicidn en solucién acuosa. Es termoestable a pll dcido, el
pll éptimo para su conservacidn es desde 4 a 5. Por debajo de pii2 o por
encima de 7 se destruye répidamente. ( 31)

La vitamina le posee accidn clicaz en las anemias perniciosas cld-~
sicas de los addisonianos, asi como cn los pacientes con anewmia macroci-
tica nutritiva y spruc ( Goldsmith ). Actia sobre otros sintomas tales co-
mo los dolores abdominales, la degeneraciédn subaguda del cordén espinal

y lesiones neurolégicas ( Ungley ). Tiene efecto aunque menor, por via

2



oral , y éste aumenta al administrar simult{neameunte jugo géstrico’acido, 26
lo que implica que el factor intrinseco de Castle capacile la vitamina le
para ser utilizada en buenas condiciones, probablemente por aumento de

su absorcidn por el tracto gastrointestinal. Rosenthal ha demostrado que

la vitamina le se absorbe principalmente en el duodeno y no en el esté-
mago. tsta vitamina una vez absorbida, se acumula en el higado; en el plas-
ma circula unida a una alfa glicoproteina., penetra dentro de todas las cé-

lulas y se elimina por el riitdn y la gldndula mamaria. La vitamina 13, es

12
esenciol para la maduracidn de los hemafics , ya que interviene en la trans-
formacién del Acido ribonucieico en desoxirvibonucleico, interviene en la
formacidn de grupos metflicos 18biles esenciales para la sintesis de metio-
nina y 4cido folfnico, y en conversiédn del metilmatonii-coenzima A en su-

ccinil-coenzima A. La vitamina B, tiene electos lipoirédficos, comportén-

12

dose como factorlcpatoprolector y favoreciendo el anabolismo proteico. o~

das las sustancias con actividad vitaminica B, . carccen d: toxicidad y su

12
tolerancia es perfecta; pucden darse a dosis clevadas sinque se presen-
ten el m§s minimo trastorno. Estos [armacos se emplecan en el tratamiento
de la anemia perniciosa por via parenteral, ya que la absorcién oral no ves
ibl encia del factor intrii l fArm: mple
posible por ausencia del factor intrinseco. Los [irmacos que se emplean
en el tratamiento de la anemia perniciosa son la cianocabalimina e hidro-
xicolbalamina a una dosis de 15 a 30 microgramos por via intramuscular.

En polineuritis , neuralgias del trigémino sc administra en dosis de hasta

1.000 microgramos diarios.



( 32)Cuando la vitamina By se administra asociada a una proteina se
produce una deficiencia de esta vitamina By debido a una mala absor-
cién del complejo vitamina Byy - albumina, como demuestran,Charles E.
Kimg, jolin Leibach, y Phillip I, Toskes, en sus ensayos clinicos so -
bre la “Siguificacidn clinica de la deficiencia de vitamina 3] a conse-
cuencia de una mala absorcién de la vitamina 1319 lgada a proteina ™. -
Tuambien demostraron que la vitamina By, seasocia demancra difecente
a la seroalbumina procecente de distintos animales ¢ incluso a los dis -
tintos organos, Asi mismo obscrvaron tambien que la tigaz&n depende -
de la forma quilmica de la vitamina le ( cianocobalamina, hi(lroxicolml:_l
mina o nitrocobaslamina ) .

Las difevencias de comportamiento frente a las distintas seroalbumi
nas se deben a la distinta composiciédn de aminodcidos que presentan las
diferentes especies animales, ya que ninguna de clias presenta una se -

roalbumina andloga a ta humana,

27



Se conocen diversos métodos de valoracidn para la vilomina
”12 : {fsicos, qulmicos y bioldgicos.

El andlisis de la vitamina 1312 por procedimientos ffsico-qui
micos se basan en la absorcién de la luz de la propia vilamina 1512
en solucidn acuosa o bien en la determinacidn fotoméirica del gru
po cianuro de la cianocobalamina (30),

121 anflisis espectrolotoméirico de la vitaming ”12 presenta
el méximo de absorcidn a trescientas sesenta y una ( 361 nm ), mi
diendo en ¢l espectrofotdmetro frente al disolvente en una cubeta de

cuarzo de 1 ¢m.
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UNION DE MEDICAMENTOS A PROTEINAS PLASMATICAS

FACTORES INTERFERENTES EN LOS METODOS
FISICOQUIMICOS

La unidn de los medicamentos a las dilerentes proicinas séricas o
tisulaves pueden influir sobre su accidn terapediica, farmacodindmica y
téxicologica. La unidn a lasprotcinas pucde modificar profundamente la
distribucidn del medicamento. X1 complejo proteina-medicamento cursa
como un sistema de transporte para acercar el medicamento a su sitio de
accidn y éste transporte es en extremo importanie para los medicamentos
que presentan una débil solubilidad en la porcidn acuosa del plasma. La
ligazén a las proteinas puede retardar el paso de medicamento Tibre del
plasma a los tejidos disminuyendo ¢l gradiente de concentracidén. Este com=-
plejo forma igualmente una fuente de medicamento libre para reemplazar
el que va desapareciendo en los diferentes procesos de distribucidn y eli-

minacién,

l.a mayorfa de los estudios de ligazén a lus proteinas conciernen a
la interaccidn medicamento sero-albdmina. La scroalbdmina en clecto, tie~
ne la propiedad de formar complejos reversibles con un gran ndmero de

compuestos orgdnicos. Posce diversos sitios de ligazén en los que el nd-



mero, la naturaleza y la afinidad varia segdn la clase del ligando otrgénico.

Una modificacién estructural de un medicamento puede afeciar de for-
ma signilicativa a su naturaleza fisicoquimica, y en consecuencia modificar
el grado de ligazén con la scro-albdmina, modilicando asimismo la activi-
dad terapéutica del medicamento yu que su respuesla farmacolégica es en

electo funcidn de la cantidad de medicamento libre on el plasma.

Se han Hevado a cabo diferentes estudios para detcmingre Lo narturale-
za fisicoquimica de las luerzas de ligazén medicamento-proteina y se han
enciontrado correlaciones cuantitativas cntre los pardmetros lisicogquimicos
tales como la liposolubitidad, cl pll y la densidad de cavpa electednica, y

la fucrz de ligazén del medicamento a ta seroalbimina. ( 64 ) .

METODOS DI: :5TUDIO

Deben salisfacer los criterios siguientes:
L ) No modificar el equilibrio entre medicamento libre y ligado.
2 ) Debe ser vélido para un largo intervalo de concentracionres de medica-

maente ¥ proteivas.

3) Debe huor 1 posible vie conh el exacto Co plibde L fwor i nica y  de

la temperatura, para minimizar el electo Dounan .

4 ) Debe evitar la desnaturalizacidn de la proteina o su contaminacién, asi

como la adsorcién sobre las paredes de los aparvatos, membranas y otros

31



compuestos. 32

5 ) Debe ser capaz de detectar la ligazdn reversible e irreversible
y las fases répidas o lentas de asociacién y de disociacidn del complejo

medicamento-proteina.

6 ) No deben introducic agentles perturbadores como las solventes

orgénicos.

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

Las técnicas disponibles actualmente no satisfacen todas estas deman-
das, pero los mélodos utilizados apelan a uno de los cuatro principios si-

guientes:

1 ) La concentracién del medicamento libre y su actividad termoding-

mica se basc en su ligazén a la proteina.

2 ) Ll medicamento muestre transformaciones medibles de sus pro-
piedades distintas de las que se atribuyen a la disminucién de la accién

terapeidtica.

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

dab mediry que se deban a la ligazén del medicamento.

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

dad de desplazar a un compuesto test de su sitio de ligazén a la proteina.
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ESTUDIO DE LAS INTERACCIONIES

Las interacciones entre un medicamento y las proteinas sanguineas
tienen una influencia directa sobre la concentracién de las moléculas ac-
tivas disponibles a nivel de sitios receptores. A este titulo, el conocimien-
to preciso de los pardmetros de ligazdu es indispensable para establecer

modelos farmacocinédticos.

Las proteinas en soluciédn pueden lijar un gran ndmero de sustancias
diversas, tales como los iones simples, las hormonas, medicamentos y
otras proteinas. La fijacién de una sustancia sobre una proteina hace in-
tervenir diversos equilibrios cuyas leyes se han establecido admitiendo
que existen sobre la molécula de proteina, sitios de fijaciédn de esa sustan-
cia. Estas leyes son diferentes segdn el tipo de sistema proteina-sustan-
cia observada. Los silios receptores de la sustancia pueden, en efecto,
ser todos idénticos, o por el contrario tener para ésta afinidades diferen~
tes ; pueden ser independientes o pueden presentar interacciones entre

ellos , por ejemplo de naturaleza electrostitica o configuracional.

iin el estudio de una interaccién proteina-sustancia, sc deberd pri-
mero determinar el modelo que describe mejor el sistema y calcular ade-

més los pardmetros que le caracterizan, constante de afinidad de los di-



ferentes sitios y el ndmero de ellos.

Los métodos que permiten hacer tales delerminaciones son numerosos.

Las leyes relativas a los equilibrios protcina-medicamento y la repre-

sentacidén de Scatchard .

( 33 )La composicién de una solucibn que contiene a la vez una proteina y un

medicamento se caracterizan por los par§Mecetlros siguientes:

C = concentracién molar medicamento libre
c

CI = concentracién molar medicamento ligado a la proteina
CT = concentracidn molar total medicamento
R .
L~ —:L- = fraccién ligada del medicamento
(,,[.
C
fC = —£_ - fraccién libre del medicamento
Cor

CP: coiceniraciédn molar de la proteina

Estos pardmetros estdn ligados por las relaciones :

Estas magnitudes caractevizan la composicién de la solucién permi-
tiendo definir el coefliciente molar de ligazén F que represeenta el nimero

medio de moléculas de sustancias o mejor medicamento ligado por la molé~

34



qulas de proteina = ——

La téorfa de los equilibrios mlltiples propuesta por KLOLZ para des-
cubrir las interacciones entre una protewna y un maedicamento on solucidh ha
permitido a este autor establecer entre los pardmelros que acabamos de de-
finir un cierto nimero de relaciones de las que entresacanos las mds impor-
tantes. (34)

Distinguiremos casos en que los sitios de fijacidn del medicamento son
idénticos, o pueden agruparse en categorfas que pucden ser independientes
o no.

Para hacer los resultados experimentales ¢s necesario apelar a las le-
yes que concicrnen a los equilibrios medicamento-proteina .

l.os pardmetros que tienen mayor interds en ¢l estudio de la interaccién
medicamento-proteina, son la constante de asociacidn, K y ¢l ndmero de punios
de unidn, o, (35)

Sea un a proteina P y un medicamento Cc que se asacian segln un equilibrio

reversible que obedece a la ley de accibdn de masas.

IP“' |C$:‘, IPC I
CC- concentr aciédn de medicamento libre

P ~ concentraciédn de proteina libre

PC -concentracidn de complejo formadao
N
Cuando se alcanza el equilibio, el valor de la constante de asaciacidn K

vendré dado por [l’(‘ ~|

1)

| Q——

FIca



o lo que es lo mismo
I

36
lpc 1- Klvlichl

Si lamamos r a la relacidn que existe entre moles de medicamentos uni-

do y moles totales de proteina,
IPC )
| PRICeP)

Por la ecuaciédn(l) :

Kirjlc ]

] K |C |
K ]CC‘(‘P’H]P.I

—_—
14K [C]

Isto serfa caso que solo exista un punto de unidn implicado en la intera-

ccidn,

1) - La molécula de proteina presemta n sitios de lijacidén del medicamento,

idénticos e independientes .

In este caso, los sitios se caracterizan por la constante de asociacién

intrfuseca K comdn, y la relacién fundamental ¢s tu siguiente

n K jc | ,

I c @)

14K]|C |
. C

iista reiacidn pone en evidencia la importancia de la concentracidn C(‘
del medicamento. Este pardmetro es el que caracteriza un equilibrio y el
coeficiente molar de ligazén r solo depende para un sistema proteina-medica-
mento dado del valor de C_ sea la que sea la concentracién de proteina de la

c

solucién C .
P
Al representar en la ccuacidn (2) [C;J (valor determinado experimeuntal-
mente) frente a r (que puede ser calculado para cada punto - xperimental, se
obtiene un trazado hiperbélico, a través del cual podrlan determinarse ny K.
Esta representacidn ticne el inconveniente, que para altos valores de r,

las variaciones cn la unidn solo resultan pequeiias alteraciones en la curva -



tura. 37
Se han propuesto diferentes transformaciones de la relaciédn (2) que

conducen a representaciones grificas de las isotermas de ligazén, presen-
tando cada una sus ventajas propias. Estas transformaciones de la ecuacidn
han sido realizadas por Klotz, Scott y Scatchard, consiguidndose represen-
taciones gréficas m4s favorables. Fig (4, Sy 6)
( 36 ) La que se utiliza mds corrientemente cs la de Scarchard, que escribe
la relacidn en la forma siguiente:

nKk ¢ -r K C +r

c c

dividicndo por €
¢

(2*)

licuacién de Scatchard

Tomando en abscisas el valor de r y en ordenadas ¢l cocieme r/Cc,
se obtiene la representacidn de la figura ( 6). Este es el mé&iodo grifico
de eleccidn por que la ecuacidn de Scatchard no ofrece la desventaja alu-
dida anleriormente. Esta representacién es una lfnea recta cuando solo e-
xiste una clase de puntos de uniédn sobre la macromolécula.

Iin cste sistema de ejes un equilibrio dado c¢std cavacterizado por el
valor de la concentracién libre del medicamento v estar§ representado por
un punto, interseccidn de la isoterma de lignzén y de la recta que pase por

el origen



1/r

Representacidn de Klotz

FIGURA N2 4
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Representacibén de Scott

FIGURA N2 5
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IFig. 6

REPRESENTACION DE
SCATCHARD

( para una sola clase de sitios )
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1
C

¢

y cuya pendiente es igual a

Para trazar la isolerma de ligazén r en lfuncidn de la r

c
hay pués que determinar para difcrentes valores de la conceuntracidn
libre del medicamento, por una parte, la concentracidn ligada Cl y

por otra la concentracidn de proteina CP

Cuando la concentracidn C,, no ¢s medible solo se podrin re-

CL

P

presentar las variaciones en funcidn de Cj . La relacidn
c

(2") se podrfa escribir de la forma siguiente

¢ 3)

Para una solucién de proteina de councentracidn desconocida
pero constante, la isoterma de ligazén es siempre lincal. La pen
diente serd - k y al cortar el eje de abscisas nos da el valor glo-
bal n CP'

Nos saldrdn pués una seric de isotermas parvalelas correspon
dientes cada una a una concentrucidén de proteinas. Para una con-

centracidn libre ( C. ) dada, la recta que pasando por el origen tie



ne una pendiente 1 cortarfa la serie de isolcrmas en diferen
Ce
tes puntos cuyos valores de abscisas dardn las concewtraciones 1i

gadas ( CL ) del medicamento para cada concentracién de proteinas.

2 ) La molécula de proteina presenta n sitios de fijacién del me

dicamento, independicntes, pero no idéuticos.

Es el caso en que hay sitios idénticos pero no todos y por tanto
pucden agruparse en diferentes clases o categorius que sc caracte-
rizardn por el ndmero de sitios y su constante de asociacidn intrfn -

seca.( 37)

Sca por ejemplo m el niimero de categorfas de sitios y n,y
k,1 el ndmero de sitios y la constante de asociacién de la categorfa
i para lo cual, el cogficiente molar parcial de asociaciédn se repre
senta por .. >ara cada valor de la concentrac'ién libre Cc’ el coe
ficiente molar de asociacién global r serd igual a la suma de los coe

ficientes parciales. lLuego la relacién (2 ) se escribir§

n k1 CC n, ki C

1 4k, C 14+ k, C
1 "¢
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n k., C
i i ¢

14 k, C
i ¢

y la representacidnde Y frente a v no sevd lincal comeo lo

<
demuestra la [drmula siguiente deducida de la anterior

nt

= (k. n - k. r.)
i i

Cifn
-

1=

(4)
esla isotermi de ligazdn resultante puede construirse punto por
punto a partiv de las isotermas componentes lincales, como se pue

de ver en la figura ( 7 )

|

La recta que pasa por el origen y cuya peudicnte ¢s
Ce

= constante, corta las dos isotermas componentes en dos puntos A
y B en que las abscisas son iguales a los coeficiontes parciales £y

r,. El coeliciente molar de ligazdén global r c¢s igual a la suma r 4

2 1

4 r,_ de los coeficientes parciales y le corresponde ¢l punto C sobre

2

la isoterma resuliante que es facil construir haciendo variar CC.
En este caso particular la eccuacidn de la curva se obtiene ha -

ciendo m =2 en la relacién ( 4)

v = k, n

— 1M L tn ) (

2 2

(%2
'

«l-kzn2 - (klrll- k

~
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REPRESENTACION DE SCATCIHARD
(para dos clases de sitios unos mds fuertes y otros mis débiles )

En este casom = 2 ( 2 categorfus de sitios ); ny k1 y n, k2

FIGURA N7



La isoterma corta ahora ¢l eje de abscisas en un punto que d4 el

valor total de sitio n +n, y la extrapolacién a ¥ = o permite determi-

2

nar ( K1 ny 4-K2 n, D).

Para este tipo de modelo con dos calegorias de sitios independientes
la ecuacidn de la isoterma de ligazén puede obtenerse bajo la forma de una

funcién tal que

si se hice = x I -

A

en cfecto, se puede escribir

n k C .
v - ILI_C 3 "kl
4k .C Tik
1-¢ 1 4k2(,c Co
AN v\' ‘l~
sea T
y x
4
Lo ke ()
L4k (x) ) . <
v 4k2(7)
de donde la ecuaciédn de la isoterma
2 xy(k, 4k, ) 4k, k. x2
y y 1 2 1 Ry x uy("]k‘L"Zk)'klkzx("l*"z)”“
(6)

ecuacidn de una hipérbola que posce dos asintotas obligadas definidas por

las relaciones

y - nlkl- klx y y - nzk2 - kzx
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estas dos asintotas son pués las dos isolermas componentes qe corres-

ponden a las dos categorias de sitios.

En la préctica es el problema de la descomposicién de la isolerma
experimental en sus isolermas componentes lineales el que hay que resol-

ver.,

El estudio de las tangentes a la isoterma en los puntos de intersec-
cién con los ejes, permitird obtener un cierto ndmero de relaciones entre

K

K. en el caso particular en que m=2, la pen-

17 72

los parfmetros nys N

2)

dicnte de Ta tangente en cada punto de la isclerma se obtendrd calculando

la derivada en relacidn a n de 1a ecuacién ( 6)

dy

dx

2y -l-x.(kl -l-kz)-(nlk -l-|12k2) --k]kz(nl +|12-2x)+

)
+ G4k, )y =0

de donde

dy k 2-2.x)-(kl-l—k2)y
dx 2y 4 x Ck 4k ) = (kg 4nky)

klk2 ( 1114- n

Teniendo en cuenta las relaciones existentes enire x r, r las
y Yo ’

. ~ . . s . 2C
gque definen rj y ", la expresidn anterior puede ¢scribirse también

2
d-5-) -2 2 2 N
Ce . nlk1 (14 k2 LC); +nzk2( 1 +k1 (,‘__ )
1 ~ ~ Z
dr nlkl a4 kzt.c )7 4 112k2( L+ kl(.c )
7)
y para r=o la derivada vale 2 2
} nlkl +n2k2
“lkl -I»n2k2
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y para -% =0 la derivada vale —_ - 22
n n
Dy 2
kl k2

e}

o sea, que la tangente en el punto r- O corta el eje de abscisas en el punto

2 2 2
(nlkl-}nzkz) / ulkl 4 nsz)

y el eje de ordenadas ¢n of punto “lkl 4 nZk’)
La tangente en el punto £ - 0 corta el cje de abscisas en ol punto
Ce

2 n n
n ) > ordenadas en el punto (n 4 0, 1 :
14I2y(‘ldLol]kluldclHL el punto ( i 2)/( L"kZ)
1 2
Teoricamente se pueden calcular pues, los valores do los pardmetros;
Nys Ny, k] y k2, buscando para cada tangente dos de las 1res relaciones que

tenemos.

Sin embargo, conv iene tener en cuenta gque si se operi asl, se utili-
za solo las dos porciones exiremas de la isoterma conocida con poca pre -
cisiéu. Iin estas condiciones es indispensable operar por aproximaciones

sucesivas haciendo variar n k, vy k., alrededor do los valores asf{

i "2 Y
obtenidos, hasta que se obtiene la mejor concordancia posible con los va -
lores experimentales.

LLas relaciones precedentes se pueden simplificar si se encuentra en
condiciones tales que la concentracidn de saturacidn de los sitios de segun-
da categorfa e¢s muy debil.

En este caso k2 C es muy inferior a 1y se puede escribir el coefi-

cicnte de asociacidn global bajo la forma
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n L&)
ro Ll Te 4 n,k2C.
14k C <ot
I7¢
y la ccuacidn de la isolerma si x - r oy .
('c
nk, X))
X = oo 4 nzk2 (=)
Ldk (X)) Y
y
o sea
24k Cok, 4 nok,) Kk 0 8
v xy o= Gk nok, 'y-nl.lzx: (@)

y la isoterma da una hipérbola con 2 asiiotas;

una oblicua de ccuacién

y otra horizontal de ccuacidn

y - "2k')
Insistimos que en este caso particular solo los pardmetros nl’kl
y |\2k2 son accesibles al experimentador. Pueden calcularse ¢stos pard-

metros, a partir de la extrapolacién de la isoterma

r -0 que es igual a nlk1 -ank,) de la determinacidn de la posicién de la

asiota horizontal y, de la pendicnte de la tangente o ba isoterma para

r=40

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

la isolerma se obtiene derivando en relacién a x la ecuacién (8)

dy ik kY
dx B
2y 4 k’.x -( "l.k], 4 “2k2 )
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L 4(——

Esta pendiente proporciona una buena estimacién de la constante k1
si los pardmetros de liganzén son tales que el producto uzk2 ¢s mucho me-
nor que el producto nlkl

La clasificacién de los sitios de ligazdn de la proicing en dos o mds
categorfas no ¢s sin embargo, siempre posible; es el caso en que todos
los sitios tienen constantes de asociacidn diferentes o cuando se estd en
presencia de una mezcla heterogenca de proteinas que tienen cada una uno
o més sitios de ligazén independientes, idénticos o no.

Si se admiie que los sitios de ligazén son numerosos y tale que las
diderentes constantes de asociacidn se reparten siguiendo una ley normal

el fenédmeno de asociaciédn pucde describirse por la ccuacidn S1PS(

a .
A L nhkC, ()
1 4(k . C)H* 14k’
1 ¢ C
donde k:ka

1

El coefliciente (@ comprendido entre 0y 1 traduce la dispersién de
las constantes de asociaciédn. Y la constante k] representa aqufl una cons-
tante de z;socicnciéll intrfnscca media de las constantes de asociacién.

Esta relaciédn conduce a una isoterma no lineal en la representacién

de Scatchard y su ecuacidn viene dada por



nk Cr )n-l Sk ] 1/a

c A

q

ol

Pero en el caso del madelo de Sips, la representacidn de log v/ n-r
en funcidn de log € es lineal y la pendiente de la recta obtenida permite
T e
calcular el coeficienie 4, y la ordenada en el origeu el valor de la cons -

tante k.

3 La molécula de proteina Heva n sitios de Tijacidn de la systandia

idénticos, pero que presentan inleracciones entre ellos.

Cuando los sitios de fijacidn de la sustancia no son wdependicntes
las isotermas de asociacidn tampoco son lineales.

EEste fendmeno se presenta cada vez que el estado de un sitio libre
de una molécula de proteina estd afectado por el comportamiento de siti-
os de la misma molécula ya ocupados por la sustancia.

Las interacciones cooperativas, positivas o negativas resultantes
pucden tener diversos orfgenes; interferencias esidrvicas, combios de
conformacidn de la molécula de proteina, o efectos clectrostiticos.

Como las ecuaciones de las isotermas son entonces mads complejas
su andlisis presenta siempre un gran interés pues aporla como en los
otros casos datos importantes sobre la asociacidn entre la proleina y la
sustancia.

Se han propuesto numerosos modelos para describir estas interacc -

iones que conducen a las isotermas de ligazén cn la vepresertacibdn de Sca-



tchard de forma muy variable. Asf, en el caso de las interacciones elec-
trostdticas o cooperativas negativas, las isotermas son cdncavas, mien -
tras que en las interacciones cooperativas positivas presentan un mdximo
eventualmente asociado a un minimo.

El modelo de Sips que hemos descrito anteriormente puede caracte -
rizar un fenédmeno de ligaz6n poniendo en juego las interacciones coopera-
tivas pues estas tendrin el efecto de modificar cada una de las constantes
de asociacién, pero el ndmero de sitios de asociaciédn permancce constan-
te.

In estas condiciones, la relaciédn ( 9 ) puede también servir para ca-
racterizar ese fendmeno.

Esta relacidn tendrfa la misma forma matemdtica que la propuesta de
una manera empfrica por il (37) para caracterizar interacciones coo -
perativas positivas.

La relacién de 1lill es

n(k'C )‘1 n k' CZl
r = < = < i
14Ck O L4k C? (1o
(o] C
si k' = k'@

a se define aquf como un coefliciente de interaccidn.



Las diferencias entre las ecuaciones ( 9) y ( 10) consisten por
una parte en la significacidn y el valor del pardmetro a y por otra en
la siguificacidn de las constantes que figuran en cada una de las férmu-
las.

En el caso en que la particula que se fija es1é ionizada, lo ligazén
modilica la carga neta de la proteina. El trabajo necesarie para la fija-
cidn de iones sucesivos va a aumentar y aparecerin chtonces interacc -
iones Hamadas electrostdticas entre los sitios.,

En estas condiciones el coefliciente molar de ligazdén serd

nk eV c
r =
1+ke2wrC (11)
¢
o bien _r e"ZWF: kn-kr (12)
C.

relaciones en las cuales w es un coeliciente definido a partiv de la te-
orfa de Debye - lliickel (38) .

La retacién ( 12 ) muestra que la isoterma de ligazdén segiu Scat-
2wr

chard no es lineal. Por el contrario la representacién de r/Ce.e

en luncién de r conduce a una recta que permite determinar los pard -



metros n y k a condicidn de que el coefliciente w  sca conocido o
medido .

Insistimos que en todos los casos las isotermas de ligazén no
lineales obtenidas en la representaciédn de Scatchard no son hiper -
bélicas contrariamente a lo que se puede observar cuando la prote -

ina tiene 2 categorias de sitios de ligazén independicntes.



METODOS DE UNION "IN VITRO" DE

MEDICAMENTO A SEROALBUMINA

Las técuicas que se han seguido para el estudio de la interaccidn me.
dicamento-seroalbdmina , han sido las de diflisis de equilibrio y las
de amortiguacién de la fluorescencia.

El método de diflisis se basa en la separacidn [fsica de las mo-

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

mento - proteina. Esta separacidn se realiza mediante una menbrana

cuyo Ltamaiio de poro ¢s lo sulicientemente grande como oara permitic
el paso de las moléculas de medicamento, pero no lo suficientemente
grande como para ser atravesada pov las proteinas.

Valorando el medicamento libre conocida la cantidad inicial, se
calcula el medicamento que se ha combinado.

IEste método presenta el problema de la cantidad de tiempo nece-

saria para alcanzar el equilibrio, que es normalmente de unas sesen.




[Sg1
9]

ta horas. Ademds, al ser wan largo ¢l ticmpo de experimentacién se pue
de producir contaminiacidn bacteriana y desnaturalizacidn de la proteina.
Ln la diflisis de equilibrio la solucidn de protcina se coloca dentro
de un tubo de colodidn o de una membrana dializante similar. El tubo se
suspende en un recipicnte que contiene la sofucidn de medicamento de
concentracidn conocida ( fig22), L.a membrana que separa ambas solucio
nes es solamente permeable a las pequeias moléculas de medicamento.
Este conjunto se introduce en la nevera a 4 grados centfgrados duran -
te al menos G0 horas y el medicomento que estd en la solucidn externa
difunde a través de la membrana de colodidn, produciéndose una varia-
cidn en su concentracién, y el gradiente de concentraciédn desciende con
el tiempo, llegdndose de esta forma a un equilibrio. Kl procedimiento de
didlisis de equilibrio ha sido perfeccionado por Klotz y colaboradores
(33). Empleando este método P. Aussel, M. Andrau y J. L. Chanal in-
vestigaron la interaccidn de la suxibuzona y difercotes albiminas, com-
probando que la molécula protefnica tienc un cierto mimero de puntos ac
tivos de enlace.( 35 ). Asf mismo Walter D. Wosilait y Martn P. Ryan,
investigaron los efectos del dcido aléico, de la 1olbutamida , y de la oxi-
penbutazona en la unidén de la warfavina a la seroalbimina hamana (38). A.
M. Carrancio de la Plaza en "influencia del benzoato sddico en la intera-

ccidn dcido salicflico - seroalbdmina (39 ) .



Nuchos estudios vrecientes concrernen a b nteraca & do proteimas con
pequeias moléculas, Clas pequenas moddculas sen tos haandos usando
la 1terminologfa gencral parva la formacidn de complejos moleculares ).

La wnidn de pequenas moldculas, las interacaiones protcwa-pro-
tema y bos cambios conformacionales son impartanies para la actividad
holSpica de tas proteinas, byemplos de tales sistomas son los enzonas
gue undos a sustratos,electores v grupos prostéticos, higan gases a pro
temas respuatorias, metabohitos ligados o fas protcmas de transportes,
enzimas que ligan la oxido - reduccidn de electrones y sistemas antige -
Ho - anticuerpo.

La Tacultad de muchas protemas de ligar sustancias no biolégicas
que se desiguan con el nombre de ligandos o higarse o lus regiones In -
drofébicas de las proteinas, se han utilizado tambnén para los estudios
de asoctacidn a proteinas.

) .

Recientes trabajos nos hacen comprender de ti especilicidad con

la que una proteina enlaza un ligando en términos de un sitio sobre la

proteina que puede interaccionar con el ligando a través de fuerzas 1é
nicas, puentes de H o fuerzas hidrofébicas.

I.a misma clase de interacciones [fsicas especificas encerradas



o/

en la unién a proteinas puede basarse en la organizacidn de otros com
ponentes celulares, pero las proteinas aparecen dnicas en su variedad,
especificidad y control de sus interacciones. La naturaleza compleja
de las interacciones proteinas - pequeiias moléculas vy la posibilidad de
estudiarlas como sistemas ffsicos aislados, las hace intercsantes e im-
portantes. Los estudios de los mecanismos de interaccidn de proteinas
y cambios conformacionales proporcionan conocimientos en la accidn df
ndmica de las proteinas y pueden contribuir a la comprensidn de muchos
de los mecanismos fundamentales de especilicidad biolégica.

La uniédn puede estudiarse por dos métodos; el cindtico y el de
equilibrio y los datos obtenidos por esos métodas son apnenudo comple
mentarios. Los métodos cinéticos han sido usados muy extensamente
para el estudio de los escalones de unién en las reacciones enzimdti-
cas ( Vestling 1.963 ; Day y Col 1.963 ) y la unién de los efectores a
lostéricosfh los enzimas,

Recientemente se han hecho consideraciones sistemdticas a los
métodos de equilibrio y ala informacién obtenida de ellas ( Weber 1965,
Weber y Anderson 1.965). ( 40)

La caracterizacién del equilibrio de uniédn encierra la determina-

cién de las concentraciones de los componentes del sistema en equili -



brio: es decir P, C.y P C.enelequilibrio P4+ C. - P C. Ccomo
en la valoracidn de 4cido con una base ). Una curva similar caracteriza
el equilibrio de unién de un sistema proteina-pequefias moléculas y un
sistema dcido-base. Ver figura ( 8 ). Vemos que en la unidn compleja
encontrada a menudo en proteinas, tal curva completa de valoracién es
capaz de producir mucha més informacién que una simple constante de
equilibrio.

lLa curva de valoracién puede representarse de diferentes formas,
pero una de las mds usadas es andloga a la curva de titulacidn dcido -
base. El logaritmo negativo de la concentracién de ligando libre fren -

te a la saturacién de la especie unida.

Medidas de pardmetros de sistemas de unién

En ovden a caracterizar un sistema de unidn, se pucden determinar
cosas tales como el ndmero de sitios de unidn, su afinidad, naturaleza ,
focalizaciédn en la proteina y la significacidn biolégica de su unién ( Ed
sale y Wyman 1.958 ). (41).

Nosotros tratamos de la estequiometria , el equilibrio de unidny
su implicacién para dilucidar el mecanismo de unién. Estos pardmetros
pueden discutirse en detalle matematicamente después de haber sido me

didos con gran precisiédn por los métodos de fluorescencia.
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Los mérodos de fluorescencia para las medidas de equilibries de
unién, dependen del cambio de un pardmetro mesurable del sistema pro
teina - ligando con asociacién. El parfmetro mds comunmente utiliza -
do es la intensidad de fluorescencia de la proteina o del ligando.

Varias condiciones deben satislacerse para que un sistema de unién
pueda ser tratado por medidas de fluorescencia, 11 cambio de fluores-
cencia debe scr répido relativo al proceso de unidn de forma que el pro
ceso dependiente del tiempo ( si hay escala de tiempos de una serie de
medidas de fluorescencia ) sea el proceso de unidn actual. IEn suma, la
constante de disociacién de un ligando no puede ser menor de aproxima
damente 10_8 M. este lfmite, estd impuesto por la concentracidn de li-
gando unido, requerido para que de una sefial de fluorescencia leible
con un manantial de luz y unos detectores normales, y también por la
menor concentracidn de proteinas que puede gencralmente manejarse

sin desnaturdizacidn.

METODOS DE VALORACION

La estequiometria y equilibrio se determinan por procedimientos
de valoracién, bajo difercnies condiciones.

A menudo se ha hablado en los estudics de unién de la impor ten -

60
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cia del método usado en la titulacidn. Hay dos métodos bisicos de va-
loracién; un método de adicién con la concentracién de proteina cons
tante, y un método de diluciédn con la concentracién de proteina vari-
ando la concentracién de ligando para la concentracidn estequiométri
ca a través de toda la regién de equilibrio. El conocimicnto de las ven
tajas y limitaciones de cada métedo es muy importante en los estudios

de unién con proteinas.

1 - Valoracién de adicién

Este método, andlogo al de la titulacidn 4cido - base, consiste
en adicionar sucesivos incrementos de ligando a una solucién de pro-
teina. ldealmente, el volumen de ligando afiadido debe ser pequeiio pa
ra que la concentracidn de proteina permanezca constabte, es por es-
to necesario hacer adiciones separadas para determinar la estequio -
metrfa y el equilibrio. En ciertos casos el cambio dependiente del tiem
po puede ocurrir en la proteina durante los estudios de unidn y seré
necesario usar una nueva solucién de proteina con lis sucesivas can-
tidades crecientes de ligando para cada punto de Ya curva de titulaci-
én,

Este método, tiene la ventaja de que con un ligando realmente solu



ble, la concentracién de proteina puede mantenerse en una zona estre
cha pero debe cuidarse de que la concentacién de proteina sea sufi -
cientemente baja para que la primera parte de la curva no pierda la
unidén estequiométrica.

Para el ligando con una constante de asociaciédn de aproximada-

6, -1 e . L . .

mente 10" M~ o mayor es dificil evitar pérdidas en la curva de unidn
en condiciones estequiométricas. Muchos trabajos en la literatura se
basan en los métodos de adicién con pocos puntos en la regién de equi
librio y sin informacién del proceso de unidn excepto en la constante

media de unidn.

2 - Método de dilucién

Es un méitodo muy superior, particularmente para constantes de
asociacién mayores de 106 M-,1 el método de dilucidn (42).

Una titulacidbn de dilucién comienza con una solucidn inicial de
proteina y ligando en la que la concentracién del ligando es ligera -
mente superior a la concentracidn de los sitios de unién de la prote-
ina y de suficiente concentracién, la concentracién de proteina y li-
gando r sea al menos 10 veces mayor que la constante de disocia -
cién del complejo. Usualmente no es posible detectar el cambio de u-

nién con sufliciente precisién en el primero y el Gltimo 10 % de satu-
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racién, asf no hay ventaja en empezar la valoracidn con valores de r
superiores a 0"9 - 0'95.

La dilucién se realiza en una seric de escalones espaciados pa-
ra obtener la mayor informacién, es decir la mayor resolucién de la
curva de unidn, En una buena valoracidn deben obtenerse al menos
20 o 30 puntos espaciados aproximadamente dos veces la desviacion
standard de un punto solo. La dilucién debe hacerse si es posible
hasta que r = 0'l 6§ 0'05 § aproximadamente 100 veces de la solu -
cidn inicial ( 10 veces en cada lado de la constante media de disocia
cibn ).Si no es posible empezar a una saturacién de 0'9, se puede
llegar a valores més altos de la saturacibén para medidas de cstequio
metrfa con una titulacién de adiciédn con la misma solucién inicial.

En una valoracién de dilucién [PJ{ concentracién inicial de pro
teina ) empieza en la regién estequiométrica y asf la estequiometrfa
y el equilibrio pueden determinarse en el mismo expcrimento. ks ne-
cesario en este método mostrar que las interaccioncs proteina - pro-
teina o disociacién de subunidades n’o afectan a la umidn del ligando
en un rango de concentracién de proteinas de al meunos dicz veces a
cada lado de la constante media de disociacién ( o a las mayor y me -

nor constantes en el caso de unién miltiple.



El comportamiento del equilibrio de unién ( es decir, k ) debe
ser independiente de [P], aunque la zona de saturacidn en la cual
ocurre la unidn estequiométrica del ligando afiadido es dependiente
de [P], Sin embargo, un equilibrio de unién normal puede ser per
turbado en sistemas protéicos por las interacciones proteina - pro
teina que dependen del coeficiente de actividad de la proteina ( o,
para nuestro propésito de la concentracién ). Es necesario estable
cer que en la zona de concentraciones de proteinas usadas en un es
tudio de unién, la unién es independiente de la concentracién de pro
teina.

Reciprocamente, en las proteinas con subunidades es posible
invertir la situacién y el estudio de los efectos de la disociacién en
subunidades durante la unidn. En este dltimo caso deben obtenerse
independientemente medidas de disociacién mientras en el primer ca
so la demostracién de una dependencia de la concentracién de prote
ina es suficiente.

Diversos y recientes artfculos han discutido los equilibrios pro
teina - proteina. Deranleau ( 1.964 ), Chun y Fred ( 1.967 ), Nichol
y Col ( 1.967 ), Adams y Lewis ( 1.968), Klapper y Klotz ( 1.968 )

(58, 59, 60, 61, 62)

o4



Muchas proteinas, incluyendo la albdmina muestran fluores-
cencia en el ultravioleta. Cuando ciertos ligandos se unen a la pro
teina pueden inhibir su fluoresrencia natural. Esta inhibicién ocu-
rre solo cuando hay ligazén ( 43).

L.a espectroscopia de fluorescencia es uno de los métodos més
versftiles y sensibles para el estudio ffsico de sistcmas de proteinas
y ha sido objeto de aplicacidn a estudios de desnaturalizacién, tran
siciones conformacionales, cambios en la subunidad de asociacién,
caracterizacién de los procesos de unidn, medida de la polaridad
de los sitios de unién y orientacién y distribucién de¢ los ligandos.

En esto han trabajado autores como VELICK (44 ), STEINER
y EDELHOCII ( 45 ), CHEN (46), PARKER (47 ), EDELMAN y
Mc CLURE (48 )y STRYER (49 ), aunque el proceso de unién ha
sido menos estudiado y para &1 la fluorescencia no deja de ser un
método complementario de otros ffsicos y quimicos.

La obtencidn de isotermas de ligazén a partir de datos expe-
rimentales de extincién de fluorescencia es a menudo dificil. El a~
provechamiento de los resultados experimentales responde, en e -
fecto a un cierto ndmero de hipétesis que no son siempre verilica-

das.



El andlisis critico de las relaciones tedricas y de las hipdlesis
de base han permitido fijar las condiciones experimentales que con-
ducen a una utilizacidn $ptima del méiodo.

El conocimiento de las constantes de interaccidn medicamento-
proteina presenta un gran interés en los estudios de distribucién de
los principios activos.

Las técnicas de diflisis de equilibrio y de difusidn browniana
se han utilizado a menudo puara este objeto en el laboratorio (50,51).
Es puds, interesante revisar la técnica de estudio por inhibicién de
fluorescencia, relativamente répido y facil de poner en marcha. Con
viene en particular comparar los resultados obtenidos pués los méto
dos de aproximacién y los fendmenos ffsicos de base son muy dileren
tes,

Es importante un anflisis teérico y critico del fendmeno de amor
tiguacién o inhibicién de la fluorescencia para deducir las condicio -
nes experimentales dptimas .

l.a intensidad de fluorescencia [I,. emitida por una proteina

¥

en presencia de un medicamento a la concentracién C.r viene dado

por la relacién STERN - VOLMER (32 ) (67)
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donde '0 es la intensidad de la fluorescencia en ausencia del medi-
camento.

Esta relacién solo es v4lida si la solucién medicamento-prote-
ina no presenta otra absorcidn que la de la proteina a la longitud de
onda de excitacién.

Si la extincién de la fluorescencia se hace por choques la cons

tante de Stern - Volmer tiene por expresién

kp

Kbk +kF A 68) (09)

siendo kp = constante de velocidad de la reaccién de amortiguacién

kf’ kn y kg las constantes de velocidad de emisién de fluo -
rescencia, de conversién iﬁterna y de cambio entre sistemas res -
pectivamente.

A=Y KQ[Q]represema la contribucién de todos los otros in
hibidores y comprende las moléculas no excitadas de proteinas.

Si la amortiguacién se hace por formacién de un complejo re -

versible no fluorescente y no absorbente para la longitud de onda

de emisién, se demuestira facilmente que la constante de Stern-Vol

mer, k, es entonces igual que la constante de equilibrio del com -



plejo (53).

Desde el punto de vista experimental la magnitud m4s accesible

Iy
directamente es la relacién !
Io
Se tiene pués:
T 1 i 1
Ly 14k Co 1+ kR [P)

C-

si se introduce = R de las concentraciones totales de medica~

mento - proteina.

La curva =T CT ) se representa en la figura ( 1 ), es
Iy
una funcidn homogréfica que tiene por asintotas las rectas ______I =0
C 1 o
i e
l.as magnitudes I y CT son esencialmente positivas, por
1

tanto solo la parte de la curva situada en el primer cuadrante tiene
significacidn [fsica.

1.
Si se estudia F_-f(RrR) para P = constante se demuestra

fig (102) que es una funcién uniformemente decreciente con concavi -
dad hacia arriba en la cual la primera derivada con relacidn a R es
méxima en el punto (R = 0, IF/ 10 =1), ¢igual a - KP

Si se estudia esta funcidn para diferentes valores de [}’], se

comprueba ( figl()p) que la primera derivada con respecto a R, siem~
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pre mfxima para R = 0, es tanto mayor en valor absoluto cuanto ma
yor sea [P}
Por otra parte para R distinto de cero, la derivada, es decir

la pendiente de la tangente pasa por un m4ximo en valor absoluto pa
ra [ r) =_1_
k R
L

l()

dos son simétricos, y se obtiene una funcién uniformemente decre -

Si se estudia = F[P] para R = constante, los resulta
ciente ( figl 1a) con concavidad hacia arriba en la que la derivada es
méxima en el punto [P] =0 e iguala -k R.

Si se estudia esta funcién para diferentes valores de R, se
comprueba ( figll,b) que la derivada siempre m&xima para [P]l= 0,
es tanto mayor en valor absoluto cuanto mayor sea R. Por otra par

te, para [P] distinto de cero la derivada pasa por un mdximo en va-

1 _
k [P]

lor absoluto para R =
Se debe insistir sobre el cardcter formal de las deducciones
precedentes, en efecto, las variables R y [PJ] no son independien-
tes y cuando se hace variar [ P] manteniendo R constante, hay que
hacer variar Cp C

Puesto que

vy cuando [P] tiende a cero o a infinito, R es indeterminado.

71



72

smmV...V EVNE V—(.

¥ 3@ VION3INYING
(dh) = O_\u:

vI)lH03L VABND

It 914

al

{Q

{e

L3

0t

e

—o_ 73

0,4,



73

Es importante observar que, para un valor dado de R, la rela-

cién I decrece cuando R aumenta y tiende asintoticamente a ce
b
ro.
Las curvas _ E_ = fF( R ) tienden a superponerse cuando aumen
I —
QO
ta (VL

Algunos autores ( 54,55,56 ) han pensado que esto corresponde
a la fijacidn de la totalidad del medicamento sobre la proteina. Esto
puede parecer l8gico a primera vista, pero una deduccidn tal viene
a suponer implicitamente que la relacién de concentraciones iniciales
R es igual a la relacién de moléculas libres en el equilibrio, lo que
no es forzosamente el caso, en particular cuando hay varios sitios
de fijacién.

Por tanto no es necesaria esa interpretacién pués como hemos
visto se encuentra este resultado matematicamente sin hablar de sa-
turacién.

Por el contrario, se debe insistir sobre la importancia de la
introduccién del pardmetro R y no ver en el una simple comodidad
de c4lculo. En efecto, cuando existen uno o varios sitios de fijaciédn
se tendrén otras tantas formas de fijar la totalidad del medicamento

en las que R serd mds pequeiio e inferior a la unidad.



Si se trazaran pués, las curvas experimentales ( fig 12 )

1..
—F  _f(r)

lo

para diferentes concentraciones de proteinas, e€; facil demostrar

que para concentraciones en proteinas P, < P2’ un mismo valor

1
1.

F_ corresponde a concentraciones totales de medicamento idénti
1
0
. C1 ~ C2
cas: Cp = Cy

Para trazar lag isotermas de ligazén, la representacién de Sca
tchard (57) es la mds cémoda.

Hay que expresar r y C_ a partir de los datos de amortigua ~
cién de fluorescencia.

Siendo la intensidad de fluorescencia proporcional al ndmero de
emisores, en presencia del medicamento ser4 pués, proporcional a

la diferencia entre el ndmero total de emisores HTP y el ndmero de

emisores inhibidos por el medicamento E Si B es una constan

TQ
te ‘

IF= D(ET

p- ETQ)
Aquf es donde interviene la hipStesis fundamental’ del método que

puede dar lugar a discusién.
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Se quiere en efecto, determinar la concentracién en droga libre
C. igual a la diferencia entre la concentracién total en droga CT y la
concentraciédn en droga ligada CL'

Para poder determinar la concentracidn en droga ligada CL se
supone que un emisor ( Triptéfano ) estd inhibido por una sola molé-

cula de droga y por tanto

Si sc tiene n emisores por molécula de proteina se puede escri

bir
IF = B(n [P]-CL)
de donde
e ‘L
>
]0 n[P]

Se puede entonces relacionar las concentraciones en droga li -
gada ( CL ) produciendo una misma disminucién relativa de la fluo ~

rescencia para dos concentraciones diferentes de proteina [Pl']y [Pz‘]

, L1 2
( para las cuales se tiene Cr = CT )
R
1 2 2
“ag
1

A partir de aquf si sobre una de las curvas experimentales se

puede considerar que se obtiene una fijacién de la totalidad del me ~



dicamento es decir

se tiene que Q

c, = C

1L T = [PJQ

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

En consecuencia se obtiene por definiciédn ( ver fig 12 )

= L =
o
CC=CT-CL= Al (R -Q)
v i Q
C. 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 necesario poder alcan -
zar valores de R muy inferiores a la unidad. ( G5)

En efecto, sobre las curvas «'_ = [( R ) para un valor de

o

[P] determinado, los valores pequeiios de R corresponden a un exce-
so de proteina ( y no es imposible que el medicamento esté ligado to -

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

1
Por tanto, dado que la relacién —E_ tiende a 1a unidad y que la

derivada aumenta en valor absoluto cuando R tiende a cero vemos que
la precisidn de los datos resulta muy pequeifia.
Hay que aprovechar el hecho de que a R = constante la relacién

] R

l()

centracién de proteina.

tiende asintoticainente hacia cero a medida que aumenta la con -

Para éualquier concentracidn de proteina se puede encontrar una
concentracién de medicamento tal que sea fijado en su totalidad. Sin
embargo, las medidas de extincién de fluorescencia en este caso parti
cular no serén posibles mis que si se toma la concentracién en prote -

ina [P, lo m&s elevada posible para poder conservar una precisién su

I
ficiente sobre las medidas a valores muy bajos de Q.

l.as concentraciones en proteina [Pl deber4n 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 autores han trabajado sobre la asociacién de diversas
sustancias a la albdmina por el método de amortiguacién de la lluores
cencia asf Chen ( 70) estudia la asociacién de la bilirrubina a la -
Albdmina, los resultados estdn en general de acuerdo con los obteni-
nidos por el méiodo de la peroxidasa y confirman que la inhibicidn -
conduce a los verdaderos pardmetros de unidn para la bilirrubina -
71*, 72,73 )

Levine ( 65 ), estudia tambien esta asociacién y aplica su es-
tudio @ la unién de bilirrubina a la albdmina en el suero.

Evrain y colaboradores ( 74 ) han estudiado las interacciones -
de la seroalbimina y la alfa - fetoproteina de rata con la alfatoxi -
na B, por inhibicién de la fluorescencia y determinan los parame-
tros de unidn denostrando que no hay especificidad estricta en tales
uniones .

Attallah y colaboradores ( 75 ) estudian tambien por inhibicién
de la fluorescencia las interacciones entre diversos esteroides y -~
proteinas, y la influencia que sobre esias interacciones tiene la -
urea en concentraciones que van de 2 a 8 Molar , y comparan sus
resultados con los de Abelson y colaboradores ( 76 ) que estudian

por un método de solubilidad la interaccidn de la testosterona con
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el triptéfano y con el ester etflico de la tirosina. Attallah y colabo -
radores concluyen que el método de inhibicidn de la luorescencia es
preferible para los estudios de interaccién, al método de rcparto .

Ya otros autores ( 77 ) han utilizado la técnica de inhibicién -
de la fluorescencia para la unién de la tiroxina a la albdmina, y Leh-
rer (78 ) utiliza esta misma tecnica en la inhibicidn de la fluorescencia
del triptdfano con sistema de lisocima.

M. Bourdeaux - Pontier y colaboradores ( 79 ) estudian la for-
macién del complejo furosamida - SAH por inhibicién de la luo -

rescencia.






PARTE EXPERIMENTAL




METODOS DE VALORACION

Reactivos

- Dicloxacilina sédica monohidrato, compactada Pot?® 895 mcg/ mg,
Pm = 513,3

- Solucién tampén
Composicién del tampén de pH = 7'4
Cl Na. . . 5'84 grs
CINH, . . 054 grs
Fosfato dipotdsico hidratado ( POg4 H K 3H; O). ... 7'67 grs
Agua destilada hasta 1,000 cc
Se comprobé el pH con un pHmetro Coleman, modeio 39

- Seroalbdmina humana ( S.A.H.), fraccién V, marca Sigma ( Che-
mical Company ). Pm = 55.600

- Vitamina- B)72, rhone - poulenc - chimie fine
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APARATOS

El barrido se ha realizado en

- Egpectrofotdmetro automitico Perkin - Elmer, modelo 402
Las valoraciones se han realizado en

- Espectrofotédmetro Shimadzu - Q V modelo 50

- Espectrofluorfmetro Perkin - Elmer, M P I© modelo 44 A

A - la solucidn de dicloxacilina en agua destuada despuds de
filtrada por un crisol de Gooch presents ¢l espectro de absorcidn

que se puede observar en la figura ndmero 14

B - Solucién de dicloxacilina en l{quido tampén, se lleva di -
rectamente al espectrofotémetro, utilizando como blanco primero
agua destilada y a continuacién l{quido tampén. Obscervamos salen

curvas practicamente iguales ( gréfica ndmero 15 )

C - Solucién de seroalbdmina humana en liquido tampén. Nos

da el espectro de la gréfica ndmero 16 . En espectrofotémetro

Perkin - Elmer
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D - El espectro de absorciédn de la vitamina B., en lfquido

12
tampén se puede observar en la gréfica nimero 17

E - El espectro de absorcién de la mezcla proteina - diclo

xactilina 1o observamos en la gréfica ndimero 18

83



-

PARRICANON SUIWD




FABRCATION 3UINgR

$0

” HETAN

i
il

oc



86

(414

002

I S =3
= =
T T 21
TR ¥ X
= 3 3
o = 70
= ==
= 3 3 RS it Dt ts Sk -LEhs
o o Epeetoll oy =
x —_—
>* ¥ i o
== i3 —
= X —
-X =
= = =
= = 3 — =
¥ — = =
= ——o
= = ;
-
s
- we
T = 1
..!n —
: = =4
= 7 ————
il = =
= P
= ¢
=

NIUZ HOTAIINGAY







[ZLLU R




Curva de calibracidn de la dicloxacilina

Partiendo de la solucién madre de dicloxacilina hacemos las
siguientes diluciones: 4/5, 3/4, 3/5, 1/2, 2/5, 1/4, 1/5, 1/10,
en lfquido tampdn, procediendose a su lectura en el espectrofoté -
metro Shimadzu - QV - 50 a 280 nm, rendija 0'2, utilizando co -
mo blanco solucién tampén. Los resultados se registran sobre pa-

pel milimetrado dando como resultado la gréfica nimero 19

Para valorar el antibiético total en presencia de S A 1i, he-
mos preparado una curva patrédn a diferentes concentraciones del
antibidtico,y todas, con igual concentracién de la proteina. Gré-

fica ndmero .20

Curva de calibracidn de la vitamina 812

A partir de la solucidn madre de vitamina B,, se hacen dilucio

12
nes en lfquido tampén. Estas soluciones se valoran en espectrofoté-
metro Shimadzu Q V - 50 a 360 nm y 0'3 de rendija. Los resultados
se representan en papel gréfico milimetrado, poniendo las absorban

cias en las ordenadas y las concentraciones en las abscisas. Gréfica

nimero 21
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DIALISIS DE EQUILIBRIO

Se realiza segin el método de Aussel y colaboradores (51 ),
y se utiliza el dispositivo de la ligura ndmero 22

IEn los tubos de didlisis ( Colodién S M 13.200 de Sartorius),
previamente equilibrados en el tampén de fosfalos de pH = 7'4, se
colocan 3 m!l de la solucién de S A l. Estos tubos se introducen
en un frasco de cristal transparente que contiene 11 ml de solu-
cibn de antibidtico ( dicloxacilina ). La razén de las cantidades
3 ml y 11 ml respectivamente es para igualar el nivel dentro y fue

ra del tubo de diflisis y paliar en lo posible los electos osméticos.

El conjunto se coloca a 42 C y se mantiene a esta temperatu-
ra durante sesenta horas ( tiempo necesario para equilibrar la di§
lisis. J

Pasado este tiempo el tubo de dilisis se extrae, se enjuga li

geramente y se pesa para calcular la variacién de volumen y cono-

cer exactamente la concentraciédn de albéimina de la solucién.

El antibidtico se valora en la solucién interior y en la exterior
¥
del tubo por especirofotometrfa.

La relacidn de la concentracidn de dicloxacilina dentro del tu-
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DISPOSITIVO PARA DETERMINAR LA DIALISIS

A.- Tubo de colodidn para diflisis
B. - Frasco de cristal transparente
C.- Solucién de medicamento

D.- Solucién de proteina

FiG. 22
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bo frente a la conceniracién de la misma en el recinto externo, per-
miten calcular el porcentaje de antibidtico combinado. Los resulta -
dos obtenidos para la dicloxacilina ~ seroalbimina humana, se pue -

den observar en la tabla ndmero 1
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l.a curva de saturacién que rvepresenta r frente a R, o sea,
la fraccién de sitios ocupados frente a la relacién C.r / [P]'l" se

puede observar en la grifica ndmero 23

El nimero de sitios viene dado por la interseccién de las tan
gentes a baja concentracién y la asfntota. Por este procedimiento
se encuentran 2'25 puntos de unién para la dicloxacilina con la SAH

por diflisis de equilibrio.

Para calcular la constante de asociacién se traza la gréfica

de Scatchard r [ C. frente a r ( grifica ndmero 24 )

Si la gréfica fuera una linea recta, indicarfa una sola clase
Ly v
de sitios de unidn y la pendiente seria la constante de asociacibn.
Pero, esta isolorma de asociacidn no es lineal por lo que hay que
.

suponer que existe m4s de uuna clase do sitios de vmidn. Para com
probar esto y obtener una idea de la naturaleza de’esa unidn, segui
mos el procedimicnto de Weber y Anderson ( L.965) 63, que per
mite distinguir los dilerentes tipos de unidn, e uata de represen-
tar el logaritmo de la concentraciédn del ligando libre Irente al pa -

rédmetro r, andloga a lu 1epresentacidn que se utifiza para una va-
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loracién ptmétrica ( gréfica nimero25 y 26 )

El fundamento es el siguiente:
Si S es la fracciédn de saturacidn, o sea, la relaciédn de sitios

ocupados a sitios posibles

S - pd ¢
[ei+r g P,

-

l.a constante de asociacién serfa:

K=[Pc]= c /P, s
a T -
(FllcT [Fl[cd/ P, 1-S ¢,
S
entonces K .C =
a c
1 - S
y tomando logaritmos
Lo > L + 1 C
8 = og Ka .og c
1 -8
pero el caso general serd
> 1 K.+ )1 >
Log = log K_4 j log C_
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Esta ecuacién describe la unidn simple, la miltiple y la coopera
tiva en base a los valores de j .

Si definimos el Spén como la longitud del eje logarfimico entre
S =0'1 y S=09 ( loque supone la unién del 10 al 90 % ), pa-
ra j=1, ellogaritmo de CC variard desde Log 0'9/ 0'l a Loga
ritmo de 0'1 / 0'9 lo que supone 1'908 unidades logarftmicas. Pero

j=1 es solo enla unién simple.

Para la unién miltiple el Span ser§ j veces el de la unién sim-

ple, y para la unién cooperativa serd j veces menor.

Como representamos r en lugar de S, dado que

r - n? moles ligando unido

n? moles de proteina

n? de moléculas ligadas

¥» S =
n? de sitios presentes

la relacién entre S y r serd

r = S x valor estequiométrico

ypara S =0'1t, r wvale 2'25.0'L,



para S =0'9, r vale 2'25. 0'9

Estos valores 0'225 y 2'025 de r corresponden en la gréfica
nimero 20 aproximadamente a 4 unidades logaritmicas lo que sig-

nifica una unién mdltiple.

En la gréfica de Scatchard ( gréfica ndmero 24), la forma de
la curva es semejante a la que Aussel, Andran y Gallegran (50)

consideran debida a dos clases de puntos de unién

n1 sitios fuertes de constante de asociacién Kl

¥y n, sitios débiles de constante de asociacién K2

O sea que la ordenada en el origen

-0 - K n, 4+ Kyn

272

y la abscisa en el origen

{r =nl+n

%/Cc=o 2

Al existir una gran imprecisién en estas extrapolaciones, para

107
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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 gréficas
se comparan con la isoterma experimental.

l.a ecuacién de la gréfica m4s acorde con esta es :

' ' . 2 ) 3 vea vh . 5
¥ =5'93 - 24'76x 4= 49'53 X© - 4960 XU+ 23'59 X% - 4'24 X

coeficiente de regresién = 0'95827
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Hemos estudiado tambiédn por didlisis de cquilibrio, la asociacién
. . .
de la vitamina le a la seroalbdmina humana, los resuliados se regis

tran en las tablas ndmero Il y gréficas nimero 28,29,30 y 31,
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Para las egtrapolaciones de Scatchard en la computadora, obteane-

mos la siguiente ecuacidn :

y = 2091 - 37'00 X + 46'60 X2 - 33'23 X34 11'09 X4 - 1'35 X5

[§

0'98539

coeficiente de regresién
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l.a influencia de la vitamina BIZ en la asociacién de dicloxacilina-

seroalbdmina humana, se expresa en las tablas nimero Ul y gréficas

nimeros 32,33,34 y 35
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Para las estrapolaciones de Scatchard en la computadora oblenemos

la siguiente ecuacién :
y = 31'14 - 75'08 X 4+ 106'85 X2 - 94'49 X3 4 43'38 X4 - 7'73 X5

coeficiente de regresién = 0'99819
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Los ensayos de amortiguacibdn de fluorescencia los hemos reali-
zado con el espectrofluorfmetro Perkin - Elmer, M P F modelo 44 A,

" modo ratio " , con cubetas cuadradas de 1 cm. de

trabajando en
’ .
paso optico .

Siendo la longitud de onda :
de excitaciédn 292 nm

de emisién 334 nm
Valores de rendija 10 y 10
Sensibilidad - grueso - 0'3

fino - 0

Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.

Seguimos la técnica de adicién que consiste en afiadir partes a-
Mfcuotas de ligando a la solucién de proteina y medir la amortiguacién
de la fluorescencia de la proteina tras cada adicién. En la mayorfa de
los casos la regién de interés se encuentra en la relacién molar de me
dicamento /| SAH de O a 5'0. Se han obtenido 28 puntos para la
interaccién de dicloxacilina- SAH .

La titulacién requiere tres cubetas: una llena de tampén y usa-
da como blanco y las otras dos llena cada una con 3'0 ml de solucién
de albdmina. Una de ellas designada arbitrariamente como la cubeta

de valoracién y la otra como la cubeta de referencia.



La fluorescencia de la cubeta de valoracién se colocéa 1, el
tampén a O y se anota la fluorescencia de la cubeta de referencia

que se ajusta siempre a 1'0.

Antes de cada lectura de la cubeta de valoracién, el tampén y
la cubeta de referencia se leen y si es necesario el instrumento se
reajusta a la lectura inicial, esto corrige la desviaciédn en la res-
puesta fluorimétrica.

30
5 - 10 - 20 - 40 microlitros de solucién de dicloxacilina se afia

den a la cubeta de valoracidn. La solucidn se mezcla y sc mide de
nuevo la fluorescencia. Al final de la valoracién, la absorcién de la
solucién de valoracién se determina a 292 y 334 am frente a la
solucién de referencia , con lo que se comprueba que el efecto de
filtro interno es despreciable .

La concentracién molar de SAH era de 3'6 . 10‘5

La concentracidn molar de dicloXacilina era de 1'l . 10-3, y es-
ta solucién contiene una concentraciédn de SAH igual a la solucién a

5

valorar (3, 6 X 100" M ), para evitar el efecto de dilucién de la -

concentracidn inicial de albdmina al afiadir la solucién del antibiotico.
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Partimos de una longitud de onda de excitacidn y se hace un ba-

rrido de emisibn, de seroalbumina, dicloXacilina y vitamina 13y, .

La solucidn vitamina By, a una longitud de onda de exc itacién -

a 360 nm , no tiene fluorescencia .
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Colocamos la solucién de proteina en la cubeta del fluorémetro
fotoeléctrico, ajustamos el instrumento para hacer un barrido empe-
zando la excitacién a 230 nm y observamos un méximo de emisién a
338 nm ( gréfica ndmero 360 ) - primera figura.

Siendo las condiciones del aparato:

Sensibilidad 0'3
Fino 0
Rendijas 10 y 10

Lectura de la emisién 338

Gréfica nimero, 2% figura ( 36 )

Excitacién - 292 nm

Emisién - A partir de 295 nm el méximo de emisién e¢s a 338 nm

Condiciones del aparato - Las mismas

()"',‘

Concentracién molar de serocalbimina = 3'6 ., 1







Se coloca la soluciédn de dicloxacilina en la cubeta del fluoréme-
tro fotoeléctrico y empezamos a excitar a 200 nm observando ¢l m4 -
ximo de excitacidn a 280 nm, recogiendo la emisién a 310 nm ( gréfi -

ca ndmero 37 - primera figura ).

Condiciones del aparato:
Sen_sibilidad— 30
Fino - O

Rendijas - 10 y 10

Gréfica ndmero 37 segunda figura

Se comienza a excitar a partir de 283 nm, observando que el m4
ximo de emisién es a 312

Condiciones del aparato las mismas

-3

Concentracién molar de dicloxacilina = 1'1 ., 10
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Después de obtener la curva de la intensidad relativa de fluores-~
cencia IF/ Iy frente a R ( gréfica n® 39 ), se ajusta la porcién lineal

inicial de la curva a una linea recta por el método de los mfhimos cua~

drados.

La ecuacién serf:

lr = lO -m, o R
donde [F ‘= fluorescencia a la relacién R
11} " ”" "
IO = cero

Cuando R = 1, es decir, cuando una molécula de ligando se liga

a una molécula de seroalbimina

cencia vendr4 dada por

En la ecuacién

(Te )= <)
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La concentracidn de antibibtico libre vendrd dada por
c] - [e]-[e - ¢ - alr],
La concentracién de la proteina libre

[P] = [p]t - [P Cc] h [p]t '[CL]=[I)]1'Q[P]t

y entonces

e c] Q [p],
leple.d el - ey f1c, - QlPl

y simplificando y teniendo en cuenta que

e gl
1Pl

llegamos a

Q
(1-Q) (R-Q)[P],




y para utilizar el método de Scatchard, si n = nitmero de puntos de

unién
nK-KQ = _ 2 . Q
(<l [R-Q ")
Q
y representando frentec a Q da una luca cuya

R-QJ[P],

interseccidn con el eje de abscisas da el ndimero total de puntos de
unién y la’‘interseccidn con el de ordenadas, el producto de este nid
mero por la constante de afinidad.

En el caso de dicloxacilina - SAl, la representacién de la lMuo
rescencia relativa frente a R nos da la gréfica nimero 39 en la que
se ajustan los diez primeros puntos a una lfnea recta por el método
de los mfnimos cuadrados.

La ecuacién de la recta ajustada es

F = 23'3 - 4'41 R

y se calcula el pardmetro Q para todos los puntos que se encuen-

tran por encima de la lfnea ajustada

- F, - T 233 - Fj

m; 4'41

los valores obtenidos se observan en la tabla n? [V
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La curva de saturacién que representa Q [rente a R, o sea,
la fraccién de sitios ocupados frente a la relacién CT /[P]T se pue
de observar en la gréfica nimero 40

El nimero de sitios viene dado por la interseccién de las tangen
tes a baja concentracién y la asfntota. Por este procedimiento se en-
cuentran 2'25 puntos de unidn, para la dicloxacilina con la SAH por

el método de amortiguacién de fluorescencia.

Para calcular la constante de asociacién se traza la gréfica de
Scatchard AT frente a Q ( grdfica ndmero 4! ), que no es una
linea recta al igual que en el caso de di4lisis, por lo que hay que su-
poner que existe mis de una clase de sitios de unién, Para compro -
bar esto y obtener una idea de la naturaleza de esta unién, seguimos
el procedimiento de Weber y Anderson ( 1,965) (40), de represen-
tar el logaritmo de la concentracién de ligando libre frente al pardme
tro Q ¢ Gréfican® 42 ) . )

Llevados los valores de Q y A1 a la computadora, nos da ta -

siguiente ecuacién :
y = 36'43 - 136'82 X 4 215'77 X2 - 172'74 X34 69'04 X4 - 10'92 X5

coeficiente de regresién = 0'99635



168

oy

LERFELIT ]

v

e

520

a4



34,

30

2s.

10.

os.

169

Raprasentsciens de

SCATCHARD

pore s emen de BICLOXACILINA ¢ SAN

Guaties w 41




-8 4

Zv oN '4d9

HVYS -

VNITIDVX0TDId

o't !

99 ®o01- 4



as

GRAFICA N°

43

171

Cestot



INFLUENCIA DE LA VITAMINA '312

EN LA FLUORESCENCIA DE LA

SEROCALBUMINA

l.as diez primeras determinaciones se hicreron aiiadiendo a 3 ce.
de seroalbimina, partes alfcuotas de vitamina 812 de 1'8 mg % obser
vando un descenso de la fluorescencia de 100 a 68 ( TablaV ).

Como este descenso es pequefio, se repite la experiencia con so-
luciédn de vitamina B12 a una concentracién diez veces mayor ( 18 mg %)
descendiendo ta fluorescencia de 100 a 30 ( Tabla VI ).

Para realizar la curva de descenso de la fluorescencia, se colo-
can en ubscisas la relacién molar medicamento - albdmina y en ordena
das la lTuorescencia ( Gréfica 44).

L.os primeros puntos de esta gréfica, se ajustan a una lfnea recta

por el método de los minimos cuadrados con el fin de calcular FO y my

172
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para obtener el pardmetro Q;.
l.os valores obtenidos se resciian en la tabla VI, donde se puede
observar que las diferencias R - Q; y por tanto (R - Q;) A = Conc.

libre, salen negativos, lo que muestra que la vitamina sc une mucho

3]
12
a la albdmina; y a las concentraciounes de nuestras experiencias perma -
nece totalinente unida. Pero, teniendo en cuenta que las dosis de esta
vitamina que se administran al organismo son muy pequeiias, y que lo

que estudiamos es su posible influencia en ta asociaciédn del antibidti-

co, no hemos considerado oportunc seguir aumentando la proporcién.
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TABL A NV

INFLUENCIA DE LA VITAMINA B12 EN LA FLUORESCENCIA

DE LA SEROALBUMINA

Experiencia Relacién de Moles Fluorescencia
R
1 024 . 1074 100
2 139 . 1074 95
3 247 . 1074 92
4 348 . 10 -4 90
5 &43 . 1074 88
6 5'33 . 10 -4 86
7 618 . 1074 83
8 775 . 1074 76
9 916 . 1074 72

10 1044 . 10~ 68
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AMORTIGUACION DE LA FLUORESCENCIA EN LA

ASOCIACION DE DICLOXACILINA A LA SEROALBU

MINA EN PRESENCIA DE VITAMINA B;,

En la grifica n? 45 observamos el espectro de amortiguacidn de la
fluorescencia al afiadir a la seroalblimina ademds de la dicloxacilina , -
partes alicuotas del otro ligando, soluciédn de vitamina By -

La curva de saturacién que representa Q frente a R , se puede -
observar en la gréfica n? 47 . El nimero de sitios viene dado por la in-
tersecciédn de las tangentes a baja concentracidn y la asintota . Por este
procedimiento se encuentran 1'3 puntos de unidn, para la dicloxacilina
= SAH - vitamina B, por el método de omortiguacidn de la Muorescencia.

La gréfica ndmero 48, es la representaciédn de Scatchard para cal -
culas la costante de asociacién y representa AYI, frente a Q, como en
los casos anteriores, no es una lfnea recta por lo que se supone tam -
bien que existen mas de una clase de sitios de unién. Esto se comprue-
ba por el procedimiento de Weber y Anderson (1,965 ) (40 ), rve -

presenta el lcgaritmo de la concentracién de ligardo libre, frente al .-



pardmctro Q , dondonos una idea de la naturaleza de esta wnidn ( grd-

fica ntimero 46 ) .
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Ajustando la primerva porcién a una lfnea recta por el mérodo de

los mifnimos cuadrados

F o= 5'26-198R

Obtenidos los pardmetros de Scatchard y llevados a la computa-~

dora nos dan la siguiente ecuacidn de la gréfica :
y = 35'08 - 136'92 X 4 202'80 X2 - 1341 X3 4 3329 x4

coeficiente de regresién = 0'99980)
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RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar se ha calculado la estequiometria, mediante

las gréficas en que se representan el nimero de moléculas de ligan

do unido por mol de proteina ( r ), frente a la relacidn concentra -

cién de ligando/ concentracién de proteina ( R ). ( Gréflicas 23,28,

32,40 y 47).

l.os resultados son:

Dicloxacilina-S AH
Diclox.-Vit Blz-SA'H

Vit. 812 - SAH

Didlisis de Fluorescencia

equilibrio

n= 2,25 : n= 2'25
n= 2'0 n= 1'3
n = J3'%40

En los que se puede observar, que para el caso de la unién de

dicloxacilina a la SAH, se obtiene la misma relacién de estequiome

trfa, por ambos métodos, el de didlisis de equilibrio y el de inhibi-

cién de la fluorescencia.
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No ocurre igual en lo que respecta a la influencia de la vita
mina BIZ’ que por diflisis da un valor de 2'00 y por el método
de la fluorescencia proporciona un valor de 1'3. Esta diferencia
entre los métodos la han apuntado ya algunos autores y lo atri -
buyen al elevado valor de las constantes de asociacién de es-
tas suslancias, que suponen errores en ¢l primer método.

Al oblener un nimero de sitios mayor que la unidad, hemos

estudindo,la naturaleza de esta unidn,siguiendo las directrices

de Weber y Anderson ( 40 ) ( ya indicado antes ):

Representando - Log C. frente a r, se deduce sila unién
es simple, miltiple o cooperativa. Los resultados obtenidos, nos
conducen a suponer que se trata de una unién miltiple , no coope-
rativa, tanto para la uniédn dicloxacilina - SAH, como en el caso

de la presencia de vitamina B gs yen la unidn de esta dltima sus-

1
tancia a la SAH.

Al hacer la representacién de’Scatchard de r / Cc frente a
r , nos encontramos con una curva que indica también distintas
clases de sitios de unién. Dada la asimetrfade la gréfica podemos

suponer que existen uniones fuertes, correspondientes a los valo-

res clevados de r/ C_, y uniones débiles correspondientes a la



parte buaja de la curva,

Reduciremos el problema a dos constantes de umén, ambas
tendréun los valores medios ponderados correspondicntes a las dos
clases de puntos de unién, fuertes y débiles.

l.a ecuacidn de Scatchard serd entonces:

Se¢ han propucsto muchos mérodos para la deternonacidn de
los valores de kl’ k2, nyyn, a partir de los diagramas cxperi-
. . e
mentoles, que incluyen la utilizacidn de ordenadores para obtener

la ecuacién de la gréfica.

Nosotros hemos obtenido ecuaciones polindmicas hasta de gra

do 5 con coeficientes de regresidn muy aceptables
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Las extrapolaciones sobre los 2 ejes llevan a los valores :

con lo que tenemos cuatro incdgnitas .
Si utilizamos dos puntos de la gréflica, obtendremos cuatro
ccuaciones para estas cuatro incégnitas .

Desarrollando la ecuacidn:

r
= =n1k14- n2k2+(n1+ nz)kl.kzcc-(l(1+ Kz-l-l(1 KZC)r

(2]

y si para simplilicar hacemos :

L=r/C; T=Cg; S=k14~k2', P:klkz; AK=n1k1+n2k2

sustituyendo, resulta la ecuacidn:

LTS 4 LT°P-ANT.P = AK-L



195

que, aplicada a dos puntos de la gréfica nos permite obtener el va-
lor de las dos incégnitas :

S=k1+k2 y P:kl.k2
de las que los valores de las constantes k1 y k2 serdn las raices
de la ecuacién de segundo grado:

K" = SK +P =0

y conocidos los valores de k, otras dos ecuaciones con dos incog

nitas nos darén los valores de noynm,

AN = n

El problema se encuentra en la enorme imprecisién de las ex
trapolaciones para obtener los valoresde A K v AN,
Siguiendo las indicaciones de Galleyrand ( 80) hemos cons-

truido un programa de célculo al que se le proporcionan tres va -
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lores numéricos de extrapolaciones sobre cada eje y se calcula la
isoterma tedrica que corresponde a las nueve combinaciones posi -
bles de estos tres valores.

Estas isotermas se comparan con la isoterma experimental con
el fin de elegir la mds acorde con ella.

Este programa lleva dos subprogramas:

1?2) - El subprograma RESOLP para la resolucién de sistemas li-

necales y

29) - El programa RACINE que nos calcula las constantes de inte-

raccién.
Tenemos que darle al ordenador:

12) - Los coeficientes de las incdgnitas en el sistema de ecuacio-
nes obtenidos de la isoterma experimental ( dos tarjetas de da

tos ).

29%) - Los valores de las éxtrapola‘ciones de A N eu una tarjeta los
tres.
3°) - Los valores de las tres extrapolaciones de r/ Ce =AKen

olra tarjeta.

4%) - Treinta y dos valores de concentracién de medicamento libre



que nos servirdn para calcular las curvas tedricas, a razédn de diez

valores en cada tarjeta.

El programa nos da nueve resultados y en cada uno de ellos,

los valores de k1 y k2, n, yn, ytres columnas de 32 puntos ca

da una, con los valoresde C_, r/C. y r.

Para cada uno de nuestros cinco casos hemos de comprobar ,
cual de las nueve isotermas tedricas presenta mayor concordancia

con la curva de Scatchard experimental.

Los resultados tebricos méds acordes con las isolermas experi

mentales se pueden observar en la siguicnte tabla:
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19) -

29) -

39 -

4 -
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RESUMEN Y CONCLUSIONLS

Se ha estudiado la asociacidn de la dicloxacilinie con la SAll y la
influencia de la presencia de vitamina B3 en esta asociacién, por
dos métodos: didlisis de equilibrio y amortiguacién de la fluores-

cencia de los restos del triptéfano.

En los estudios de diflisis sc pone de manifiesto la existencia de
al menos dos clases de sitios de unién sobre la proteina a los que

puede ligarse el antibibtico.

Se comprucba que la naturaleza de csta unidn no supone ningtn
cefecto cooperalivo, sino que corresponde a unidn miltiple e inde

pendiente,

La estequiometrfa total oscila entre 2 - 2'25 segiln el méiodo a
plicado para su cdlculo y los valores individuales de cada clase,

son 0'9 y 1'2 calculados segin el mélodo de Scatchard.



59 .~ Las constantes de asociacidn sou:

K, = 1'18. 10 M

69 - La presencia de la vitamina ”12 en csta asociacién alecta a la
estequiometria que calculada por el método de Scatchard nos da
3'5 puntos totales que en valores individuales son 0'4y 3'1. En
cambio no se modifican las constantes de asociacidn apreciable-~

mente.

72) - Por el método de didlisis de equilibrio sc¢ ha estudiado también

la asociacidn vitamina - SAIll, y esta asociacidn resulta

3.
*12
dc naturaleza miltiple y los valores obtenidos segdn el método

de Scatchard son

n = 3'9; ny o= 1'00 ; n, = 2'90

K -295.10%y K, -59.10%

82) - Ln los cstudios de fluorescencia de dicloxacilina- SAIl se pone
también de maniliesto la existencia de al menos dos clases de
puntos de unidn, no cooperativos, cuya estequiometria total os

cila entre 2'25 y 2'5 y que proporciona valores individuales
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calculados por el mérodo de Scatchard de 0'70 y 1'8, siendo

las constantes respectivas:

K, - 516 . 108 Mmooy
K, - 1'34 . I()A M_]

99) - Por la técnica de fluorescencia la presencia de vitamina ”12’

10)-

no altera significativamente la estequiometria total y parcial,
si bien la constante de asociacidn de los puntos de 2¢ clase,

aparece notablemente disminuida.

De la comparucidn de los resultados obtenidos por ambos mé

todos, sc puede concluir que en ausencia de vitamina le son
absolutamente comparables. Lin presencia de vitamina ”1.2’ los
resultados son sistematicamente superiores por el mélodo de
didlisis. Esto se puede atribuir al enorme electo de amorti -
guacién de la Muorescencia del triptdlano que presemala vi
Ltamina le, que puede enmascarar los resultados debidos a

la dicloxacilina, y que nos ha impedido realizar los cdlculos

de unidn a las concentraciones que empleamos en este trabajo.
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