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Propésito y Método del Estudio: Estudios recientes han demostrado que la
Peroxisomicina Al, dcido débil (pK 7.27), extraido de plantas del género Karwiskia,
interacciona fuertemente con la ASB y ASH tanto a un pH de 7.2 como a un pH de 7.4.
Debido a esto se pensé que la Peroxisomicina Al compite con otros firmacos acidicos por
los mismos sitios de unién en la Albimina. Por lo que el objetivo de este trabajo fue
establecer si hay competencia entre 1a Peroxisomicina Al por los sitios de unién en la
Albimina a pH 7.2 con tres farmacos acidicos que se usan como modelos segtin Scheler,
como lo son la Warfarina que pertenece al modelo tipo I, 1a Indometacina que pertenece al
modelo tipo I y la Fenitoina que pertenece al modelo tipo III. Se titul4 la Alblimina con
Peroxisomicina Al, despiies se titul6 la Peroxisomicina Al con Albimina en presencia y
ausencia de medicamento (Warfarina, Indometacina y Fenitoina), siguiendo la sefial
analitica de la Peroxisomicina Al. Se titulé la Albumina con medicamento (Warfarina e
Indometacina), después se tituld el medicamento con Albimina en presencia y ausencia de
Peroxisomicina Al y se siguid la sefial analitica de cada medicamento utilizando la
Espectroscopia de Derivadas. Para e] caso de la Fenitoina se titul6 &sta con Albiimina en
presencia y ausencia de Peroxisomicina Al y se analizaron las muestras por CLAR. Se
utilizaron graficas de Scatchard para cada experimento (Peroxisomicina Al, Warfarina,
Indometacina y Fenitoina), las cuales se obtuvieron al graficar r en funcién de
t/[medicamento]libre, lo que da una curva con dos tendencias lineales, de las cuales
podemos obtener de la pendiente de cada recta K (constante de afinidad) y del intercepto
en x, N (ndmero de sitios de unidén), para cada una de las curvas.

Contribuciones y Conclusiones: En base a los resultados obtenidos se concluyé que no
hay competencia entre la Warfarina, Indometacia y Fenitoina con la Peroxisomicina Al por
jos sitios de unidn en la Albimina, ademds que en el caso de la Warfarina se observé un
aumento en el grado de interaccidn con la Albimina en presencia de Peroxisomicina Al.
Tal y como se reporta en la literatura la Warfarina y Fenitoina no se unen a ia Albdmina en
presencia de 4cidos grasos, sin embargo la Peroxisomicina Al no compite con los dcidos
grasos por los sitios de unién en la Albimina.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los medicamentos son transportados por el torrente sanguineo desde su sitic de
absorcidn a su sitio de accién. La mayoria de los medicamentos son solubles en ¢l plasma;
muchos otros se asocian parcialmente a componentes de la sangre tales como: albimina,
globulinas, lipoproteinas y eritrocitos. De esta manera los medicamentos tienen acceso a
los mismos sitios a los que tiene el componente sanguineo. So6lo la fraccién libre de
medicamento difunde a través de la pared capilar y la membrana celular, alcanzando asi su
sitio de acci6n. La unién de medicamento a proteina puede aumentar la solubilidad en el

plasma W,

La albimina es 1a macromolécula cuantitativamente mds importante de las proteinas
plasmaticas, y frecucntemente es a la que se le une la mayor parte del medicamento. Como
la unién de medicamento a la albimina es ficilmente reversible obedeciendo la Ley de
Accién de Masas, los complejos medicamento - protefna sirven como reservorio circulante
de medicamento libre, para asi ser biotransformado o excretados; de este modo, la union
de albiimina decrece la mdxima intensidad, pero incrementa la duracién de accién de

. 1
muchos medicamentos .

1.1 Unién FArmaco - Proteina

La albimina tiene una carga neta negativa al pH del suero, sin embargo, puede
interactuar tanto con las cargas positivas como negativas de los medicamentos.
Teéricamente, todos los sitios cargados en la alblimina pueden funcionar como sitios de
unién para medicamentos con la carga apropiada; muchas cargas estdn escondidas dentro



de la estructura tridimensional de la albiimina. La composicion aminoacidica de la

albumina se muestraen la tabla 1,

Tabla 1

Composicién Aminoacidica de la Albiimina @

(+) (-) neutro polar | neutro no polar

His (230) Asp (780) Ser (350) Gly (210)
Lis (840) Glu (118) Thr (420) Met ( 86)
Arg (350) Tyr (260) Ie (130)

Leu (910)
Ala (920)
Val (660)
Cys (520)
Phe (470)
Trp (40)

El lado amino y basico de estos aminoicidos ofrecen la posibilidad de formar
enlaces i6nicos con moléculas de medicamento. Por ejemplo: los grupos g-amino de los

residuos de lisina se encuentran ionizados al pH del plasma y por lo tanto pueden

involucrar la unién de medicamentos acidicos, los cuales se unen fuertemente a la
albiimina y con alta afinidad, a través de enlaces salinos (con grupos -COQO y NH,

libres), puentes de hidrégeno, fenémenos de adsorcién, uniones hidrofébicas, uniones de

Van der Waal. De éstas, las uniones hidrofébicas a la albimina son las mas importantes

porque los complejos albiimina - firmaco son pocos solubles en agua 6.4,

La presencia de un grupo ionizable eleva aparentemente la afinidad del
medicamento por la proteina, por lo tanto la naturaleza de esos como la posicion de los
sustituyentes pueden influir sobre las caracteristicas de dicha asociacién. La presencia de

cadenas alquilicas no polares y sustituyentes como alcoholes, dcidos o sulfatos de cadena



lineal, pueden incrementar dicha interaccién. Este tipo de incremento parece deberse a una

interacci6n entre porciones lipofilicas de la protefna y del medicamento. De modo similar,

los electrones del anillo aromético pueden contribuir a esta clase de asociacién lipofﬂica(s).

1.2 Afinidad del Complejo Farmaco - Proteina.

La afinidad entre un medicamento y sus sitios de unién en una macromolécula son
expresados como una constante de equilibrio que establece la relacién de concentracién de

medicamento en forma unida entre el producto de las concentraciones de medicamento no

unido y proteina.

k1 [complejo medicamento-proteina)
Ka= = (1)
k2 [medicamento no unido] [proteina]

A su vez k1l y k2 son las constantes de velocidad de reaccién de asociacidn y
disociacidn respectivamente. Ka nos da el grado de afinidad del medicamento. La afinidad
es frecuentemente expresada en términos de constantes de disociacién Kd, la cual es dada
por la relacién k2/k1, es decir, es inversamente proporcional a la afinidad. La constante de
disociacion iguala el valor de la concentracién del medicamento libre, cuando el 50% de

los sitios de unién correspondientes en la proteina estdn saturados.

A altas concentraciones de medicamento, la mayoria de los sitos de unién en la
molécula de proteina estan saturados. Cuando un medicamento se une con distinta afinidad
en los diferentes sitios de la molécula de proteina, se involucran varios equilibrios. Cada
uno de estos se caracteriza por una constante de disociacion. La capacidad mdxima de la
unién de la proteina para un medicamento dado es igual a la concentracién molar de la

proteina multiplicada por el nimero de sitios de unidn para ¢l medicamento.



Para la mayoria de los medicamentos sélo hay uno o dos sitios de unién primarios

en la molécula de albiimina; existen sitios secundarios pero son menos especificos.

El nimero promedio de moléculas de medicamento ligadas a proteina ( r ) estd
dado por la relacién de la concentracién de medicamento unido entre la concentracién de

proteina an,

[medicamento], 4,
r= (2)
[proteina]

El nimero de moléculas de medicamento ligadas depende de la constante de
equilibrio de la unién, del nimero de sitios de unién, de la concentracién de
macromolécula y de la concentracién del medicamento. Ademas la temperatura, pH y
fuerza i6nica pueden afectar el mimero de sitios de unién y su constante de afinidad in
vitro. Cuando hay un sélo tipo de sitio de unién, r varia desde 0 hasta 1 y es igual a €
(fraccion de sitios ligados). Si hay N sitios de unién, la fraccién de sitios ligados esta

dado por la siguiente ecuacién:

0=-—- (3)

Si los sitios de unién de la proteina son idénticos e independientes, la expresion

para 8 en el equilibrio no depende de los sitios por macromolécula.

El enlace reversible de un ligando a una macromolécula ha sido analizado por

varios autores de acuerdo a la “Teoria de Equilibrio Multiple”, que da la siguiente

ecuacion:



) : ) 4
'=? 1+Ki[A)

donde R representa el niimero de moles de ligando enlazado por mol de macromolécula, m
representa el nimero de clase de sitios de unidn independientes de tal manera que cada
clase i tiene ni sitios de unién con afinidad de unién Ki, y [A] es la concentracién de
ligando libre. Esta expresion muestra que R es independiente de la concentracién de la
macromolécula. Los parametros ni y Ki se obtienen graficando R/[A] vs R segiin
Scatchard (ver Figura 1). Este grafico deberfa dar una linea recta con pendiente -Ki, el

intercepto en el eje de las y es niKi y el intercepto en ¢l eje de las x es ni (ver Figura 1) .

niKi

R /[medicamento],,,.

Figural. Grafica de Scatchard

Si el grifico no diera una lfnea recta indica que los sitios de union no son idénticos

. - 7
o no son independientes o,

1.3 Técnicas de Determinacion Union Farmaco - Proteina

Con pocas excepciones, la interaccion especifica de macromoléculas con ligando
involucra un paso de unién como parte del primer evento. La primera etapa en la

caracterizacion de tales interacciones requieren la cuantificacion de:



a) la estequiometria de la unién

b) la estequiometria de la afinidad por el ligando.

La unién de medicamento a ]a albiimina se ha estudiado in vitro por ias técnicas de
didlisis, ultrafiltracién, cromatografia o por métodos espectroscopicos. Estas técnicas han
dado resultados similares pero no siempre idénticos. Estos estudios deben establecer no
sélo la éxtensién de la unién sino ademds el mimero de sitios de unidn y sus afinidades

por €l @

1.3.1 Andlisis Indirecto (Separacién Previa al Andlisis)
1.3.1.1 Didlisis

La técnica de didlisis consiste en colocar el medicamento y la macromolécula en
una cdmara de didlisis con membranas semipermeables que lo separa de otra cdmara sin
proteina. S6lo el medicamento libre atraviesa la membrana y luego de establecerse el
equilibrio, se determina la concentracion del medicamento en la cimara libre de proteina.
Las desventajas de esta técnica son que se lleva mucho tiempo alcanzar las condiciones de
equilibrio, lo cual puede resultar en la denaturalizacién de la proteina y el equilibrio se
alcanza en condiciones estdticas, las cuales son distintas a las condiciones naturales

. 6
encontradas en el organismo ©.

1.3.1.2 Ultrafiltracién

La técnica consiste en colocar una mezcla de tintlacién de proteina con el

medicamento en una camara de ultrafiltracién con una membrana adecuada, a la cual se le



aplica presi6n alta y obliga a las moléculas de medicamento libre a difundir a través de la

membrana; después de establecerse el equilibrio se determina la concentracién de

medicamento libre.

Las desventajas de esta técnica son el efecto osmético v la posible unién a Ila membrana

utililzada ©.

1.3.1.3 Cromatografia

Esta técnica utiliza la Cromatografia de Liquidos en sus diferentes modalidades, se

reportan en la bibliografia para este fin el uso de:
1.3.1.3.1 Columna de Exclusién Molecular (Anélisis Frontal)

Se agrega una mezcla ligando - proteina continuamente a una columna de exclusién
molecular para alcanzar un estado de equilibric y luego se hace una elucién con buffer. Se

obtiene un cromatograma con 3 zonas: la primera corresponde a la proteina libre, la

segunda a ligando - proteina y la tercera al ligando libre .

1.3.1.3.2 Columna de Exclusion Molecular (Hummel y Dreyer)

Se basa en el equilibrio de una columna de exclusién melecular con una solucién
del ligando. Se le inyecta la proteina en pequeifias proporciones y se hace una elucién con
la solucién del ligando usada para equilibrar la columna. En el tiempo de retencion de la

proteina se observa un pico que pertenece al complejo ligando - proteina, seguido de un



pico negativo en el tiempo de retencidn del ligando que representa la cantidad de ligando

unido a la proteina @

1.3.1.3.3 Columna de Fase Reversa

Se mezcla una solucién de ligando con una solucién de buffer conteniendo la

proteina, se incuba la muestra, se filtra a través de una membrana de ultrafiltracién y la

concentracién de farmaco libre se determina por CLAR fase reversa @

1.3.1.3.4 Columna de Fase Reversa con Superficie Interna

Involucra un método de inyeccion directa para el andlisis de drogas en fluidos

biolégicos. El didmetro del soporte de silica ISRP (Internal surface reverse phase) es lo

suficientemente pequefia para excluir macromoléculas de sus poros 2.

1.3.1.3.5 Columna de Fase Quiral Derivada de ASH

Meétodo implementado por Noctor T, es la correlacion entre el grado de unién del
medicamento a la proteina con su tiempo de retencion en esta columna. Se encontré que las
cumarinas y benzodiazepinas dan una buena correlacién, por lo tanto se podria utilizar con

otros medicamentos (8).



1.3.2 Analisis Directo

Técnicas analiticas en donde no se requiere una separacion previa al andlisis, sino

que las propiedades dpticas del complejo proteina - medicamento difieran del medicamento

libre y de la proteina libre .

1.3.2.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible y Fluorescencia

La espectroscopia de absorcién es itil para ¢l andlisis cuantitativo, tiene alta

sensibilidad, selectividad moderada a alta, buena precisién.

Los métodos fluorométricos se aplican para concentraciones mas bajas y son mas

sensibles y especificos que los espectrofotométricos.

Cuando se determina la absorcién (o fluorescencia) de la proteina, se observa el
efecto de agregar varias concentraciones del medicamento y se debe observar una
respuesta lineal al graficar el logaritmo de la absorbancia (o fluorescencia) contra el
logaritmo de la concentracién. Cualquier desviacion indica que hay reacciones laterales

como descomposicidn, autodegradacion, etc.

Estos métodos proveen informacién itil para el estudio de complejo proteina -

medicamento como:

a.- cantidad de medicamento unido y libre en un sistema determinado.

b.- infomacién limitada de la naturaleza de los sitios de unidn, polaridad, pK
de los grupos ionizables, residuos vecinos, etc.

¢.- cinética de formacién o ruptura de complejos

d.- cambios estructurales en la proteina seguidos de la union.



10

Otra ventaja es que los resultados son instantineos a diferencia de la didlisis y

ultrafiltracion.

1.3.2.1.1 Espectroscopia de Derivadas

Dentro de los métodos espectroscdpicos si el espectro de orden cero no da una
buena respuesta se puede recurrir a la Espectroscopia de Derivadas. Esta técnica es de gran
utitidad para extraer informacién cualitativa y cuantitativa de un espectro compuesto de
bandas no resueltas; se emplea para aumentar la estructura fina de l1as curvas espectrales.
Consiste en calcular la primera, segunda o derivadas de orden superior, de la intensidad o
absorbancia respecto a la longitud de onda. Se wtiliza en aquellos casos en que el
tratamiento cuantitativo de los espectros de orden cero son dificiles e incluso imposibles,
asi como para la deteccién y localizacién de caracteristicas espectrales de componentes mal

resueltos de espectros complejos y para la reduccién de interferencias debidas a la

absorcién de fondo.

Se ha utilizado no solamente en espectros UV-VIS sino en espectrofotometria IR,
absorcién atémica y fotometria de llama, y en espectrofluorimetria convencional y
sincrénica, y permite incrementar sensibilidad y selectividad; en algunos casos permite la

resolucién directa de los analitos sin tener que efectuar separaciones.

Se entiende por espectro derivado una representacién grafica en un intervalo

determinado de longitudes de onda, del cociente diferencial dA/dA para la primera

derivada, d*A/d’ para la segunda derivada y asi sucesivamente.

Una banda de absorcidn simple posee dos puntos de inflexién y un miximo de
absorcidn a longitudes de onda caracteristicas que son independientes de la concentracion.

La funcién dA/dA pasa por un maximo y un minimo en los puntos de inflexién del
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espectro de orden cero y vale cero en el médximo. La distancia vertical entre el maximo y el
minimo de la derivada se denomina amplitud la cual es proporcional a la concentracién

(ver Figura 2).

La segunda derivada del espectro simple presenta dos maximos correspondientes a
los puntos de inflexién del espectro de primera derivada mientras que el mdximo de

absorcién del espectro de orden cero aparece como un minimo (ver Figura 2).

dA/dA D

d*A/dx2 NN

Figura 2. Espectros de Absorcion de Orden Cero y Derivados
de Primero y Segundo Orden.

La espectroscopia de derivadas permite analizar maximos sclapados pequefios en
relaci6n al espectro total; ademds permite determinar sustancias con bandas relativamente

estrechas que estin solapadas con una banda ancha de un segundo componente.

La desventaja que presenta esta técnica es que la diferenciacion disminuye la
relacién sefial / ruido, por lo que es necesario un filtrado de la sefial resultante @3 Este

proceso de filtrado involucra una serie de datos con una funcién que consiste én un juego

de coeficientes de evaluacion. El efecto del filtrado es reducir el ruido y la sefial. Lo
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6ptimo para el filtrado es n + 1 en donde n es el orden de la derivada. El efecto del filtrado
depende de dos variables:
a) la relacion del filtrado, la cual es la relacién del ancho del pico filirado a un
nimero M de datos correspondientes al ancho a la mitad del méxiim.

b) el numero de veces que se realiza el filtrado.

La seleccién de la relacién del filtrado depende del propésito de la derivada. Para
aplicaciones cuantitativas en donde la técnica derivada se usa para reducir la banda ancha

de fondo, se usa una relacion de filrado mayor. Pero si la técnica es para mejorar 1a

resolucién, se usa una relacion de filtrado menor @4

Se han empleado diversos métodos con objeto de resolver mezclas:

a) La técnica de medida del cruce al cero, la cual utiliza e] valor absoluto del espectro
derivado para el componente a analizar medido a un valor de abcisa correspondiente a una

longitud de onda a la que presente valor cero el espectro derivado del componente cuya

interferencia se desce evitar, Esto hace que el error sistemético sea casi nulo ¥ (ver

Figura 3).
A
C,
Vi
Ad, A
dA/dA

AW Vl

Figura 3. Aplicacion de ia técnica del cruce al cero.
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b) El método de regresién lineal a multiples longitudes de onda se basa en que la

absorbancia de una mezcla de dos componentes a diferentes longitudes de onda se expresa

-

asf:
A=¢el.b.Cl+£2.b.C2 (5)
y utilizando una solucién patrén
Ap=¢l.b.Cp (6)
asumiendo que Cpl ==Cp2 =1
tenemos que:
Al =Cl+Ap2.C2 N
Apl Apl

Si se representa A1/Ap] frente Ap2/Apl, para cada longitud de onda, se obtiene una linea
Tecta cuya ecuacién se ajusta por minimos cuadrados y en la que las concentraciones de los
analitos se deducen de los valores de la ordenada en el origen y de la pendiente. S6lo se
obtienen lineas rectas para las longitudes de onda donde se cumpla la aditividad de las

absorbancias ¥,

c) Método de derivadas de espectros divididos, se aplica crando se cumple la Ley de

Lambert-Beer, el espectro de absorcion se define como:

All=¢lL.Cl +€21. C2 (8)
donde AlA es la absorbancia de la mezcla a la longitud de onda 1, €1A y €2A son las

absortividades molares a esa misma longitud de onda.
Si la ecuacién se divide por la ecuacidn del espectro de una disolucidn patrén de 1

AlA=Cl1 +C2.g2% )]
el ElA
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Se representa la relacién A1A / €1A en funcién €2A / €1, se obtiene una linea recta. La

ordenada en el origen da el valor de C1 y la pendiente C2 ¥,

d) Andlisis de multicomponentes, se aplica mezclas de mds de dos componentes, para esta
técnica se calcula la concentracién de cada uno de los componentes de la mezcla

conociendo el espectro de la misma y de cada uno de los componentes. Se aplica la

aditividad de la Ley de Lambert-Beer a la mezcla:
¥j=b, + by x5+ by Xy + by x5 + ¢ (10}

donde y; representa la absorbancia de la mezcla a las distintas longitudes de onda j (j =

1,2,3...n), b, es un término de correlacion de absorbancia, b, representa los valores de

concentracion de cada uno de los k componentes de la mezcla I (I = 1,2,3..k) xij

representa los valores de absortividad de los diferentes componentes I a las j longitudes de

onday e es el error del ajuste, es decir, la diferencia entre las absorbancias experimentales

y las calculadas a cada longitud de onda j.

Para la resolucién de este sistema se utiliza el método de minimos cuadrados, de donde se

hace una derivada y por medio de vectores se encuentran los siguientes pardmetros:

- valor de término independiente
- desviaci6n estandar

- coeficiente de correlacion.

1.3.2.2 Resonancia Magnética Nuclear

La técnica de RMN proporciona un recurso eficaz para estudiar directamente ciertas

interacciones firmaco - proteina, en vez de depender de interferencias basadas en los
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efectos de los sustimyentes en la molécula de firmaco. La unidn se puede estudiar ya sea
por los cambios que se observan en los desplazamientos quimicos o por el principio de

ensanchamiento de la linea 9.

1.4 Peroxisomicina Al o T514; Potencial Firmaco

En el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, la principal linea de investigacion se basa en el

estudio de la actividad biolégica de la Peroxisomicina Al o TS514, y sustancias afines

extraidas de plantas del género Karwinskia.

La planta de la Karwinskia humboldtiana ha sido descrita como un arbusto liso

pequefio, de ramas cilindricas y largas. El fruto se toma violeta obscuro cuando estd

maduro y tiene un didmetro de 0.5 a 1 em.

Los efectos téxicos de la planta fueron descritos por primera vez por el historiador
jesuita Don Francisco Xavier Clavijero en 1789, en su libro de Historia de la Antigua o

Baja California 2,

Dreyer y cols. 1% en 1975 aislaron del fruto de esta planta cuatro toxinas

clasificadas como antracenonas, a las que denominaron de acuerdo a su peso molecular:

T514, T544, T496 y T516.

4 . . . P . . s
Bermudez y cols. "% realizaron estudios toxicol6gicos in vivo en distintas

especies animales, tanto con fruto molido de K. Aumboldtiana como con las toxinas puras
y encontraron que la sustancia responsable de la neurotoxicidad era la T544 y que la T514

presentaba una selectividad por higado y pulmoén sin presentar dafio neurolégico en las

dosis ensayadas.
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Posteriormente Pifieyro Lépez y cols. realizaron estudios in vitro con la TS514 en
lineas celulares continuas de origen benigno y neopldsico de higado, pulmén y colén, y

demostraron que la T514 posee toxicidad selectiva hacia Jas células neoplésicas, lo cual

sugirié en su potencial uso como agente antineoplasico !, En base a eso se obtuvo la

patente de uso @3 y actualmente se estd investigando la Fase Clinica L.

La Peroxisomicina Al es una antracenona dimérica, cuyos monomeros estin
formados por dos anillos fendlicos y una cetona ciclica de seis miembros la cual se

encuentra sustituida en la posicién 3 y 37 por un hidroxilo y un radical metilo. Dicha

molécula es un 4cido débil de pKa igual a 7.27 + 0.09 a8

En la literatura se han encontrado compuestos estructuralmente similares

(hidroxiquinonas) a la Peroxisomicina Al, que interaccionan fuerternente con la

albtimina 7.

Caballero en su tesis de Maestria en Ciencias demostré que la T514 interacciona in
vitro con la albimina sérica bovina y humana, encontré y caracterizd dos clases de sitios
de unién tanto a un pH de 7.2 como a un pH de 7.4, y establecié los cormrespondientes
datos termodinamicos de la unién de T514 a la albimina a diferentes temperaturas us),

Aqui se presentan algunos resuitados de su tesis en base a la interaccién T514 -

Alblimina Sérica Bovina a un pH 7.2 (ver Tabla 2).

Como se observa en la tabla 2 a las tres temperaturas existen dos tipos de sitios de

unién, 3 sitios de uniéon con mayor afinidad K1 y 5 sitios de unién con menor afinidad

K2.



Tabla 2

Parimetros de Unién Albiimina

Sérica Bovina - T514 apH 7.2 ®

Temperatura | N1 | K1x10° | N2 | K2x 10°
L. Mol L Mol
20 3 0,079 5 0,032
25 3 0,068 5 0,024
30 3 0,045 5 0,020
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Con esto concluyé que la T514 (Peroxisomicina A1) interacciona fuertemente con

la ASB y la ASH, y que al aumentar la temperatura en el sistema de estudio, la fuerza de la

interaccion disminuye.

1.5 Competencia Farmaco - Proteina

La posibilidad de que se establezca una competencia por los sitios de unién en la
molécula de proteina cuando estan presentes dos 0 mds firmacos es un aspecto que se
debe tomar en consideracién. Cuando existen varios fArmacos en la sangre, compiten entre
si por el compartimiento proteico, y pueden desplazarse mutuamente. Asi resulta que cada

nuevo fdrmaco que pasa por la sangre plantea las siguientes posibilidades:

- desplazamiento de una cierta parte del medicamento o sustancias fisiolégicas que

estuviesen ya en e] compartimiento proteico.
- imposibilidad de pasar al compartimiento proteico, por estar ocupado por otro

- 4
farmaco .
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Estudios in vitro han revelado que un sitio en el que se une un firmaco puede ser
diferente de aquellos al que se unen los otros. Un firmaco puede unirse a varios sitios de
unién en la molécula de albiimina; puede ser probable que una sustancia pueda desplazar a
otra de algunos de sus sitios de unién en la albimina pero no de otros, © que dos

sustancias puedan desplazar al medicamento unido a la albimina, aunque cada sustancia

por separado no pueda desplazar a ese medicamento de los sitios de unién s

Cuando un medicamento desplaza a otro, se produce una redistribucién del

medicamento desplazado en cuerpo y por lo mismo la concentracién de medicamento libre

aumenta.

La competitividad entre farmacos por la unién en la proteina no se puede estudiar
para cada firmaco, por lo que se estudia con modelos establecidos. Segilin Scheler se

identifican 6 modelos diferentes para los sitios de unién en la alblimina. De estos, 3

pertenecen a sustancias acidicas 20 (ver Tabla 3).

Tabla 3

Clasificacion de los Tipos de Unién de los

Medicamentos Acidicos a la Albtimina @

Tipo I I II1
Modelo Warfarina Indometacina Fenitoina
pKa 5.05 4.5 8.33
N (2 y2 Y30
Kaffin ) 10° 10°-10° (10*
Ejemplo Suifonamidas | Diclofenaco Tetraciclinas

Comparando estos datos con los resultados experimentales, se observo que el pK

de la T514 estd mis cercano a la fenitoina, sin embargo los valores de la constante de
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afinidad calculados por el MC Adolfo Caballero, estdn més cerca de los de la warfarina e

indometacina.

En base a lo anteriormente citado y escogiendo estos tres medicamentos como modelo, se

planteé la siguiente hipétesis de trabajo:

HIPOTESIS

Algunos firmacos como la warfarina, fenitoina e indometacina compiten con la

Peroxisomicina Al por el mismo sitio de unién en la albiimina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro si la warfarina, fenitoina e indometacina compiten por el

mismo sitio de unién en ia albimina con la Peroxisomicina Al.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer si hay competitividad de la warfarina, fenitoina y/o indometacina por la

albimina con respecto a la Peroxisomicina Al.

2. Establecer si hay competitividad de la Peroxisomicina Al por la albiimina con respecto

a la warfarina, fenitofna y/o indometacina.

3. En base a los resultados obtenidos, establecer si la Peroxisomicina Al y algunos

farmacos mencionados tienen el mismo tipo de unién con la albdmina.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS
2.1 Equipo.

Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro UV-VIS
Beckman modelo DU7500 con arreglo de diodos y con controlador de temperatura Peltier.

Se utilizaron cubetas de cuarzo y de vidrio de trayecto Sptico de 1 cm.

Las mediciones de pH se realizaron con un potenciémetro Beckman modelo 3500
y un electrodoc combinado de vidrio Ag/AgCl. El electrodo fue calibrado con

amortiguadores estindares de pH conocido (Beckman).

Las mediciones de intensidad de fluorescencia se realizaron en un

Espectrofluorémetro Perkin Elmer modelo LS50B.

Los cromatogramas fueron obtenidos en un Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucion modelo HP 1090. Se utilizé una columna ODS hypersil 100 x 2.1 con

didmetro de particula de 5 micrémetros.

Las sustancias fueron pesadas en una balanza analitica marca Sartorius modelo

Ba 1105,
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2.2 Preparaciéon de Soluciones.

2.2.1 Solucién Amortiguadora de Fosfatos pH 7.2.

Se utilizd la sal de fosfato diacido de sodio para preparar solucién amortiguadora y
agua bidestilada, se ajusté a pH de 7.2 con soluciones de hidréxido de sodio 0.1 N y
dcido clorhidrico 0.1 N. La solucién amortiguadora se filtré utilizando membrana de

didmetro de poro de 0.45 micrémetros,

2.2.2 Solucién Patron de Albimina.

La albiimina no exenta de 4cidos grasos se obtuvo de la Compaiifa Sigma Chemical
de 1a fraccién V y la alblmina libre de 4cidos grasos se obtuvo de la Compafiia Sigma
Chemical No. A-7030. Se prepararon soluciones de albiimina a concentraciones de 1.55;

1 y 0.31 mM utilizando el amortiguador de fosfato 0.018 M como solvente. La fuerza

iénica de esta solucién fue de 0.054 M.

2.2.2.1 Solucién de Trabajo de Albtimina.

A partir de 1a solucién patrdén de concentraciéon 1.55 mM se prepararon soluciones

estandares en volumenes de 500 uL (ver Tabla 4).
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Tabla 4

Soluciones Estindares de Alblimina

Concentracién | Volumen de solucién patrén
UM /L ne
20,0 200
22,5 225
25,0 250
27,5 275
30,0 300
32,5 325
35,0 350
37,5 375
40,0 400
42,5 425
45,0 450
47,5 475
50,0 500

2.2.3 Solucién Patrén de Peroxisomicina Al.

La Peroxisomicina Al se obtuvo del laboratorio de extraccion del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, se trabaj6é con el lote etiquetado con el nimero 75, y se mantuvo en

refrigeracion a 5 °C en la obscuridad en un desecador. La Peroxisomicina Al se disolvié

en etanol. Se prepararon solucicnes de 2.626 mM y 21.01, 240 y 480 uM.
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2.2.3.1 Solucién de Trabajo de Peroxisomicina Al.

A partir de la soluciéon 2.626 mM se prepararon scluciones en matraces

volumétricos de 25 ml (ver Tabla 5). La disolucién se aford con la solucién

amortiguadora de fosfato pH 7.2.

Tabla 5

Soluciones Estindares de Peroxisomicina Al

Concentracién Volumen de solucién patrén
pM/L pL
30,0 300
32,5 325
35,0 350
37,5 375
40,0 400
42,5 425
45,0 450
47,5 475
50,0 500

2.2.4 Solucién Patrén de Medicamento.

La warfarina, fenitoina e indometacina se obtuvieron de la Compafiia Sigma
Chemical. Se prepararon soluciones de concentracion 1 mM de cada uno de ellos. La

warfarina se disolvié en amortiguador de fosfato pH 7.2, 1a fenitoina y la indometacina se

disolvieron en etanol.
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2.2.4.1 Solucién de Trabajo de Medicamentos.

A partir de la solucién 1 mM, se prepararon soluciones en matraces volumétricos

de 5 mL (ver Tabla 6). La disolucién se aforé con solucién amortiguadora dé fosfatos

pH 7.2.
Tabla 6
Soluciones Estindares de Medicamento
Concentracién | Volumen de solucién patrén
UM/ pL
10 50
15 75
20 100
25 125
30 150
35 175
40 200
45 225
50 250
55 275

* Se siguid la misma estrategia para preparar las soluciones de cada uno de los

medicamentos en estudio.
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2.3 Estudio in vitro de las Interacciones de la Peroxisomicina Al
con la Albimina a pH 7.2 y 25 °C.

2.3.1 Interacciones entre la Peroxisomicina Al y los Medicamentos.

Para establecer st existen interacciones entre la Peroxisomicina Al y los

medicamentos se sigui6 la siguiente estrategia:

A 1 mL de solucién de T514 21.01 pM, se le adicioné 33 uL de solucién de
medicamento (concentracién final 20 pM), se agité y se tomé el espectro de absorbancia
en el intervalo de 200 a 800 nm usando Ia solucién amortiguadora de fosfato como blanco
espectral. Esto se hizo con €l propésito de observar un posible cambio en los méximos de
absorbancia de la Peroxisomicina Al por las posibles interacciones que pudieran existir

entre la Peroxisomicina A1l y los medicamentos estudiados.

2.3.2 Estudio del Equilibrio de la Unién de la Peroxisomicina Al con la Albimina en

Ausencia de los Medicamentos.

Para precisar el equilibrio de 1a unién de la Peroxisomicina Al con la alblimina se
requeria conocer los valores de r (mimero promedio de sitios ocupados) y la

concentracion de Peroxisomicina Al libre necesarios para obtener la gréafica de Scatchard,

para ello se siguid la siguiente estrategia:
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2.3.2.1 Determinaci6n de AAbsmax a25°CyapHde 7.2dela

Peroxisomicina Al.

Con la finalidad de determinar el AAbsmax a 25 °C se utilizé el procedimiento de

titular las soluciones de Peroxisomicina Al de pH 7.2 con alicuotas de albimina de

concentracién creciente.

Se vertié 1 mL de solucién de 21.01 pM de Peroxisomicina Al (concentracion
final 20 uM) en una cubeta de cuarzo. Se utilizé el amortiguador de fosfato como blanco

espectral. Se tomé el valor de absorbancia de la Peroxisomicina Al (Absy) a 422 nm.

Se le adicion6 una alicuota de 33 uL de una solucién 1.55 mM de albiimina a la
cubeta (la concentracién final de albimina varié de 20 a 60 pM), se agité por inversidn y

se tomé la lectura de absorbancia a los 50 segundos después de la primera lectura (Abs,,).

Posteriormente se calcularon los cambios de absorbancia utilizando los valores de

absorbancia al tiempo 0 y a los 50 segundos.

Se construyeron gréficas relacionando los valores inversos de los cambios de

absorbancia en funcién de los valores inversos de las concentraciones finales de albimina.

En el cruce de la ordenada se calcula 1/ AAbsmax.

Conociendo el AAbsmax se calculé el valor de absorbancia producido por la unién
de 1 pM de Peroxisomicina Al (¢t).

(1)

o = AAbsmax /[Peroxisomicina Al Jyo
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2.3.2.2 Titulacién de la Albtiimina con Peroxisomicina Al 225°CyapHde 7.2

en Presencia y Ausencia de Medicamento.

Se vertié 1 mL de solucion de Peroxisomicina Al (concentracion final varié de
28.14 a 46.0 uM) en una cubeta de cuarzo, se le adicioné 33 ML de amortiguador de

fosfato para alcanzar un volumen final de 1.066 mL, se agitd y se tomd la lectura de

absorbancia a una longitud de onda de 422 nm (Abs,).

Se le adicionaron 33 pl. de solucién de albiimina de concentracién 0.31 mM

(concentracion final 10 pM), se agité por inversién y se tomd la lectura de absorbancia a

los 50 segundos después de la primera lectura ( Abssg).

Simultineamente a 1 ml, de solucién de Peroxisomicina Al (concentracién final

28.14 a 46.9 uM), se le adicionaron 33 pL de solucién de medicamento (concentracién

final 20 M), se agité y se tomo la lectura a 422 nm (Abs,).

Se le adicionaron 33 L. de solucién de albiimina de concentracién (.31 mM

(concentracién final 10 pM), se agité por inversién y se tomd la lectura de absorbancia a

los 50 segundos después de la primera lectura (Abss,).

Esta estrategia se siguid para cada uno de los medicamentos en estudio (warfarina,

fenitoina e indometacina). Las concentraciones finales de los medicamentos utilizadas

fueron: 20, 35, 50 y 60 uM.

Posteriormente se calculé el cambio de absorbancia utilizando la lectura al tiempo 0

y a los 50 segundos:
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Cada punto de la curva se realizé por triplicado.

Se graficaron los valores de AAbs en funcién de las concentraciones de

Peroxisomicina Al.

2.3.2.3 Determinaci6n de la Concentracién de Peroxisomicina Al 4.
y Peroxisomicina Al j,. en Presencia y Ausencia de

Medicamento.

Las concentraciones de Peroxisomicina Al unida y libre en cada uno de los puntos

de la curva de titulacién de calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

[Peroxisomicina A 1Junida = AAbs / @ (13)

[Peroxisomicina A1]libre = [Peroxisomicina A1]Total - [Peroxisomicina A1Junida
(14)

2.3.2 4 Determinacién del Niimerce Promedio de Moléculas de Peroxisomicina Al
unida a la Albimina (r) en Presencia y Ausencia de Medicamento.

Después de obtener la concentracién de Peroxisomicina Al ligada a la albiimina en

cada punto de la curva de titulacidn, se calculd el valor promedio del nimero de moléculas

. . . P . . . . 11
de Peroxisomicina A1 unidas a la albdmina (r), mediante la siguiente ecuacién aby,

[Peroxisomicina A 1]unida
r= (15)

[albimina] Total

Con los datos de r y de r / [Peroxisomicina Al]libre y utilizando la ecuacién de Scatchard

se graficaron los valores de r / [Peroxisomicina Al]libre en funcidn de r. Se obtuvieron asi
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los valores de la constante de afinidad (Ka) y de N para cada curva con y sin

medicamento.

2.4 Estudio in vitro de las Interacciones de la Warfarina con la
Albiimina Libre de Acidos Grasos a pH 7.2 y 25 °C.

2.4.]1 Interacciones entre la Warfarina y la Albiimina Libre de Acidos Grasos en Presencia

de Peroxisomicina Al.

Para establecer la sefial analitica de la warfarina se sigui6 la siguiente estrategia:

Se verti6 una alicuota de la solucién amortiguadora de fosfato a pH 7.2 en una

cubeta de cuarzo y se obtuvo el espectro de absorbancia en un intervalo de 200 hasta

800 nm, usando agua bidestilada como blanco espectral.

En una cubeta de cuarzo se vertié 1 mL de solucién 21.01 pM de warfarina y se le
agregaron 33 pL de solucién amortiguadora para obtener asi la concentracién final de
20 UM, se agitd por inversién para posteriormente tomarle el espectro de absorbancia en el

intervalo de 200 hasta 800 nm. Esta misma estrategia se siguié para conocer el espectro de

absorbancia de la albiimina libre de acidos grasos a las concentraciones estudiadas y de la

Peroxisomicina Al (concentracion final 20 y 40 uM).

Se le aplicé la primera derivada a los espectros de orden cero ya obtenidos de la
warfarina, Peroxisomicina Al y albimina libre de 4acidos grasos y mediante ]la técnica del

cruce al cero se escogié la longitud de onda de trabajo.
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2.4.2 Estudio del Equilibrio de la Unién de la Warfarina con la Albdimina Libre
de Acidos Grasos.

Para precisar el equilibrio de la uni6én de la warfarina con la albtimina libre de
dcidos grasos se requeria conocer los valores de r (nimero promedio de sitios ocupados) y

de la concentracién de warfarina libre necesarios para obtener la grifica de Scatchard y

para ello se siguid la siguiente estrategia;

2.4.2.1 Determinacién de AAbsmax a 25 °C y a pH 7.2 de la Warfarina.

Con la finalidad de determinar el AAbsmax a 25 °C se utilizé e] procedimiento de
titular las soluciones de warfarina de pH 7.2 con alicuotas de albiimina libre de acidos

grasos de concentracidn creciente.

Se verti6 1 mL de una solucién de 31.01 pM de warfarina (concentracién final
30 pM) en una cubeta de cuarzo. Se utilizé el amortiguador de fosfato como blanco

espectral. Se tomo la lectura a 329 nm en el espectro de primera derivada de la warfarina

(Abs,).

Se le adicion6 una alicuota de 33 UL de una sclucién 1.55 mM de albiimina libre

de 4cidos grasos a la cubeta (concentracién final varnid de 20 a 60 uM), se agité por

inversién y se tomé la lectura en el espectro de primera derivada a 329 nm 20 minutos

después de la primera lectura (Abs,j).

Posteriormente se calcularon los cambios de absorbancia utilizando los valores de

absorbancia al tiempo 0 y a los 20 minutos.
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Se construyeron grificas relacionando los valores inversos de los cambios de

absorbancia en funcién de los valores inversos de las concentraciones finales de albiimina.

En el cruce de la ordenada se calcula 1 / AAbsmax.

Conociendo el AAbsmax se calcul6 el valor de absorbancia producido por la unién

de 1 pM de warfarina (o).

0 = AAbsmax /[warfarinajp,g (16)

2.4.2.2 Titulacién de la Albimina Libre de Acidos Grasos con Warfarina a 25 °C
y a pH de 7.2 en Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al,

En un tubo de ensayo se vertié | mL de solucién de warfarina (concentracion final
varié de 8.33 a 37.5 uM), se le adicion6 66 pL de amortiguador de fosfato para alcanzar

un volumen final de 1.066 mL, se agitd y esta solucién se vertié en una cubeta de cuarzo,

se tomo la lectura a 329 rnm en el espectro de primera derivada (Abs,).

Simultineamente en otro tubo de ensayo se vertié 1 mL de solucion de warfarina
(concentracion final vari6é de 8.33 a 37.5 uM), se le adicionaron 33 pL de amortiguador
de fosfato, y 33 |LL de albiimina libre de icidos grasos (concentracion final 10 uM), se

agitd y se tomé la lectura a 329 nm en el espectro de primera derivada después de 20

minutos (Abs,).

Al mismo tiempo en otro tubo de ensayo se vertié 1 mL de solucién de warfarina
(concentracién final varié de 8.33 a 37.5 pM), se le adicionaron 33 L de albiimina libre
de 4cidos grasos (concentracion final 10 uM), se agité y después de 20 minutos se le

agregaron 33 pL de solucién de Peroxisomicina Al (concentracion final 20 y 40 uM) se

agitd, se dejo 5 minutos y se tomd la lectura de ia primera derivada a 329 nm (Abs,).
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Posteriormente se calcnld el cambio de absorbancia utilizando la lectura al tiempo 0

y a los 20 minutos:

Cada punto de la curva se realizd por triplicado.

Se graficaron los valores de AAbs en funcién de las concentraciones de warfarina.
2.4.2.3 Determinacién de la Concentracion de Warfarina ,p;q, y Warfarina .-

Las concentraciones de warfarina unida y libre en cada uno de los puntos de la

curva de titulacién de calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

[warfarinalunida = AAbs / ¢ (18)

[warfarina]libre = {[warfarina]Total - fwarfarinajunida (19)

2.4.2 .4 Determinacion de]l Niimero Promedio de Moléculas de Warfarina unida a
la Albtimina Libre de Acidos Grasos (7).

Después de obtener la concentracion de warfarina ligada a la alblimina en cada

punto de la curva de titulacion, se calculd el valor promedio del nimero de moléculas de

warfarina unidas a la albimina libre de 4cidos grasos (r), mediante la ecuacién an.

[warfarina]unida
(20

r=
[albiimina libre de dcidos grasos] Total

Con los datos de r y de r / [warfarina]libre y utilizando la ecuacién de Scatchard se
graficaron los valores de r / [warfarina]iibre en funcién de r. Se obtuvieron asi los valores

de la constante de afinidad (Ka) y de N.
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2.5 Estudio in vitro de las Interacciones de la Indometacina
con la Albimina a pH 7.2 y 25 °C.

2.5.1 Interacciones entre la Indometacina y la Albimina en Presencia de

Peroxisomicina Al.

Para establecer la sefial analitica de 1a indometacina se siguid la siguiente estrategia:
Se verti6 una alicuota de la solucién amortiguadora de fosfato a pH 7.2 en una
cubeta de cuarzo y se obtuvo el espectro de absorbancia en un intervalo de 200 hasta

800 nm, usando agua bidestilada como blanco espectral.

En una cubeta de cuarzo se vertid 1 mL de solucién 21.01 pM de indometacina y
se le agregaron 33 uL de solucién amortiguadora para obtener asi 1a concentracién final de
20 pM, se agit6 por inversién para posteriormente tomarle el espectro de absorbancia en el
intervalo de 200 hasta 800 nm. Esta misma estrategia se siguié para conocer ¢l espectro de

absorbancia de Ja albumina a las concentraciones estudiadas y de la Peroxisomicina Al

(concentracién final 40 pM).

Se Ie aplicd la primera derivada a los espectros de orden cero ya obtenidos de la
indometacina, Peroxisomicina Al y albimina y se utilizé la técnica del cruce al cero para
escoger una longitud de onda para la indometacina en la que Peroxisomicina Al y la

albimina tuvieran valores de absorbancia nulos.

2.5.2 Esiudio del Equilibrio de la Uni6n de la Indometacina con la Albimina.

Para precisar el equilibrio de la unidén de la indometacina con la albimina se

requeria conocer los valores de r (nimero promedio de sitios ocupados) y de la
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concentracion de indometacina libre necesarios para obtener la grifica de Scatchard y para

ello se siguid la siguiente estrategia:

2.5.2.1 Determinacién de AAbsmax a 25 °C y a pH 7.2 de la Indometacina.

Con la finalidad de determinar el AAbsmax a 25 °C se utilizé el procedimiento de

timlar las soluciones de indometacina de pH 7.2 con alicuotas de albimina de
concentracién creciente.
Se vertid 1 mL de una solucién de 31.01 mM de indometacina (concentracidn final

30 pM) en una cubeta de cuarzo. Se utilizé el amortiguador de fosfato como blanco

espectral. Se tomd la lectura a 314 nm en el espectro de primera derivada de la

indometacina (Abs;).

Se le adiciond una alicuota de 33 pL de una solucién 1.55 mM de albimina a la
cubeta (concentracién final varié de 20 a 60 uM), se agité por inversién y se tomd la

lectura a 314 nm en el espectro de primera derivada 20 minutos despucs de la primera

lectura (Abs,,).

Posteriormente se calcularon los cambios de absorbancia utilizando los valores de

absorbancia al tiempo O y a los 20 minutos.

Se construyeron gréficas relacionando los valores inversos de los cambios de

absorbancia en funcion de los valores inversos de las concentraciones finales de albdmina.

En el cruce de la ordenada se calcula 1 / AAbsmax.
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Conociendo el AAbsmax se calculd el valor de absorbancia producido por la unién

de 1 UM de indometacina {c).

o = AAbsmax /[indometacina) ., (21)

2.5.2.2 Titulacién de la Albtimina con Indometacinaa25°CyapHde 7.2 en
Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al.

En un tubo de ensayo se vertié 1 mL de solucién de indometacina (concentracién
final vari6 de 8.33 a 37.5 uM), se le adicion6 66 UL de amortiguador de fosfato para
alcanzar un volumen final de 1.066 mL, se agité y esta solucién se vertié en una cubeta de

cuarzo, se tomd el valor de absorbancia a 314 nm del espectro de primera derivada (Abs).

Simultineamente en otro tubo de ensayo se verti6 1| mL de solucién de
indometacina (concentracion final varié de 8.33 a 37.5 uM), se le adicionaron 33 {L de
amortiguador de fosfato y 33 pL de albliimina (concentracion final 10 uM), se agité y se

tomé la lectura a 314 nm en el espectro de primera derivada después de 20 minutos

(Abs,g).

Al mismo tiempo en otro tubo de ensayo se vertidé 1 ml de solucién de
indometacina (concentracién final varié de 8.33 a 37.5 uM), se le adicionaron 33 pL de
albimina (concentracion final 10 pM), se agitd y después de 20 minutos se le agregaron

33 pL de solucién de Peroxisomicina Al (concentracién final 20 y 40 uM) se agitd, se

dej6é 5 minutos y se tomé la lectura de primera derivada a 314 nm (Abs,,).

Posteriormente se calculé el cambio de absorbancia utilizando la lectura al tiempo O

y a los 20 minutos;
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AAbs = Abs,, - Abs,,. (22)

Cada punto de la curva se realizé por triplicado.

Se graficaron los valores de AAbs en funcidn de las concentraciones de indometacina.

2.5.2.3 Determinacion de la Concentracién de Indometacina ypig, €

Indometacina jpre-

Las concentraciones de indometacina unida y libre en cada uno de los puntos de la

curva de titulacion de calcularon utilizando las sigunientes ecuaciones:

[indometacina)unida = AAbs / & (23)

[indometacina]libre = [indometacina]Total - [indometacinajunida 24)

2.5.2.4 Determinacién del Niimero Promedio de Moléculas de Indometacina
unida a la Albimina (r).

Después de obtener la concentracion de indometacina ligada a la albimina en cada

punto de la curva de titulacién, se calculd el valor promedio del mimero de moléculas de

. . . " . . .. 1
indometacina unidas a la albiimina (r), mediante la ecuacion (.

[indometacina]unida
(25)

[albimina] Total

Con los datos de r y de r / [indometacina]iibre y utilizando la ecuacién de Scatchard se
graficaron los valores de r / [indometacina]libre en funcién de r. Se obtuvieron asi los

valores de la constante de afinidad (Ka) y de N para la indometacina.
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2.6 Estudio in vitro de las Interacciones de la Fenitoina con la
Albimina Libre de Acidos Grasos a pH 7.2 y 25 °C.

2.6.1 Interacciones entre la Fenitoina y la Albtimina Libre de Acidos Grasos en

Presencia de Peroxisomicina Al,

Para establecer la sefial analitica de la fenitoina se sigui6 la siguiente estrategia:
Se verti6 una alicuota de la solucioén amortiguadora de fosfato a pH 7.2 en una

cubeta de cuarzo y se obtuvo el espectro de absorbancia en un intervalo de 200 hasta

800 nm, usando agua bidestilada como blanco espectral.

En una cubeta de cuarzo se vertié 1 mL de solucién 21.01 pM de fenitoina y se le
agregaron 33 IL de solucién amortiguadora para obtener asi la concentracién final de
20 pM, se agité por inversién para posteriormente tomarle el espectro de absorbancia en el

intervalo de 200 hasta 800 nm. Esta misma estrategia se sigui6 para conocer el espectro de

absorbancia de la albiimina libre de 4cidos grasos a las concentraciones estudiadas y de la

Peroxisomicina Al (concentracién final 40 uM).

Se le aplicé la primera derivada a los espectros de orden cero ya obtenidos de la

fenitoina, Peroxisomicina A1l y albiimina libre de 4dcidos grasos.

Se utilizé la técnica de Fluorescencia para buscar las longitudes de onda de
emisién y excitacion para la Peroxisomicina Al, la albiimina Jibre de dcidos grasos y la

fenjtoina.

Se utiliz6 la Cromatografia en su modalidad de Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion con columna de Fase Reversa,
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2.6.2 Estudio del Equilibrio de la Unidn de Ia Fenitoina con la Albiimina Libre de

Acidos Grasos.

Para precisar el equilibrio de la unién de la fenitoina con la albiimina libre de dcidos
grasos se requeria conocer los valores de r (nlimero promedio de sitios ocupados) y de la

concentracién de fenitofna libre necesarios para obtener la grifica de Scatchard y para ello

se siguid la siguiente estrategia:

2.6.2.1 Titulacién de la Albiimina Libre de Acidos Grasos con Fenitoina a 25 °C
y a pH de 7.2 en Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al.

Se prepararon muestras en tubos de ensayo para poder encontrar las condiciones

adecuadas de elucién .

Condiciones Cromatogréaficas:
- Flujo: 0,4 mL/minuto.
- Longitud de onda de deteccién: 210 nm
- Longitudes de onda secundarias; 220, 410 nm.
- Fase estacionaria: columna ODS-hypersil 100mm x 2.1 mm con didmetro de
particula de 5 micrémetros.
- Fase mdvil : Solvente A: amortiguador de fosfato pH 7.2
Solvente B: Acetonitrilo

- Gradiente de elucidn : isocritico 70:30

Curva de calibracidn:

En uno de los tubos se agregé 1 mL de solucién de fenitoina (concentracion final

varié de 8.33 a 37.5 uM), se le adiciond 66 UL de amortiguador de fosfato para alcanzar
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un volumen final de 1.066 mL, se agité y la muestra se filtré a través de una jeringa con

membrana de filtracion de 0.45 micrémetros y se coloco en un vial.

Con ello se obtuvo una curva de calibracién en donde la altura del pico se relaciona

directamente con la concentracién de fenitoina

En un tubo de ensayo se vertid 1 mL de solucién de fenitoina (concentracion final
vari6 de 8.33 a 37.5 uM), se le adicionaron 33 puL de amortiguador de fosfato y 33 pL de

albiimina (concentracién final 10 UM), se agité y se dejé reposar 20 minutos, después de

los cuales, la muestra se filtré a través de una jeringa con membrana de filtracién de 0.45

micrémetros y se colocé en un vial.

Al mismo tiempo en otro tubo de ensayo se vertié 1 mL de solucién de fenitoina
(concentracién final varié de 8.33 a 37.5 UM), se le adicionaron 33 pL de albimina
(concentracién final 10 uM), se agité y después de 20 minutos se le agregaron 33 L de
solucion de Peroxisomicina Al (concentracién final 40 M) se agit6, se dejyé 5 minutos
mas reposando, después de los cuales la muestra se filtré a través de una jeringa con

membrana de filtracién de 0.45 micrémetros y se colocd en un vial.

Estos viales fueron colocados en el Cromatdgrafo de Liquidos para poder ser

inyectados bajo las condiciones cromatogréficas ya estableciadas.

2.6.2.2 Determinacién de Ia Concentracion de Fenitofna ;. ¥ Fenitoina jpre-

Con los cromatrogramas resultantes se mide la altura del pico y ésta se relaciona
con la concentracion de fenitoina libre, interpolando los resultados en la curva de

calibracién antes obtenida. Las concentraciones de fenitoina unida se calcula por diferencia

entre la fenitoina libre y la total.
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2.6.2.3 Determinacién del Nimero Promedio de Moléculas de Fenitoina unida a
la Albiimina Libre de Acidos Grasos (r),

Después de obtener la concentracion de fenitoina ligada a la albimina libre de
dcidos grasos para cada cromatograma, se calcul6 el valor de r (mimero promedio de
moléculas de fenitoina unidas a la albimina libre de dcidos grasos), mediante la
ecuacién

[fenitoina]unida
(26)

T=

[albiimina] Total
Con los datos de r y de r / [fenitoina]libre y utilizando la ecuacién de Scatchard se
graficaron los valores de r / [fenitoina]libre en funcién de r. Se obtienen asi los valores de

la constante de afinidad (Ka) y de N para la fenitoina.

2.7 Analisis estadisticos

Se utiliz6 la prueba de t de student para establecer si existia diferencia significativa
entre las curvas realizadas por triplicado para cada uno de los experimentos y también para

comparar los valores de 1a constante de afinidad (Ka) obtenidas en cada experimento.

Se utilizé un programa computacional de Beckman para filtrar, y derivar los

espectros obtenidos, para asi encontrar una mejor longitud de onda de estudio.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1 Estudio in vifro de las Interacciones de la Peroxisomicina Al
con Ia Albiimina a pH 7.2 y 25 °C.

3.1.1 Interacciones entre la Peroxisomicina Al y los Medicamentos.

La solucién de Peroxisomicina Al 21.01 pM, con solucién de warfarina

(concentracién final 20 pM), presentd el espectro de absorbancia que se muestra en la

figura 4 en el intervalo de 200 a 800 nm, en donde el cambio de absorbancia respecto del

observado para la Peroxisomicina A1 sola a 422 nm, no era significativo.

En el caso de la fenitoina (ver Figura 5) y la indometacina (ver Figura 6) no se

encontré ningun cambio a el 422 nm respecto del valor observado para la Peroxisomicina

Al.

3.1.2 Estudio del Equilibrio de la Union de la Peroxisomicina Al con la Albimina

en Ausencia de los Medicamentos.

3.1.2.1 Determinacion de AAbsmax a 25°CyapHde 7.2dela

Peroxisomicina Al.

Para determinar ¢l AAbsmax. se fij6 la concentracion de Peroxisomicina Al en

20 uM final y la concentracién de albiimina vari6 desde 20 hasta 60 UM (ver Tabla 7).
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Figura 4. Espectro de Absorcién de Peroxisomicina Al en Presencia y Ausencia de Warfarina.
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Figura 6. Espectro de Absorcion de Peroxisomicina A1 en Presencia y Ausencia de Indometacina.



AADbs de Sistema Peroxisomicina Al-Albimina;

Tabla 7

pH 7.2y 25°C
[albimina] | AAbs | 1/AAbs | 1/[albimina]

uM uM-

20,0 16,75 | 0,0597 0,0500
22,5 17,59 | 0,0568 0,0444
25,0 19,00 | 0,0526 0,0400
27.5 19,78 | 0,0506 0,0364
30,0 20,32 | 0,0492 0,0333
32,5 21,00 | 0,0476 0,0308
35,0 21,91 | 0,0456 0,0286
37,5 22,65 | 0,0442 0,0266
40,0 23,33 | 0,0429 0,0250
42,5 24,50 | 0,0408 0,0235
45,0 25,64 | 0,0390 0,0222
47,5 26,43 | 0,0378 0,0211
50,0 27,30 | 0,0366 0,0200
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Posteriormente se graficaron los valores inversos de AAbs en funcién de las valores

inversos de concentracién de albumina, esta gréafica cruza la ordenada en 1 / AAbsmax.

17 Abs

Figura 7. Estimacién de] AAbsmax Peroxisomicina Al - Albimina: pH 7.2 y 25 °C,

1 7 [aibdmina]



La recta cruza la ordenada en 1/AAbsmax = 0,023, AAbsmax =43,43 u.a.

Conociendo el valor de Absmax se calculd el valor de absorbancia obtenido por la

unién de 1 UM de Peroxisomicina A1, dado por o dando un valor de 2.1714.

3.1.2.2 Determinacién de la Concentracién de Peroxisomicina Al ypiqa ¥

Peroxisomicina Al y, en Presencia y Ausencia de

Medicamento.

Conociendo el valor de o se determinaron los valores de las concentraciones de
Peroxisomicina Al unida y libre en presencia y en ausencia de cada uno de los

medicamentos estudiados, los cuales se muestran en las columnas 3 y 4 de las tablas 8 a la

17.

3.1.2.3 Determinacién del Niimero Promedio de Moléculas de Peroxisomicina Al
unidas a la Albiimina (r) en Presencia y Ausencia de Medicamento.

Con los valores de las concentraciones de Peroxisomicina Al unida a la albimina
en cada punto de la curva de titulacidn y tomando en cuenta la concentracién de albimina
utilizada (10 uM) se obtuvieron los valores de r (nimero promedio de moléculas de
Peroxisomicina A1 unida a la albimina) para cada curva en presencia y ausencia de cada

uno de los medicamentos estudiados, los cuales se muestran en la columna 5 de las tablas

Balal7.



Tabla 8

Titulacién de Albimina (10 pM) con Peroxisomicina Al
en Ausencia de Medicamento.

[PA1] total AAbs [PAllunida | [PAIl]libre I r/[PA1l]libre
28,14 30,197 13,89 14,246 1,389 0,0975
30,48 31,718 14,59 15,893 1,459 0,0918
32,83 33,501 15,41 17,422 1,541 0,0885
35,18 35,349 16,26 18,929 1,626 0,0859
37,52 36,893 16,97 20,542 1,697 0.0826
39,86 38,632 17,77 22,042 1,777 0,0806
42,21 40,393 18,58 23,623 1,858 0,0787
44,50 42,002 19,32 25,242 1,932 0,0765
46,90 43,893 20,19 26,702 2,019 0,0756

Tabla 9
Titulacién de Albimina (10 pM) con Peroxisomeina Al
en Presencia de Warfarina 20 pM.

[PAlJtotal | AAbs [PAllunida | [PAl]libre T r/[PA1]libre
28,14 30,545 14,05 14,092 1,405 0,0997
30,48 32,306 14,86 15,625 1,486 0,0951
32,83 33,936 15,61 17,216 1,561 0,0907
35,18 35,610 16,38 18,806 1,638 0,0871
37,52 37,132 17,08 20,455 1,708 0,0835
39,86 39,099 17,99 21,834 1,799 0,0824
42,21 40,784 18,76 23,456 1,876 0,0799
44,50 42,545 19,57 24,985 1,957 0,0783
46,90 44,110 20,29 26,606 2,029 0,0763
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Tabla 10

Titulacién de Albdmina (10 UM) con Peroxisomcina Al

en Presencia de Warfarina 35 pM.

[PAl]total | AAbs | [PAlJunida | [PAlllibre r r/[PA1]libre
28,14 31,001 14,26 13,885 1,426 0,1027
30,48 32,050 14,95 15,524 1,495 0,0963
32,83 34,610 15,92 16,918 1,592 0,0941
35,18 36,197 16,65 18.566 1,665 0,0897
37,52 38,306 17,62 19,909 1,762 0,0885
39,86 39,893 18,35 21,462 1,835 0,0855
42,21 41,284 18,99 23,215 1,899 0,0818
44,50 42,393 19,50 25,064 1,950 0,0778
46,90 43,893 20,19 26,706 2,019 0,0756

Tabla 11

Titulacién de Albiimina (10 uM) con Peroxisomcina Al

en Presencia de Warfarina 50 uM.

[PAl]total AAbs [PAllunida | [PA1]libre r 1/[PA1]libre
28,14 30,806 14,17 13,974 1,417 0,1014
30.48 32,219 14,82 15,666 1,482 0,0946
32,83 33,893 15.59 17,227 1,559 0,0905
35,18 35,784 16,46 18,722 1,646 0,0879
37,52 37,599 17,29 20,228 1,729 0,0855
39,86 39,199 18,03 21,789 1,803 0,0827
42,21 41,002 18,86 23,352 1,886 0,0807
44,50 42,599 19,59 24,962 1,959 0,0785
46,90 43,880 20,18 26,717 2,018 0,0755
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Tabla 12
Titulacién de Albimina (10 uM) con Peroxisomcina Al
en Presencia de Warfarina 60 pM.

[PAlJiotal | AAbs | [PAlJunida | [PAl]libre r t/[PA1]libre
28,14 | 30,85 14,19 13,949 1,419 0,1017
30,48 32,40 14,90 15,576 1,490 0,0957
32.83 34,3 15,78 17.053 1,578 0,0925
35,18 35,55 16,35 18,827 1,635 0,0868
37.52 36,80 16,93 20,593 1,693 0,0822
39,86 38,50 17,71 22,151 1,771 0,0799
42,21 40,90 18,81 23,397 1,881 0,0787
44,50 42,50 19,55 24,951 1,955 0,0784
46,90 43,53 20,02 26,877 2,002 0,0745

Tabla 13

Titulacién de Albiimina (10 tM) con Peroxisomcina Al

en Presencia de Fenitoina 20 pM.

{PAlJtotal | AAbs | [PAllunida | [PAl]libre r r/[PAl]libre
28,14 31,10 14,31 13,835 1.431 0,1034
30,48 33,00 15,18 15,301 1,518 0,0992
32,83 34,56 15,89 16,933 1,589 0,0939
35,18 35,30 16,24 18,943 1,624 0,0857
37,52 37,15 17,09 20,432 1,709 0,0836
39,86 39,30 18,08 21,783 1,808 0,0829
42,21 41,00 18,86 23,351 1,886 0,0808
44 50 42,70 19,64 24,859 1,964 0,0790
46,90 43,30 19,92 26,983 1,992 0,0738
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Tabla 14

Titulacién de Albimina (10 pM) con Peroxisomcina Al
en Presencia de Fenitoina 50 uM.

[PAlJtotal | AAbs | [PAlJunida | [PAl]libre r t/[PAl]libre
28,14 30,50 14,03 14,111 1,403 0,0994
30,48 31,20 14,35 16,128 1,435 0,0889
32,83 33,55 15,43 17,397 1,543 0,0887
35,18 35,00 16,09 19,081 1,609 0,0844
37,52 36,20 16,65 20,868 1,665 0,0798
39,86 37,00 17,02 22,841 1,702 0,0765
42,21 39,50 18,17 24,041 1,817 0,0756
44,50 41,70 19,18 25,318 1,918 0,0740
46,90 42,80 19.69 27,213 1,969 0,0723

Tabla 15

Titulacién de Albfimina (10 itM) con Peroxisomcina Al
en Presencia de Indometacina 20 uM.

[PAl]Jtotal | AAbs | [PAlJunida | [PAI]libre T i/[PAl]libre
28,14 29.80 13,71 14,433 1,371 0,0949
30,48 31,80 14,63 15,853 1,463 0,0923
32,83 33,00 15,18 17,651 1,518 0,0859
35,18 35,20 16,19 18,988 1,619 0,0857
37,52 37.15 17,09 20,432 1,709 0,0836
39,86 39,20 18,03 21,829 1,803 0,0826
4221 41,00 18,86 23,351 1,886 0,0807
44,50 42,60 19,59 24,905 1,959 0,0787
46,90 43,55 20,03 26,868 2,003 0,0746
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Tabla 16

Titulacién de Albimina (10 uM) con Peroxisomcina Al
en Presencia de Indometacina 50 pM.

[PAlJtotal | AAbs | [PAljunida | [PAl]libre r /[PA1]libre
28,14 29,87 13,74 14,400 1,374 0,0954
30,48 31,30 14,39 16,083 1,439 0,0895
32,83 33,15 15,25 17,581 1,525 0,0867
35,18 35,40 16,28 18,897 1,628 0,0862
37,52 36,00 16,56 20,961 1,656 0,0790
39,86 38,00 17,48 22,381 1,748 0,0781
42,21 39,90 18,35 23,857 1,835 0,0769
44,50 41,80 19,23 25,273 1,923 0,0761
46,90 43,20 19,87 27,029 1,987 0,0735

Tabla 17

Titulacién de Albtimina Libre de Acidos Grasos (10 pM) con

Peroxisomcina Al en Presencia de Warfarina 20 pM.

[PAl]Jtotal | AAbs | [PAlJunida | [PA1]libre r t/[PA1]libre
28,14 29,90 13,75 14,386 1,375 0,0956
30,48 31,80 14,63 15,853 1,463 0,0923
32,83 33,20 15,27 17,559 1,527 0,0869
35,18 35,20 16,19 18,988 1,619 0,0853
37,52 37,22 17,12 20,399 1,712 0,0839
39,86 39,00 17.94 21,921 1,794 0,0818
42,21 40,50 18,63 23,581 1,863 0,0790
44,50 42,30 19,46 25,043 1,946 0,0777
46,90 43,80 20,15 26,753 2,015 0,0753
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Posteriomente se graficaron los valores de r/[Peroxisomicina A1]libre en funcién
de r, con lo que resultaron curvas con dos tendencias lineales (ver Figuras 8 a 17).
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Figura 8a. Grifica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al - Albimina
en Ausencia de Medicamento.

Cada tendencia se traté independientemente. De cada una de ellas se obtuvo una recta con

pendiente negativa (-Ka) y de intercepto en la abscisa (N). Los valores de N y Ka para

cada curva se muestran en las tabla 18.
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Figura 8b. Grifica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina Al-Albimina

en Ausencia de Medicamento en N1.

R*=0,988

r / [Peroxisomicina A1) libre

0.084

0.082

0.080

2078

oo07s

D.DTIII —

Figura 8c. Grifica de Scatchard de la
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Figura 9a. Grifica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al- Albimina

en Presencia de Warfarina 20 pM.
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Figura 9b. Grifica de Scatchard de la Figura 9c¢. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina A 1-Albimina en Unidn Peroxisomicina Al-Albiimina en
Presencia de Warfarina 20 uM en N1. Presencia de Warfarina 20 uM en N2.

R?=0,998 R?=0,992
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Figura 10a. Gréfica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al- Albimina

en Presencia de Warfarina 35 pM.
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Figura 10b. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina A l-Albiimina en
Presencia de Warfarina 35 uM en N1.
R?=0,999

Figura 10c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina Al-Albimina en
Presencia de Warfarina 35 pM en N2.
R? = 0,997
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Figura 11a. Grifica de Scatchard de la Union Peroxisomicina Al - Albimina

en Presencia de Warfarina 50 uM.
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Figura 11b. Gréfica de Scatchard de la Figura 11c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina Al-Albimina en Unidn Peroxisomicina Al-Albdmina en
Presencia de Warfarina 50 uM en N1, Presencia de Warfarina 50 pM en N2.

R?= 0,980 R?=0,996
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Figura 12a, Grifica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al - Albiimina

en Presencia de Warfarina 60 pM.
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Figura 12b. Griéfica de Scaitchard de la Figura 12c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina A 1-Albimina en Unién Peroxisomicina Al-Albiimina en
Presencia de Warfarina 60 uM en N1. Presencia de Warfarina 60 pM en N2.

R?=0,998 R?= 0,993



0.11
g
=
Y X1
=
<
m
=
[]
2 o
5
¢
e
5 o0
a
(=]
e
L
0.07 —_p T T ——
1.4 15 1.6 1.7 1.8 1.8 20

Figura 13a. Gréfica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al - Albiimina
en Presencia de Fenitoina 20 uM.
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Figura 13b. Graéfica de Scatchard de la Figura 13c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina Al-Albimina en Unidn Peroxisomicina Al-Albiimina en
Presencia de Fenitoina 20 uM en N1. Presencia de Fenitoina 20 UM en N2.
R?=0,985 R?=0,993
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Figura 14a. Gréfica de Scatchard de la Unidén Peroxisomicina Al - Albimina
en Presencia de Fenitoina 50 uM.
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Figura 14b. Gréfica de Scatchard de la Figura 14c. Gréafica de Scatchard de la
Unién Peroxisomicina Al-Albimina en Unidn Peroxisomicina Al-Alblimina en
Presencia de Fenitoina 50 pM en N1. Presencia de Fenitoina 50 UM en N2,

R?=0,988 R?=0,998
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Figura 15a. Gréfica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al - Alblimina
en Presencia de Indometacina 20 UM,
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Figura 15b. Griéfica de Scatchard de la Figura 15c. Griéfica de Scatchard de la

Unién Peroxisomicina Al-Albimina en

Unién Peroxisomicina Al-Albdmina en

Presencia de Indometacina 20 yM en N1.  Presencia de Indometacina 20 UM en N2.
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R?=0,980
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Figura 16a. Grifica de Scatchard de la Unién Peroxisomicina Al - Albiimina
en Presencia de Indometacina 50 uM.
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Figura 16b. Grafica de Scatchard de la Figura 16c. Gréfica de Scatchard de la
Unidn Peroxisomicina A1-Albldmina en Unién Peroxisomicina Al-Albttmina en

Presencia de Indometacina 50 uM en N1.  Presencia de Indometacina 50 pM en N2.
R? = 0,999 R?=0,998
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Tabla 18

Parimetros de Unién de Peroxisomicina Al - Albdmina en

Presencia y Ausencia de Medicamentos a pH 7.2 y 25 °C.

N1

Kal x 10

K mol”!

N2

Ka2 x 104

K mol™

Peroxisomicina Al.

Peroxisomicina Al en
Presencia de Warfarina

20 utM

Peroxisomicina Al en
Presencia de Warfarina

35 UM

Peroxisomicina Al en
Presencia de Warfarina

50 uM

Peroxisomicina Al en
Presencia de Warfarina

60 uM

Peroxisomicina Al en
Presencia de Fenitoina

20 uM

Peroxisomicina Al en
Presencia de Fenitoina

50 uM

Peroxisomicina Al en
Presencia de
Indometacina

20 uM

Peroxisomicina Al en
Presencia de
Indometacina

50 u\M

Peroxisomicina Al con
Albimina Libre de
Acidos Grasos en
Presencia de

Warfarina 20 uM

3,00 £ 0,07

3,00 + 0,05

3,00 £ 0,08

3,00 £ 0,06

3,00 £ 0,07

3,001 0,11

3,00 + 0,09

3,00+ 0,03

3,00+ 0,04

3,00 £ 0,07

5,70 £ 0,07

59010,13

5,80 * 0,09

5,80+ 0,03

5,70 £ 0,03

5,80+ 0,12

5,80 £ 0,22

5,70 £ 0,10

5,60 £ 0,05

5,70 £ 0,06

5,00+ 0,08

5,00 £ 0,06

5,00 £ 0,04

5,00 £ 0,06

5,00 £ 0,09

5,00 £ 0,17

5,00+ 0,15

5,00 £ 0,05

5,00 £ 0,05

5,00 £ 0,07

2,50 £ 0,09

2,50 £ 0,02

2,50 £ 0,02

2,60 1 0,08

2,70 £ 0,02

2,50 +£ 0,09

2,60+ 0,14

2,60 x 0,02

2,50 £ 0,02

2,60 £ 0,10
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3.2 Estudio in vitro de las Interacciones de la Warfarina con la
Albimina Libre de Acidos Grasos a pH 7.2 ¥y 25 °C.

3.2.1 Interacciones entre la Warfarina y la Albiimina Libre de Acidos Grasos en Presencia

de Peroxisomicina Al.

Se obtuvieron los espectros de absorbancia de la warfarina (20 uM), de la

albiimina libre de acidos grasos (10 M) y de la Peroxisomicina Al (20 uM) en el
intervalo de 200 a 800 nm para poder establecer la sefial analitica a usar en la

determinacion de la warfarina (ver Figura 18).

Se observd que al seguir la sefial analitica de la warfarina, la Peroxisomicina Al
tiene una absorbancia residual en ¢l méaximo de la warfarina y a otra longitud de onda

absorbe la albiimina libre de 4cidos grasos.

Por ellos se recurrié a la Espectroscopia de Derivadas; aplicando la técnica del
cruce al cero se encontré que a 329 nm la Peroxisomicina Al y la albimina libre de dcidos
grasos tenian lectura de cero en la primera derivada, por lo que se sigui6 la sefial analitica

de la warfarina a esa longitud de onda (ver Figura 19).

3.2.2 Estudio del Equilibrio de 1a Unidn de la Warfarina con la Albimina Libre de

Acidos Grasos en Ausencia de Peroxisomicina Al.

3.2.2.1 Determinacién de AAbsmax a 25 °C y a pH de 7.2 de la Warfarina.

Para determinar ¢l AAbsmax. se fij6 la concentracién de warfarina en 30 uM final

y la concentracién de albimina vari desde 10 hasta 45 pM (ver Tabla 19).
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Figura 18. Espectro de Absorcién de la Warfarina, Albimina Libre
de Acidos Grasos y Peroxisomicina Al.
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Figura 19. Espectro Derivado de Warfarina, Albtiimina Libre
de Acidos Grasos y Peroxisomicina A1l




Tabla 19
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AAbsmax del Sistema Warfarina - Albimina
Libre de Acidos Grasos: pH 7.2 y 25 °C

AAbs | [albdmina*] | 1/AAbs | 1/[albimina*]
uM pM!
14,00 10,00 0,0714 0,100
18,00 15,00 0,0555 0,066
23,00 20,00 0,0435 0,050
27,00 25,00 0,0370 0,040
29,00 30,00 0,0345 0,033
30,00 35,00 0,0333 0,029
31,00 40,00 0,0323 0,025
32,00 45,00 0,0312 0,022

albiimina* : albimina libre de 4cidos grasos

Posteriormente se graficaron los valores inversos de AAbs en funcién de las valores

inversos de concentracién de albiimina, esta gréfica cruza la ordenada en 1 / AAbsmax (ver

Figura 20),

1/ Abs

012

.10

0.084

0.067

0.041

Q02

0.03 004

005  0.06

007  0.08

1 / [albdmina libre de acidos grasos]

Figura 20. Estimacién del AAbsmax Warfarina - Albiimina Libre
de Acidos Grasos: pH 7.2 y 25 °C.



La recta cruza la ordenada en 1/AAbsmax = 0,0178 , AAbsmax = 56,18 u.a.

Conociendo el Absmax se calculé el valor de absorbancia obtenido por la unién de ! uM

de warfarina, dado por ¢, dando un valor de 1,8716.

3.2.2.2 Determinacion de la Concentracion de Warfarina 54, ¥ Warfarina jjpe,.

en Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al.

Conociendo el valor de o se determinaron los valores de las concentraciones de

warfarina unida y libre en presencia y en ausencia Peroxisomicina Al, los cuales se

muestran en las columnas 3 y 4 de las tabla 19 a 21.

3.2.2.3 Determinacién del Nimero Promedio de Moléculas de Warfarina unidas a
la Albimina Libre de Acidos Grasos (r) en Presencia y Ausencia de

Peroxisomicina Al.

Con los valores de las concentraciones de warfarina unida a la albdmina libre de
acidos grasos en cada punto de la curva de titulacién y tomando en cuenta la concentracién
de albimina utilizada (10 pM) se obmvieron los valores de r (nimero promedio de
moléculas de warfarina unida a la albimina libre de 4cidos grasos) para cada curva en
presencia y ausencia de Peroxisomicina Al, columna 5 de las tablas 20 a 22.



Tabla 20
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Titulaciéon de Albiimina Libre de Acidos Grasos (10 pM)

con Warfarina en Ausencia de Peroxisomicina Al.

[Warf]total Abs [Warf] unida | [Warf] libre r t/[Warf] libre
8,33 8,0 4,2744 4,0556 0,4274 0,1054
12,50 11,0 5,8773 6,6227 0,5877 0,0887
16,66 13,0 6,9459 9,7141 0,6946 0,0715
20,83 16,0 8,5488 12,2811 0,8549 0,0696
25,00 18,2 09,7243 15,2757 0,9724 0,0637
29,16 20,0 106860 18,4739 1,0686 0,0578
33,33 22,0 11,7360 21,5754 1,1755 0,0545
37.50 23,5 12,5561 24,9439 1,2556 0,0503
Tabla 21
Titulacién de Alblimina Libre de Acidos Grasos(10 pM)
con Warfarina en Presencia de Peroxisomicina Al 20 pM.

[Warf]total Abs | [Warflunida | [Warf] libre r i/[Warf] libre
12,50 21,0 11,2203 1,2797 1,1220 0.8768
16,66 24,0 12,8233 3,8367 1,2823 0,3342
20,83 26,0 13,8918 6,9381 1,3892 0,2002
25,00 28,0 14,9604 10,0395 1,4960 0,1490
29,16 29,0 15,4948 13,6652 1,5495 0,1134
33,33 30,0 16,0291 17,3009 1,6029 0,0926
37,50 31,0 16,5633 20,9366 1,6563 0,0791




Tabla 22

Titulacién de Albimina Libre de Acidos Grasos(10 M)
con Warfarina en Presencia de Peroxisomicina Al 40 uM.

[Warf]total Abs [Warf] unida | [Warf] libre r r/[Warf] libre
12,50 20,5 10,9532 1,5468 1,0953 0,7081
16,66 23,0 12,2889 4,3710 1,2289 0,2811
20,83 25,0 13,3576 74724 1,3358 0,1788
25,00 27,0 14,4262 10,5738 1,4426 0,1364
29,16 28,0 14,9605 14,1995 1,4960 0,1054
33,33 29,0 15,4948 17,8352 1,5495 0,0869
37,50 30,0 16,0290 21,4709 1,6029 0,0747

Posteriomente se graficaron los valores de r/[warfarina]libre en funcién de r, con lo que

resultaron curvas con dos tendencias lineales (ver Figuras 21 a 23).
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Figura 21a. Gréfica de Scatchard de la Unién Warfarina - Albitmina
Libre de Acidos Grasos en Ausencia de Peroxisomicina Al.

Cada tendercia se traté independientemente. De cada una de ellas se obtuvo una recta con
pendiente negativa (-Ka) y de intercepto en la abscisa (N). Los valores de N y Ka para

cada curva se muestran en las tabla 23.
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Figura 21b. Gréfica de Scatchard de la Figura 21c. Griéfica de Scatchard de la

Unién Warfarina - Albimina en Ausencia  Unién Warfarina - Albiimina en Ausencia

de Peroxisomicina Al en N1. de Peroxisomcina Al en N2,

R* = 0,980 R? = 0,992
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Figura 22a. Grifica de Scatchard de la Unién Warfarina - Albimina Libre
de Acidos Grasos en Presencia de Peroxisomicina Al 20 uM.
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Figura 22b. Gréifica de Scatchard de la Figura 22c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Warfarina - Albimina en Presencia  Uni6n Warfarina - Albimina en Presencia
de Peroxisomicina Al 20 uM en N1. de Peroxisomcina Al 20 uM en N2,

R*= 0,999 R?=0,983



69

08

0.6+

0.4

0.2

r / [Warfarina] libre

o0 T T T - ™ T
1.0 11 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7

Figura 23a. Gréfica de Scatchard de la Unién Warfarina - Albiimina Libre
de Acidos Grasos en Presencia de Peroxisomicina A1 40 uM.
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de Peroxisomicina Al 40 uM en N1. de Peroxisomcina Al 40 UM en N2,

R?=0,999 R?= 0,985



Tabla 23
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Pardmetros de Unidn de Warfarina - Albtiimina Libre de Acidos Grasos
en Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al a pH 7.2 y 25 °C,

Kal x 10° Ka2 x 10°
Nl N2
K mol’! K mol’!
Warfarina en 1,27 £ 0,16 0,125 £ 0,055 2,31 £0,16 0,475 + 0,049
Ausencia de PA1
Warfarina en
Presencia de PAl 1,38 £ 0,01 3,394 + 0,250 1,80 £ 0,06 4,703 + 0,640
20 uM
Warfarina en
Presencia de PA1 1,31 £ 0,06 3,187 £ 0,104 1,77 £ 0,08 4,049 + 0,177
40 uM

3.3 Estudio in vitro de las Interacciones de la Indometacina
con la Albiimina a pH 7.2 y 25 °C.

3.3.1 Interacciones entre la Indometacina y la Albtimina en Presencia de

Peroxisomicina Al.

Se obtuvieron los espectros de absorbancia de la indometacina (20 uM), de la

alblimina (10 pM) y de la Peroxisomicina Al (20 uM) en el intervalo de 200 a 800 nm

para poder establecer la sefial analitica de la indometacina (ver Figura 24).

Se observd que al seguir la sefial analitica de la indometacina, la Peroxisomicina

Al y la albimina a las concentraciones utilizadas tenian valores de absorbancia mayores

que los de la indometacina.




Ia!

Por ello se recurrié a la Espectroscopia de Derivadas; aplicando la técnica del cruce
al cero se encontrd que a 314 nm la Peroxisomicina Al y la albiimina tenfan una lectura de
cero en la primera derivada (ver Figura 25), por lo que se siguié la sefial analitica de la

indometacina a esa longitud de onda.

3.3.2 Estudio del Equilibrio de ia Uni6n de la Indometacina con la Albimina en Ausencia

de Peroxisomicina Al.

3.3.2.1 Determinacién de AAbsmax a 25 °C y a pH de 7.2 de la Indometacina.

Para determinar el AAbsmax. se fij6 la concentracion de indometacina en 50 pyM

final y la concentracion de albimina vari6 desde 10 hasta 45 pM (ver Tabla 24).

Tabla 24

AAbsmax de! Sisterna Indometacina - Albimina:

pH72y25°C
AAbs | [alblimina] 1/AAbs 1/[alblimina]
uM uM
14,7 10,00 0.06803 0,1000
24,4 15,00 0,04098 0,0666
28,4 20,00 0,03521 0,0500
31,5 25,00 0,02755 0,0400
36,3 30,00 0,02564 0,0333
39,0 35,00 0,02294 0,0286
43,6 40,00 0,02208 0,0250
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Figura 24. Espectro de Absorcién de Indometacina, Albtimina y Peroxisomicina A1l
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Figura 25. Espectro Derivado de Indometacina, Albimina y Peroxisomicina Al
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Posteriormente se graficaron los valores inversos de AAbs en funcién de las

valores inversos de concentracién de albtimina, esta grafica cruza la ordenada en

1/AAbsmax

0.12

0.08 4

Abs

0.084

1/

e p———————————

0.02 p—
0.02 2.03 0.04 0.05 0.08 0.07

1 / [albdmina]

Figura 26. Estimacién del AAbsmax Indometacina - Alblimina : pH 7.2 y 25 °C.

La recta cruza la ordenada en 1/AAbsmax = 0,0129 , AAbsmax = 77,14 u.a.

Conociendo €l Absmax se calcul6 el valor de absorbancia obtenido por la unidn de

1 UM de indometacina, dado por o, dando un valor de 1,54238.

3.3.2.2 Determinacidn de la Concentracién de Indometacina ypig, €
Indometacina j;,.. €n Presencia y Ausencia de

Peroxisomicina Al.

Conociendo ¢l valor de o se determinaron los valores de las concentraciones de

indometacina unida y libre en presencia y en ausencia Peroxisomicina Al, los cuales se

muestran en las columnas 3 y 4 de las tablas 25 a 26.
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3.3.2.3 Determinacion del Nimero Promedio de Moléculas de Indometacina
unidas a Ia Albimina (r) en Presencia y Ausencia de

Peroxisomicina Al.

Con los valores de las concentraciones de indometacina unida a la albiimina en
cada punto de la curva de titnlacién y tomando en cuenta la concentracién de albtimina
utilizada (10 pM) se obtuvieron los valores de r (nimero promedio de moléculas de
indometacina unida a la albimina) para cada curva en presencia y ausencia de

Peroxisomicina A1, los cuales se muestran en la columna 5 de las tablas 25 a 26.

Tabla 25

Titulacién de Albumina Libre de Acidos Grasos(10 M) con
Indometacina en Ausencia de Peroxisomicina Al

[IndJtotal | AAbs | [IndJunida | [Ind]libre r t/[Ind]libre

8,33 6,30 4,0835 4,2465 | 0,4083 0,0962
12,50 0,30 6,0280 6.4719 | 0,6028 0,0931
16,66 11,10 7,1947 9.4653 | 0,7195 0,0760

20,833 12,80 8,2966 12,5334 | 0,8297 0,0662
25,00 13,70 8.8799 16,1200 | 0,8879 0,0551
29.16 14,80 9,5929 19,5671 0,9593 0,0490
33,33 15,50 10,0466 23,2833 1,0047 0,0432
37,5 16,30 10,5652 26,9348 1,0565 0,0392




Tabla 26

Titulacién de Alblimina Libre de Acidos Grasos(10 pM) con
Indometacina en Presencia de Peroxisomicina Al 40 uM

[Ind]total | AAbs | [IndJunida | [Ind]libre r r/[Ind]libre

8,33 6,35 4,1159 42141 | 04116 0,0977
12,50 9,38 6,0798 6,4201 | 0,6079 0,0947
16,66 11,00 7,1299 9,5301 | 0,7129 0,0748
20,83 12,40 8,0373 12,7927 | 0,8037 0,0628
25,00 13,60 8,8151 16,1849 | 0,8815 0,0545
29,16 14,50 9,3985 19,7615 0,9398 0,0476
33,33 15,20 9,8522 23,4778 | 0,9852 0,0419
37.5 15,90 10,3059 27,1941 1,0306 0,0379

Posteriomente se graficaron los valores de r/[indometacina]libre en funcién de r, con lo

que resultaron curvas con dos tendencias lineales (ver Figuras 27 y 28).
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Figura 27a. Gréfica de Scatchard de la Unién Indometacina - Albiimina
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en Ausencia de Peroxisomicina Al.
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Cada tendencia se traté independientemente. De cada una de ellas se obtuvo una recta con

pendiente negativa (-Ka) y de intercepto en la abscisa (N). Los valores de N y Ka para

cada curva se muestran en las tabla 27.

0087

0.006

0.095

& Goa

r / [Indemetacinal libre

LY 2] — -

Figura 27b. Gréfica de Scatchard de la
Unién Indometacina - Albiimina en
Ausencia de Peroxisomcina Al
20 uM en N1.
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Figura 27c. Gréfica de Scatchard de la
Unién Indometacina - Albdsnina en
Ausencia de Peroxisomicina Al

20 uM en N2.
R? = 0,994
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Parimetros de Unidn de Indometacina - Albimina en Presencia

y Ausencia de Peroxisomicina Al apH 7.2 y 25 °C.

4 5
Kal x 10 Ka2x 10
N1 ax N2 X
K mol K mol™

Indometacina en 6,65+0,12 | 1,540+ 0,026 | 1,40+ 0,02 { 1,101 £ 0,058
Ausencia de PA1
Indometacina en
Presencia de PA1 681 £008 | 1,530+0,019] 1,35+£0,01 [1,165% 0,013
40 uM

3.4 Estudio in vitro de las interacciones de la Fenitoina con
la Albimina Libre de Acidos Grasos a pH 7.2 y 25 °C.

3.4.1 Interacciones entre la Fenitoina y la Albiimina Libre de Acidos Grasos en Presencia

de Peroxisomicina Al.

Se obtuvieron los espectros de absorbancia de la fenitoina (20 uM), de la

albimina libre de icidos grasos (10 uM) y de la Peroxisomicina Al (20 uM) en el

intervalo de 200 a 800 nm para poder establecer la sefial analitica de la fenitoina (ver

Figura 29).

Como se observa en la figura 29 la fenitoina casi no absorbe al UV-VIS. Tampoco se

encontrd una sefial analitica til en los espectros derivados (ver Figura 30).

Por medio de Espectroscopia de Fluorescencia se determinaron las longitudes de

onda de emisién y excitacién para la Peroxisomicina Al, la albimina libre de 4cidos

grasos y la fenitoina.
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— Texina

— Albiimina libre de dcidos grases

— Feniteoina

Longitud de onda

500
Figura 29. Espectro de Absorcién de Fenitoina, Albimina Libre
de Acidos Grasos y Peroxisomicina A1
Abs 7 — i e
: - Texina
— Albimina libre de dcides grases
= Fenmitoina
200 Longitud de enda 550

Figura 30. Espectro Derivado de Fenitoina, Albimina Libre
de Acidos Grasos y Peroxisomicina A1l




80

Las longitudes de onda encontradas fueron las siguientes (ver Tabla 28):
Tabla 28

Longitudes de onda de excitacién y emision para la
Fenitoina y la Albimina Libre de Acidos Grasos

A Excitacién A Emisién

Fenitoina 224 nm 296 nm
Albtimina Libre de Acidos 239 nm 346 nm
Grasos

Como se puede ver en la tabla 28 las longitudes de onda de excitacién y emisién de la
albiimina y la fenitoina estdn muy cercanos por lo que fue dificil escoger una longitud de

onda en [a que no emitiera la molécula de almimina; la Peroxisomicina Al no interferia en

este estudio.

Por ello se recurri6 a la técnica con separacion previa de Cromatografia en su modalidad de

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién con Columna de Fase Reversa

3.4.2 Estudio del Equilibrio de la Unién de la Fenitoina con la Alblimina Libre de

Acidos Grasos.

3.4.2.1 Determinacién de la Concentracion de Fenitoina y,;q, ¥ Fenitoina jjpye

en Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al.

Conaociendo la altura del pico de la fenitoina en el Cromatograma (ver Figura 31)
para cada experimento, ésta se relaciona con la concentracién de fenitoina libre,

interpolando los resultados en la curva de calibracién antes obtenida (ver Figura 32).



8]

Figura 31. Cromatograma de la Fenitoina. Columna ODS hypersil 100 x 2.1, Diametro de
Particula 5 micras, Eluente Amortiguador de Fosfato : Acetonitrilo 70:30, Isocratico.

30

25 +

20 +

Altura del pico
—_

0 ] 2 3 4

Concentracion de Fenfloina

Figura 32. Curva de Calibracion de Fenitoina por CLAR Fase Reversa. Eluente
Amortiguador de Fosfato : Acetonitrilo 70:30, Isocratico.

R?=0.999
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Se trabajo en el rango de 8.33 a 37.5 uM de fenitoina, en el cual se demostrd la
lineatidad en la curva de calibracion, de acuerdo a la ecuacién de la recta obtenida:
= - 0.41242 + 0.13915 x. El limite de cuantificacion es de 7.72 + 0.05.
Las concentraciones de fenitoina unida se calcularon por la diferencia entre ia fenitoina

libre y la total (ver Tabla 29).

3.4.2.2 Determinacién del Niimero Promedio de Moléculas de Fenitoina unida a la
Albimina Libre de Acidos Grasos (r) en Presencia y Ausencia
de Peroxisomicina Al.

Con los valores de las concentraciones de fenitoina unida a la albimina libre de
dcidos grasos en cada punto de lacurva de titulacién y tomando en cuenta la concentracién
de albiimina utilizada (10 uM) se obtuvieron los valores de r (nmimero promedio de
moléculas de fenitoina unida a la albimina) para cada curva en presencia y ausencia de

Peroxisomicina Al, los cuales se muestran en las columna s 4 y 5 de la tablas 29 y 30.



Tabla 29

Titulacién de Albimina Libre de Acidos Grasos (10 uM) con
Fenitoina en Ausencia de Peroxisomicina A1 40 uM.

[Fen] libre [Fen] total [Fen] unida r r/ [Fen]libre

7,7227 12,500 4,7773 0,4773 0,0619
10,6281 16,666 6,0379 0,6037 0,0568
13,6216 20,833 72114 0,7211 0,0529
16,4389 25,000 8,5610 0,8561 0,0521
19,4325 29,166 9,7335 0,9733 0,0501
22,4259 33,333 10,9070 1,0907 0,0487
25,4194 37,500 12,0806 1,2081 0,0475

Tabla 30

Titulacién de Albdmina Libre de Acidos Grasos (10 pM) con

Fenitoina en Presencia de Peroxisomicina Al 40 uM.,

[Fen] libre [Fen] total [Fen] unida T r / [Fen]libre

8.1629 12,500 4,3371 0,4337 0,0531
11,2444 16,666 54216 0,5422 (,0482
14,3259 20,833 6,5070 0,6507 0,0454
17,3134 25,000 7,6806 0,7681 0,0443
20,4889 29,166 8,6770 0.8677 0,0423
23,5705 33,333 9,7625 0,9762 0,0414
26,6521 37,500 10,8479 1,0848 0,0407

Posteriomente se graficaron los valores de r/[indometacina]libre en funcién de r, con lo

que resultaron curvas con dos tendencias lineales (ver Figuras 33 y 34).
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Figura 33a. Grifica de Scatchard de la Unién Fenitofna - Albdmina
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Figura 34a. Gréfica de Scatchard de la Unién Fenitoina - Albiimina
Libre de Acidos Grasos en Presencia de Peroxisomicina Al 40 uM.
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Figura 34b. Grafica de Scatchard de la
Unidn Fenitoina - Albuimina en Presencia
de Peroxisomcina Al 40 UM en N1.
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Figura 34c. Grifica de Scatchard de la
Unién Fenitoina - Albiimina en Presencia
de Peroxisomicina Al 40 uM en N2.
R? = 0,990
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Parametros de Uni6n de Fenitoina - Albtimina Libre de Acidos Grasos en

Presencia y Ausencia de Peroxisomicina Al a pH72y25 °C.

4 4
Kal x 10 K 10
NI arx N2 azx
K mol™ K mol’
Fenitoina en Ausencia | 2,15 + 0,08 3,69 +£ 0,05 5,34 £ 0,40 1,29 + 0,06
de PA1
Fenitoina en Presencia
de PA1 40 uyM 1,86 £ 0,12 3,68 + 0,04 4,76 + 0,01 1,09 = 0,08
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CAPITULO 4

DISCUSION

Para realizar el estudio de la competencia entre la Peroxisomicina Al con la
warfarina, fenitoina y/o indometacina por los sitios de unién en la albimina, se utiliz6 la
técnica de Espectroscopia UV-VIS por ser una téchica sencilla, rdpida y qtil para el
andlisis cuantitativo. Asf mismo, esta técnica fue empleada por Caballero %) durante su
trabajo de investigacion siguiendo la seiial analitica de la Peroxisomicina Al a 422 nm con
resultados favorables. La albimina es la proteina que se une con mayor afinidad a los
medicamentos acidicos. Se trabaj6 con albiimina sérica bovina ya que se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos con la alblimina sérica humana ; ademads es mds facil

de conseguir y méis econdmica .

Se escogieron la warfarina, fenitoina e indometacina debido a que estos

medicamentos se usan como modelos de farmacos que pertenecen a sustancias acidicas
segiin Scheler ®¥. Como se observa en la tabla 3 es interesante notar que el pK de la

Peroxisomicina A1 estd muy cercano al de la fenitoina, mas no los valores de la constante

de afinidad, los cuales estidn mas cercanos a los valores de la warfarina e indometacina .

Se sigui6 en este caso la misma estrategia que utilizé Caballero en su tesis de

(18)

Maestria * ™', con la diferencia que se tuvieron que hacer experimentos simultineos en

presencia y ausencia de medicamento haciendo una correccién por el volumen de
medicamento adicionado; esto se reahzé con amortiguador de fosfato pH 7.2 cuando el

experimento se realizaba en ausencia de medicamento.

A simple vista se puede observar que las curvas ( ver Figuras 8 a 17) obtenidas en

presencia y ausencia de medicamento no mostraban diferencia entre si; se compararon los
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valores de N (sitios de unién) y K (constante de afinidad) obtenidos en cada caso (ver

Tabla 18). Los valores encontrados para la Peroxisomicina Al en ausencia de
medicamento son similares a los reportados por Caballero ¥ No se encontré diferencia

significativa entre los resultados arrojados por la Peroxisomicina Al en presencia y en
ausencia de medicamento a las concentraciones de estudio. Con ello podemos suponer que
la warfarina, fenitoina y/o indometacina no compiten por los sitios de unién en la albimina

con la Peroxisomicina Al .

Para estudiar el posible desplazamiento de la warfarina, fenitoina e indometacina
de sus sitios de unién en la albimina cuando se le adicionaba Peroxisomicina Al, habia
que realizar simultineamente experimentos para cada uno de los medicamentos en
presencia y ausencia de Peroxisomicina Al. En este caso se debia seguir la sefial analitica

para cada uno de los medicamentos en estudio.

Estudiando la interaccién entre la warfarina y la almimina no exenta de acidos
grasos, no se observaba un cambio espectrofotométrico que indicara que la warfarina se

(20

unia a la albimina. Se encontrd en la literatura *” que la warfarina no se une a la albiimina

en presencia de 4cidos grasos; por ello se penso en utilizar albimina libre de 4cidos grasos

para estudiar la interaccién warfarina - albimina.

Se obtuvieron los espectros UV-VIS de la warfarina, alblimina libre de acidos
grasos y de la Peroxisomicina Al para tratar de encontrar una buena seiial analitica para la
warfarina. Como se observa en la figura 18, en unc de los méximos de la warfarina la
Peroxisomicina Al tiene una absorbancia residual, y al observar el otro méaximo, la
Peroxisomicina Al y la albimina tienen mayor absorbancia que la warfarina. Por ello se
recurrié a la Espectroscopia de Derivadas. Se aplicd la primera derivada a los espectros de
orden cero ya obtenidos de la warfarina, Peroxisomicina A1 y albimina. Después de hacer

un filtrado a los espectros obtenidos (ver Figura 19), se aplicé la técnica del cruce al cero,
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encontrdndose que a 329 nm la Peroxisomicina Al y la alblimina no tenian absorbancia,

por lo que se siguié esta sefial analitica para la warfarina .

Los valores de N1 y N2 (ver Tabla 23) para la warfarina en presencia y en
ausencia de Peroxisomicina Al (20 y 40 pM), no muestran diferencia significativa, En
cambio las constantes de afinidad aumentan en presencia de-Peroxisomicina Al (20y
40 pM). De lo anterior se pueden suponer dos cosas: 1) que la Peroxisomicina Al induce

un cambio conformacional en la albimina; 2) la Peroxisomicina Al induce una

modificacién en la estructura de los sitios de unién de la warfarina. En la literatura @® se

encontré un caso en donde dos compuestos se comportan de manera similar frente a la
albimina; cuando la warfarina se encuentra en presencia de indometacina se observa un
cambio en la constante de afinidad de la warfarina, mas sin embargo los sitios de uni6én
casi no varian, por lo que se considera a la indometacina como un inductor del cambio

estructural en la albimina, mas no un inhibidor no competitivo.

La indometacina tampoco ofrecié una sefial analitica adecuada en los espectros de
orden cero (ver Figura 24), por lo que se aplic6 la primera derivada a espectros tanto de la
indometacina, Peroxisomicina A1 como de la albimina. Después de hacer un filtrado a los
espectros derivados obtenidos (ver Figura 25) se aplicé la técnica del cruce al cero
encontrindose a 314 nm una buena sefial analitica para la indometacina. A esa longitud de

onda la Peroxisomicina Al y la albiimina muestran lectura cero.

Los resultados de N y K obtenidos (ver Tabla 27) para la indometacina en
presencia y ausencia de Peroxisomicina A1 40 pM no muestran diferencia significativa.
Con elle podemos suponer que la indometacina y la Peroxisomicina Al no tienen los

mismos sitios de unién en la albdimina.

Para el estudio de la fenitoina se usé también albimina libre de 4cidos grasos

debido a que se ha demosirado que la fenitoina no se une a la albiimina en presencia de
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dcidos grasos @9 La fenitoina absorbe muy poco en el rango de 200 a 550 nm (ver

Figura 29). Se consideré utilizar la técnica de Fluorescencia, donde la fenitoina y la
albomina libre de 4cidos grasos fluorescen. Las longitudes de onda de emisién y
excitacién de estas moléculas estdn muy cercanas por lo que fue dificil encontrar una
longitud de onda en la que la albiimina no interfiriera con lIa emisién de la fenitoina; la
Peroxisomicina Al no interferia en el estudio. Por esta razén se decidié utilizar la técnica
de Cromatografia en su modalidad de Cromatrografia de Liquidos de Alta Resolucién con

columna de Fase Reversa.

Para poder establecer las condiciones de elucién, primero se tuvo que encontrar un
solvente adecuado de elucién en el que fuera soluble la fenitoina pero que a su vez tuviera
suficiente proporcidn de amortiguador de fosfato para que no precipitara la albumina. Por
otro lado la proporcién de solventes debia de ser la adecuada para lograr una buena
separacién entre la fenitofna y la Peroxisomicina Al. Cuando se usé la mezcla
amortiguador de fosfato pH 7.2 : acetonitrilo 50:50, la Peroxisomicina Al y la fenitoina
no lograron separarse. En la proporcion 60:40 la fenitoina tiene un tiempo de retencién
muy corto. Con ello se decidié utilizar la proporcién 70:30 de la mezcla amortiguador de
fosfato pH 7.2 : acetonitrilo donde la fenitoina tiene un tiempo de retencién de 2.55 y la
Peroxisomicina Al queda retenida en la columna; ésta es eluida con metanol, utilizado en

el lavado de la columna.

Una vez encontradas las condiciones cromatogrificas mencionadas, con
estdndares de fenitoina se establecié una relacién entre la altura o el drea del pico
cromatografico con la concentracion. Para ellos se realizé una curva de calibracion; se
trabajé en un rango de concentraciones entre 8.33 y 37.5 uM. Se escogi6 este rango por
que a concentraciones menores de 8.33 pM, el pico cromatogrifico era muy pequefio, y
se confundia con el ruido. Comparando los resultados de las éreas y las alturas, se

prefirid utilizar la altura por que daba resultados més reproducibles. Posteriormente se
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pasé a la titnlacién. En este caso no se tuvo que encontrar el valor de o, ya que no se traia
de una medicion indirecta como en los casos anteriores; se puede obtener la concentracion
de fenitoina libre directamente del cromatograma interpolando la altura del pico

cromatogrifico en la curva de calibracién previamente obtenida.

La fenitoina unida se obtiene por diferencia entre la fenitoina libre y la total. Con

ello se pueden hacer los calculos para obtener el valor de r de la ecuacién de Scatchard.

Tampoco se encontré diferencia significativa entre los valores de N y K obtenidos
(ver Tabla 33) para la fenitoina en presencia y ansencia de Peroxisomicina Al a 40 uM.
Esto sugiere que la fenitoina y la Peroxisomicina Al no tienen el mismo sitio de unién en

la albimina.

Cabe mencionar que los valores de N (sitios de unién) y K (constante de afinidad)

2 (28)

. R . 7 . . 6 .
para la unién a albimina de la warfarina ?”, la indometacina ®® y la fenitoina

encontrados durante este estudio, son muy similares a los reportados en la literatura; esto

valida nuestros resultados experimentales,

Debido a que ni la warfarina ni la fenitoina interaccionan con la albiimina en
presencia de dcidos grasos, se pensé en la posibilidad de que la warfarina podia desplazar
a la Peroxisomicina Al de sus sitios de unién si se utilizaba albimina libre de 4cidos
grasos. Por ello se repitieron los estudios de interaccion entre la Peroxisomicina Al y
albumina en presencia de warfarina utilizando alblimina libre de dcidos grasos. Los valores
de Ny K (ver Tabla 18) no mostraron ninguna diferencia significativa con respecto a los
otros valores de la tabla. Por medio de estos resultados se pudo demostrar en forma
paralela que los 4cidos grasos no compiten con la Peroxisomicina Al por los mismos
sitios de unién en la albiimina debido a que las constantes de afinidad y los nimeros de

sitios de unién no cambiaron en ninguno de los dos casos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

1. No hay competencia entre la warfarina, fenitoina e indometacina con la Peroxisomicina

Al por los sitios de unién en la albiimina.

2. La warfarina muestra un aumento en el grado de interaccién con la albimina en

presencia de Peroxisomicina Al.

3. La warfarina y la fenitoina no se unieron a la albiimina en presencia de 4cidos grasos

tal y como se reporta en la literatura.

4. Los 4cidos grasos no compiten con la Peroxisomicina A1l por los sitios de unién en

la albimina.
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