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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La mayoria de los medicamentos son acarreados de sus sitios de absorcion a sus sitios
de accion y eliminacion por la circulacion sanguinea. Algunos medicamentos se
disuelven simplemente en el agua del plasma, pero muchos otros se asocian
parcialmente con constituyentes sanguineos tales como albtimina, globulinas, lipopro-
teinas y eritrocitos. Para la gran mayoria de los farmacos unidos a constituyentes
séricos, la albumina es cuantitativamente la macromolécula més importante y mas
frecuente. Recientemente se ha encontrado que algunos medicamentos bdasicos se

unen extensivamente a la alfa-glicoproteina acidarA

La union a proteinas plasmaticas influye en el destino de los farmacos en el cuerpo.
De esta manera solo el medicamento no unido o libre difunde a través de la pared
capilar y de la membrana celular, alcanzando asi su sitio de accion; ademads la
velocidad de transferencia a los tejidos, que es un proceso de difusion, depende de la
concentraciéon de medicamento libre. Por otra parte, el medicamento unido a las
proteinas no filtra en el gloméruloni experimenta biotransformaciones, sino cuando
esta liberado. Ya que la union del farmaco a la albumina es facilmente reversible, los
complejos medicamento-proteina sirven como un reservorio circulante de medica-
mento que libera mas farmaco para asi ser biotransformado o excretado. De este
modo, la unioén a albimina decrece la méxima intensidad, pero incrementa la duracion
de accion de muchos medicamentos: por ejemplo, algunos compuestos yodados que
se emplean como agentes radiopacos de diagnodstico que se unen fuertemente a las
proteinas plasmaticas tiene una vida media del orden de los dos afios y medio en el

hombre”

Es importante hacer notar que en pacientes que presentan hipoalbuminemia, si se les
administra medicamentos que se unen en una alta proporcion a las proteinas
plasmaticas, puede ser necesario modificar' la dosis.

Otra consecuencia importante de este fenomeno lo constituye el hecho de que la
union a proteinas puede aumentar la solubilidad de un medicamento en el plasma. La
bishidroxicumarina que se une en un 98% a la albumina, tiene en la sangre una

solubilidad considerablemente mayor que en el aguaO).
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La mayoria de los medicamentos son acarreados de sus sitios de absorcion a sus sitios
de accion y eliminacion por la circulacion sanguinea. Algunos medicamentos se
disuelven simplemente en el agua del plasma, pero muchos otros se asocian
parcialmente con constituyentes sanguineos tales como albtimina, globulinas, lipopro-
teinas y eritrocitos. Para la gran mayoria de los fairmacos unidos a constituyentes
séricos, la albimina es cuantitativamente la macromolécula mas importante y mas
frecuente. Recientemente se ha encontrado que algunos medicamentos basicos se

unen extensivamente a la alfa-glicoproteina 4cida().
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concentraciéon de medicamento libre. Por otra parte, el medicamento unido a las
proteinas no filtra en el gloméruloni experimenta biotransformaciones, sino cuando
estd liberado. Ya que la union del farmaco a la albumina es facilmente reversible, los
complejos medicamento-proteina sirven como un reservorio circulante de medica-
mento que libera mas farmaco para asi ser biotransformado o excretado. De este
modo, la unién a albiimina decrece la maxima intensidad, pero incrementa la duracién
de accion de muchos medicamentos: por ejemplo, algunos compuestos yodados que
se emplean como agentes radiopacos de diagndstico que se unen fuertemente a las
proteinas plasmaticas tiene una vida media del orden de los dos afios y medio en el

hombre”.

Es importante hacer notar que en pacientes que presentan hipoalbuminemia, si se les
administra medicamentos que se unen en una alta proporcién a las proteinas

plasmaticas, puede ser necesario modificar la dosis.

Otra consecuencia importante de este fendmeno lo constituye el hecho de que la
union a proteinas puede aumentar la solubilidad de un medicamento en el plasma. La
bishidroxicumarina que se une en un 98% a la albimina, tiene en la sangre una

solubilidad considerablemente mayor que en el aguaO).



1.1 SITIOS DE UNION Y FUERZAS.

La albumina tiene una carga neta negativa al pH del suero, sin embargo, puede
interactuar con medicamentos con carga tanto positiva como negativa. Tedricamente,
todos los sitios cargados en la albumina pueden funcionar como sitios de uniéon para
drogas cargadas apropiadamente, pero muchos sitios estdn ocultos o protegidos en la
estructura tridimensional de la molécula. Las uniones idnicas entre farmacos y la
albumina generalmente no son fuertes, y hay poca correlacion entre la carga neta en la
albumina y el grado de unién de la mayoria de los medicamentos. No obstante, la
atraccion inicial y la especificidad de la orientacion de una molécula de farmaco hacia
su sitio de unién en la albimina puede ser una interaccion electrostatica, la cual se
refuerza por uniones de hidrogeno, uniones hidrofobicas y uniones dipolo inducido-
dipolo (atracciones de Van der Waals). Muchos farmacos que se unen fuertemente a
la albumina son débilmente solubles en agua, y para tales medicamentos las uniones
hidrofobicas en la albumina frecuentemente son importantes. Se pueden formar

uniones covalentes en los casos de uniones irreversibles3’4’ 5\

La presencia de un grupo ionizable exalta aparentemente la afinidad del medicamento
por la proteina; tanto la naturaleza como la posicion de los sustituyentes puede influir
sobre las caracteristicas de dicha asociacion. La presencia de cadenas alquilicasno
polares y sustituyentes como alcoholes, acidos o sulfatos de cadena lineal, puede
incrementar sefialadamente la interaccion. Este tipo de incremento parece deberse a
una interaccion entre las porciones lipofilicas de la proteina y del medicamento. De
modo similar, los electrones de un anillo aromatico pueden contribuir a esta clase de

asociacion lipofilica™).

1.2 MEDICION DE LA UNION DE PEQUENAS MOLECULAS A
MACROMOLECULAS .

La unién de medicamentos a la albumina usualmente se ha estudiado in vitro por

equilibrio de didlisis, ultrafiltracion o por métodos espectroscopicos. Estas técnicas

dan resultados similares pero no siempre idénticos.

Los estudios in vitro de la interaccion de farmacos a proteinas debe establecer no sélo
la extension de la unién del medicamento sino ademas el niimero de sitios de unidén y
sus afinidades por el farmaco. Estudios mas detallados pueden determinar la
naturaleza de las fuerzas de union y la influencia de factores como la temperatura, el

pH y la fuerza i6nica™).



1.2.1 TECNICAS PARA MEDIR LA UNION DE PEQUENAS MOLECULAS
A PROTEINAS.

1.2.1.1 Dialisis.

Este método “clasico” para estimar el grado de union de moléculas de farmaco a
proteinas involucra la separacion fisica de las moléculas de medicamento libre que son
relativamente pequeiias (en la mayoria de los casos) de las particulas de proteinas y de
complejos medicamento-proteina. Tal separacion se efectia por el uso de una
membrana que tiene poros grandes que permiten el paso de moléculas pequefias pero
no lo suficiente para permitir el paso de grandes moléculas

La técnica convencional de didlisis consiste en colocar la solucion a dializar en una
bolsa atada de ambos extremos, dicha bolsa se pone en un contenedor con una
solucion amortiguadora y se mantiene en agitaciébn por varias horas. Para lograr el
equilibrio bajo tales condiciones se requiere un tiempo relativamente grande, 10-20
horas o mas, dependiendo primeramente de los volumenes de las soluciones y del area
de lamembrana”’). Luego de establecerse el equilibrio, se determina la concentracion

del medicamento en el contenedor libre de proteina’s).

fu Ab_ At-Af At~ [MJuBrEE Vt

At At At
b fraccion de medicamento unida a proteina
Ab cantidad de medicamento unida a proteina
At cantidad de medicamento total
Af cantidad de medicamento libre
[ M ILIBRE concentracion de medicamento libre
Vit volumen total.

Lo anterior conduce a errores debido a difusion del amortiguador a través de la
membrana modificando las concentraciones de proteina y medicamento.

1.2.1.2 Ultrafiltracion.

La separacion de una pequeiia porcion del farmaco libre en el equilibrio con una
proteina se realiza facilmente por filtracion a través de una membrana adecuada,
usualmente con la ayuda de centrifugacion o de una presion alta(?).

Los resultados se pueden alterar por uniones del medicamento a la membrana. Para
compensarlo se puede hacer un blanco de medicamento”?).



1.21 TECNICAS PARA MEDIR LA UNION DE PEQUENAS MOLECULAS
A PROTEINAS.

1.2.1.1  Dialisis.

Este método “clasico” para estimar el grado de unidon de moléculas de farmaco a
proteinas involucra la separacion fisica de las moléculas de medicamento libre que son
relativamente pequefias (en la mayoria de los casos) de las particulas de proteinas y de
complejos medicamento-proteina. Tal separacion se efectia por el uso de una
membrana que tiene poros grandes que permiten el paso de moléculas pequefias pero
no lo suficiente para permitir el paso de grandes moléculas

La técnica convencional de didlisis consiste en colocar la solucion a dializar en una
bolsa atada de ambos extremos, dicha bolsa se pone en un contenedor con una
solucion amortiguadora y se mantiene en agitacion por varias horas. Para lograr el
equilibrio bajo tales condiciones se requiere un tiempo relativamente grande, 10-20
horas o mas, dependiendo primeramente de los volimenes de las soluciones y del area
de lamembrana”’). Luego de establecerse el equilibrio, se determina la concentracion

del medicamento en el contenedor libre de proteinaW.

fu Ab At-Af A~ [M]LBRE* Vt

At At At
tb fraccion de medicamento unida a proteina
Ab cantidad de medicamento unida a proteina
At cantidad de medicamento total
Af cantidad de medicamento libre
[ M | LIBRE concentracion de medicamento libre
Vt volumen total.

Lo anterior conduce a errores debido a difusion del amortiguador a través de la
membrana modificando las concentraciones de proteina y medicamento.

1.2.1.2  Ultrafiltracion.

La separacion de una pequefia porcion del farmaco libre en el equilibrio con una
proteina se realiza facilmente por filtracion a través de una membrana adecuada,
usualmente con la ayuda de centrifugacion o de una presion alta(?).

Los resultados se pueden alterar por uniones del medicamento a la membrana. Para
compensarlo se puede hacer un blanco de medicamento”?).



1.2.1.3 Espectroscopia Ultravioleta- Visible y de Fluorescencia.

Los métodos espectrofotométricos son adecuados para mediciones de la
estequiometria de la unién y de la afinidad entre el ligando y la macromolécula.
Ademas, tales métodos pueden proveer mas informacion acerca del complejo proteina-
ligando, como son:

(i) cinética de formacion o ruptura del complejo.
(i1) cambios estructurales en la proteina seguidos de la union.

ii1) informacion limitada de la naturaleza de los sitios de union: ()laridad,
p
pK de grupos ionizables, residuos vecinos, etc.

La medicion espectrofotométrica de la unidon de ligandos a macromoléculas requiere
que las propiedades opticas del complejo proteina-ligando difiera del ligando libre y
de la macromolécula libre, ya sea en cambios espectrales en la proteina o en el
ligando”. Una ventaja de estos métodos es que los resultados son instantdneos
(a diferencia de la dialisis).

La desventaja principal es que las medidas de la sefal Optica son empiricas (no se
tiene idea del cambio Optico que se espera). Si hay multiples sitios de unién, no se
puede asumir que los cambios espectrales observados al unir un segundo ligando sera
idéntico al del primero. Sin embargo, mediante un adecuado tratamiento de datos se
puede solucionar este problema.

Por otro lado la espectroscopia de absorcion es uno de los métodos instrumentales
mas utiles que dispone el quimico para el analisis cuantitativo. Las caracteristicas mas
importantes de los métodos espectrométricos son: gran aplicacion, alta sensibilidad,
selectividad moderada a alta, buena precision, facilidad y comodidad.

Los métodos fluorométricos son inherentemente aplicables a escalas de concentracion
mas bajas que las determinaciones espectrofotométricas, y figuran asi entre las técnicas

analiticas mas sensibles de que dispone el quimico.

Para llevara cabo dichos experimentos se determina la absorcion (o fluorescencia) de
la proteina y/o del medicamento y se monitorea el efecto de agregar valias
concentraciones de medicamento; se debe observar una respuesta lineal al graficar el
logaritmo de la absorbancia (o fluorescencia relativa) contra el logaritmo de la
concentracion. Cualquier desviacion indicaria que hay reacciones laterales:

descomposicion, autoagregacion, etc.



1.3 AFINIDAD Y GRADO DE LA UNION..

La interaccion de un medicamento con un sitio de unién en una proteina puede ser
considerada una reaccion reversible que obedece la Ley de accion de masas. La
concentracion total del medicamento medido en suero es la suma de las concen-
traciones de medicamento libre y medicamento unido (Figura 1).

ki
MEDICAMENTO + PROTEINA g MEDICAMENTO - PROTEINA

k2

Figura 1. Interaccion de un medicamento y una proteina.

El proceso de asociacion y disociacion del medicamento y la proteina tienen una vida
media de pocos milisegundos. La afinidad entre un medicamento y sus sitios de union
en la macromolécula se expresa como la relacion de concentraciones del
medicamento unido ([PM]) entre el producto de la concentracion de medicamento
no unido ([M]; ;zre) ¥ de la concentracion de albiimina ([P]):

[PM] ki

=Ka 0)
[MJLIBRE [P] k2

En donde, kj y k, son las constantes de velocidad de asociacion y de disociacion
respectivamente. El valor de la relacion de las constante kj/k, es la constante de
asociacion (Ka) o constante de afinidad y sus unidades son litros por mol. Esta, es
mas frecuentemente expresada en términos de la constante de disociacion (Kd), la que
es igual a k,/k,, sus unidades son moles por litro y es inversamente proporcional a la
afinidad. La constante de disociaciéon iguala al valor de la concentracion del
medicamento libre, cuando el 50% de los sitios de unidén correspondientes en la

proteina estan saturados.

A cualquier concentraciéon de un determinado medicamento y a cualquier concen-
tracion de albimina, la fraccion no unida se eleva con el decremento de la afinidad
(incremento de la constante de disociacion, Kd) y con el incremento de la
concentracion total de farmaco o cuando la concentracion de la albiimina decrece. Si



la concentracion de la albumina esta en el intervalo normal y tiene una afinidad de
union muy alta (Kd muy bajo) y por otra pai te la concentracion total de medicamento
es baja, practicamente todo el medicamento puede estar presente en el complejo de
unién en el suero. Aun con muy alta afinidad de union y con una concentracion
normal de albumina la capacidad de unidon se satura a altas concentraciones de
farmaco y la concentracion de medicamento libre se eleva rapidamente.

La temperatura, el pH y la fuerza i6nica pueden afectar el nimero de sitios de unién y
su constante de disociacion in vitro y cuando clinicamente encontramos variacio-nes
en estos factores pueden ser de importancia. La competencia por sitios de uniéon en
proteinas plasmaticas por sustancias endodgenas, tales como &4cidos grasos libres u

otros acidos organicos, pueden jugar un papel importante'!).

El numero promedio de moléculas de medicamento ligadas a proteinas (r), esta
dado por la relacion de la concentracion de medicamento unido entre la concentra-

cion de proteinall0),

Esto es:

[M] UNIDO
=ApT* 2)

El nimero de moléculas de medicamento unido depende de la constante de equilibrio
de la union, del nimero de sitios de union, de la concentracion de la macromolécula y
de la concentracion del medicamento. Cuando hay solamente un sitio de unidn,
r varia desde 0 hasta 1 y es idéntico a 0, la fraccion de sitios ligados. Si hay N sitos
de unidn, la fraccion de sitios ligados es:

6=L (3)

Si los sitios de union de la proteina son idénticos e independientes, la expresion para 0
en el equilibrio no depende del nimero de sitios por macromolécula. Los términos
“idénticos” e “independientes” significa que la unién en un sitio no cambia la union
en otro sitio y todos los sitios tienen la misma constante de equilibrio de enlace.
Podemos deducir con relativa facilidad una expresion para 0 para un sitio y aplicarla a
cualquier nimero de sitios.



La fraccion de sitios ocupados por M es:

[PM] \
“[P] + [PM] N
Estamos ignorando coeficientes de actividad. Usando la constante de equilibrio
(Ec. 1) para sustituir [PM] en (4) resulta:

Ka[P][M]
“ [P] + Ka[P][M]

y rearreglando se obtiene:
Ka[M]_
1 + Ka[M]

Esta ecuacion es cierta para todos los N, si los sitios son idénticos e independientes.
Resolviendo para Ka[M] obtenemos:

JL = Ka[M] (7)

Sustituyendo 7/ N (Ec. 3) y simplificando, tenemos:

N, = KaM] (81

Reordenando obtenemos la ecuacion de Scatchard”10’ 1) la cual se usa frecuente-
mente para estudiar la union de especies a una macromolécula.

[MILIBRE Ka(N-7) ®)

Después de obtener los valores de r y de [M] grg €n cada punto de la curva de
titulacion se grafican los valores de » / [M]; IBRE " funcion de r (10,11) (Véase Fig. 2).

Una grafica de 1/[M] grg en funcion de r deberia dar una linea recta con
pendiente -Ka, el intercepto en y es NKa y el intercepto en x es N0~ 11| Sj [a grafica
no da una linea recta, ello indica que los sitios de unién no son idénticos o no son
independientes. A menudo se encuentran una linea recta para bajos valores de r, pero
la curvatura se acentua a medida que M se liga. Esto indica que las primeras
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moléculas ligadas no afectan las propiedades de las macromoléculas,pero al aumentar

el nuimero de M ligadas, se incrementan las interacciones)!0).

0,9

r/ [M’LIBRE

Figura 2. Grafica tedrica de Scatchard.

A concentraciones altas de medicamento, la mayoria de los sitios 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 albumina, se involucran varios
equilibrios. Cada uno de estos se caracteriza por una constante de disociacion.
La capacidad maxima de union de la albumina para un medicamento dado es igual a la
concentracion molar de la albumina multiplicada por el numero de sitios de unién para

el medicamento”!).

En muchos casos de interés biologico, una de las dos especies que interaccionan es
una macromolécula compleja y la otra es una molécula relativamente pequena.
Usualmente la macromalécula tiene més de un sitio donde puede unirse a la pequefia
molécula. En consecuencia se pueden formar muchos complejos moleculares
diferentes, dependiendo de cual sitio de la macromolécula resulta ocupado por la
molécula pequefia. Por ejemplo una molécula de hemoglobina ofrece 4 sitios para la
unién de oxigeno. Un ADN de alto peso molecular tiene numerosos sitios para la
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unién con actinomicina. Se podria escribir una constante de equilibrio para cada una
de las posibles especies, pero el nimero es a menudo muy grande y tales casos se
pueden tratar mas facilmente usando métodos estadisticos!!?).

Si la proteina tiene m clases de sitios independientes y equivalentes, el modelo general
de union sera:
£ Nje kj [MJLIBRE

= . (10
i=1']1 +ki- [MILIBRE
El namero total de sitios de union, (N), se obtiene por:
N =.SN (1n

1=1

Cuando todos los sitios potenciales tiene afinidad equivalente y no interaccionan, la
relacion entre las cantidades anteriormente mencionadas pueden representarse por la

ecuacion:
N ¢ K ¢« [MJLIBRE (12
1 + K ¢ [Mj LIBRE

1.4 ESTRUCTURA DE LA ALBUMINA.

1.4.1 ESTRUCTURA PRIMARIA.
La molécula de albimina contiene 585 residuos de aminoacidos en una cadena lineal

sin rupturas con un solo residuo de cisterna en la posicion 34 y un solo residuo de
triptofano en la posicion 214. Hasta la fecha se conocen al menos 20 variantes

electroforéticas. Se han identificado treinta, por cambios en la estructura primaria!!3).

1.4.2 ESTRUCTURA SECUNDARIA'Y TERCIARIA.

La cadena peptidica estd formada aparentemente por 9 lazos peptidicos y presenta
17 uniones disulfuro. El contenido de a-hélice es grande, entre 45% y 75%.
El contenido de hoja-(3 es baja, probablemente un 18%. Datos experimentales indican
que la cadena peptidica simple se organiza en una estructura de dominio. Las

dimensiones de la molécula de albtimina son 140 A X 40 A, formando una elipse!'3).



El modelo de dominio se construye en base al arreglo regular de residuos de cisterna,
el alto contenido de hélice y a la localizacion de residuos de prolina. Los lazos
peptidicos se organizan en 6 semidominios (subdominios), cada uno organizado en un
a-hélice antiparalelo formando una superficie externa hidrofiica y una superficie

interna hidrofobica!l3).

La molécula de albimina es globular, su estructura terciaria se estabiliza por uniones
internas de puentes de hidroégeno y disulfuro. AlpH fisiologico su superficie contiene
un gran numero de grupos cargados, que explican su solubilidad en agua a pesar de
su elevada proporcion (cerca del 56%) de grupos hidrofobicos. Por ejemplo: hay
83 aniones carboxilato de los 4cidos aspartico y glutdmico, 83 atomos de nitrogeno
protonados de la lisina y arginina y 16 atomos de nitrogeno parcialmente protonados
de histidina. Ademas, hay 49 grupos OH de serina y treonina y 18 de tirosina, asi
como 4 sulfhidrilos de cisterna. Hay grandes regiones hidrofobicas que se pueden
considerar como”parches oleosos” compuestos de cadenas laterales alifaticas y
aromaticas de la alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, metionina, fenilalanina y
tirosina. Es facil imaginar como pueden estar presentes en esta superficie sitios de
unién con diferentes grados de especificidad complementarios a las diferentes partes
de una molécula de farmaco, debido a las distancias de grupos i6nicos, formadores de
puentes de hidrégeno e hidrofobicos!!3).

1.5 PEROXISOMICINA A1 (T514) EXTRAIDA DE PLANTAS DEL
GENERO KARWINSKIA

En el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, la principal linea de investigacion se centra
en el estudio de la actividad bioldgica de la toxina T514y sustancias afines extraidas
de plantas del género Kcirwinskia.

El género Karwinskia es un taxén constituido basicamente de arbustos y arboles
pequetios, los cuales crecen tanto en areas desérticas como tropicales. Incluye cerca

de 15 especies encontradas desde Texas hasta Colombia! 14\

En la literatura existen datos sobre el efecto toxico de la K. humboltiana. Desde el
siglo XVIII se conocia que el agente toxico se encontraba en la semilla y se supuso
que era de naturaleza quimica hidrosoluble!!%). Escobar y Nieto observaron y
describieron una polineuropatia ascendente, simétrica y progresiva en el humano!!).
Dreyer y cois, en 1975 aislaron del fruto de esta planta cuatro toxinas a las que
denominaron en base a su peso molecular como T544, T496, T516 y T514.
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Bermudez y cois/!8” 191 realizaron estudios de toxicidad in vivo en distintas especies
animales tanto con el fruto molido de K. humboldtianci como con las toxinas puras y
encontraron que la sustancia responsable de la neurotoxicidad era la T544 y que la
T514 present6 una selectividad para higado y pulmoén sin presentar dafio neuroldgico
a las dosis ensayadas. Tal selectividad, junto con una curva de distribucion de la
letalidad de forma particularmente empinada (que habla de una variacién biologica
estrecha), hizo pensar a Pifieyro Lopez que la T514 tuviera toxicidad selectiva entre
células de origen benigno y células neoplésicas malignas. Posteriormente, estudios
in vitro realizados por Pifieyro Lopez y cois, con la T514 en lineas celulares
continuas de origen benigno y neoplasico de higado, pulmén y colon demostraron
que la T514 posee toxicidad selectiva hacia las células neoplasicas, lo cual los llevo a

postular su uso potencial como agente antineoplasico!201,

Dentro de los intentos hechos para elucidar el mecanismo de accion de 1aT514 se
puede mencionar el efecto sobre la lipidoperoxidacion microsomal hepatical?!l.
Aunque aun no se conoce su mecanismo de accion, ciertas observaciones experi-
mentales permiten sefialar que no actfia sobre el nicleo celular como la mayoria de los
antineoplasicos de referencia. Se demostr6 que esta sustancia produce, a dosis
subletales, dafio selectivo e irreversible in vivo a peroxisomas de levaduras!?2!; por
esta razon se le ha llamado Peroxisomicina, y para diferenciarla de otras toxinas que
tienen la misma férmula molecular se le ha denominado Peroxisomicina Al.

Dentro de esta mismalinea de trabajo se investigd el efecto in vitro de la T514 y otros
compuestos afines sobre la enzima catalasa, la cual es exclusivamente de origen
peroxisomal. Asi, se comprobo que la actividad de dicha enzima es inhibida de foima
no competitiva por efecto de la T514 y otros compuestos antracendnicos;
encontrandose una relacion estrecha entre estructura y grado de inhibicion!?3!. Es
decir, entre mas parecidos son estructuralmente a la T514, mayor porcentaje de
inhibicidn presentan.

La Peroxisomicina Al es una antracenona dimérica, cuyos mondmeros estan formados
por dos anillos fendlicos y una cetona ciclica de 6 miembros la cual se encuentra
sustituida en la posicion 3 y 3 ’ por un hidroxilo y un radical metilo (figura 3).
El nombre IUPAC de esta sustancia es: 3,3’- dimetil- 3,3’, &,8’, 9,9 ’- hexahidroxi

-3,3’,4,4° - tetrahidro (7, 10’ - biantracen) -1,1’ (2H, 2°’H) diona!!7!,
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Figura 3. Estructura quimica de la Peroxisomicina Al (T514).

Dicha molécula es un acido débil de pKa igual a 7.27 £+ 0.09; otro dato importante es
la escasa solubilidad en agua de la toxina”24).

En la literatura se han encontrado compuestos estructuralmente similares a la
peroxisomicina Al que interaccionan  fuertemente con la  albiimina

(hidroxiquinonas)”23).

En base a lo anteriormente citado, y tomando en cuenta el uso potencial de la
peroxisomicina Al (T514) como agente antineopldsico nos propusimos estudiar
in vitro la interaccion de la peroxisomicina Al (T514)con la albumina sérica bovina y
con la albimina sérica humana. Es asi como hemos planteado la siguiente hipotesis de
trabajo.
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HIPOTESIS

La peroxisomicina Al (T514) interacciona fuertemente con la albumina sérica bovina
y con la albimina sérica humana, debido a su estructura quimica y a sus propiedades

fisicoquimicas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro si la Peroxisomicina Al (T514) interacciona con la Albiimina
Sérica Bovina (ASB)y con la Albumina Sérica Humana (ASH)y de ser asi caracterizar

dicha interaccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Realizar determinaciones puntuales para determinar si hay interacciones entre
la Peroxisomicina Al (T514) y la Albumina Sérica Bovina (ASB).
2. Precisar el equilibrio de la union ASB-T514 apH de 7.2y 7.4:

a. Determinar el niumero de sitios de unidn existentes en la molécula de ASB
para la T514.

b. Definir las constantes de union para el complejo ASB- T514.
3. Establecer los valores termodindmicos del sistema ASB-T514.

4. Caracterizar el tipo de unidon de la Peroxisomicina Al con la Albumina Sérica

Humana.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

21 EQUIPO

Las mediciones de absorbancia se realizaron con un espectrofotometro UV-VIS
Beckman modelo DU-7500 con arreglo de diodos y con un controlador de
temperatura Peltier(con variacién de temperatura de £0.1 °C). Se utilizaron cubetas
de cuarzo y de vidrio de trayecto Optico de 1 cm para contener las soluciones a

analizar.

Las soluciones de trabajo se mantuvieron a la temperatura deseada utilizando un
bafio de agua con termostato marca Craft: instrumentos cientificos, modelo HP1000

Las mediciones de pH se realizaron con un potenciometro Beckman modelo 3500
(061 pHmeter) y un electrodo combinado de vidrio Ag/AgCl (Beckman). El
electrodo fue calibrado a la temperatura de la muestra usando amortiguadores
estandares de pH conocido (Beckman).

Se utiliz6 un liofilizador Mr Tis 12 modelo 6211-0120 para eliminarel agua presente en
las soluciones de albumina.

Las sustancias fueron pesadas en una balanza analitica marca Sartorius modelo
Ball0s.

El punto de fusion se tomo utilizando un Electrothermal IA9100.

2.2 PREPARACION DE SOLUCIONES
2.21 SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS.

Se utilizo la sal fosfato monoacido de sodio para preparar soluciones amortiguadoras
de pH 7.2 y 7.4. Se utilizé hidroxido de sodio 0.1 N y &cido clorhidrico 0.1 N para
ajustar las soluciones amortiguadoras a los pHs sefialados. Las soluciones amortigua-
doras se filtraron utilizando membranas de didmetro de poro de 0.45 mieras. Se utilizo
agua bidestilada para la preparacion de las soluciones amortiguadoras.



2.2.2 SOLUCION PATRON DE ALBUMINA.

La Albumina Sérica Bovina (ASB) se obtuvo de la Compafiia Sigma Chemical como
cristales. La Albumina Sérica Humana (ASH) se adquiri6 como solucion al 25% del
laboratorio Fustery (Lote N9 M65205); esta solucion se encontraba libre de
preservativos. Ala solucion de ASH se le practico dialisis contra agua bidestilada con
el fin de eliminar sales presentes. La solucion libre de iones se liofilizé para eliminar el
agua. Los cristales de albimina se mantuvieron en pistolas de desecacion por espacio
de 48 horas para eliminar restos de agua, si existiera. La albiumina se almaceno6 a 5 °C
en un medio libre de humedad. Se prepararon soluciones de ambas albuminas en
concentraciones de 1.55 y de 0.31 mmoles por litro utilizando el amortiguador de
fosfatos 0.018 Molar como solvente. La fuerza idnica de esta solucion fue de
0.054 Molar. La concentracion de la Albumina Sérica Bovina fue determinada

espectrofotométricamente asumiendo un £\%, de 6.67 a 280 nmy un peso molecular
de 66,000(%¢). La concentracion de la Albumina Sérica Humana fue determinada
espectrofotométricamente asumiendo un £;%, de 5.8 a 280 nmy un peso molecular
de 66,500(27).

223 SOLUCION DE TRABAJO DE ALBUMINA SERICA BOVINA Y DE
ALBUMINA SERICA HUMANA.

A partir de la solucion patrén de concentracion 1.55 mMoles/L se prepararon
soluciones estandares en volimenes de 500 pL (Tabla 1).

TABLA1
SOLUCIONES ESTANDARES DE ALBUMINA SERICA
BOVINA Y HUMANA
Concentracion Solucién patrén Concentracion Solucién patrén
fiM /L pL pM/L pL
17.5 175 35.0 350
20.0 200 37.5 375
22.5 250 40.0 400
25.0 250 42.5 425
27.5 275 45.0 450
30.0 300 47.5 475
32.5 325 50.0 500
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224 SOLUCION PATRON 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, y se mantuvo en refrigeracion a 5 °C en la obscuridad en un
desecador. Debido a que la solubilidad de la T514 en solucién acuosa es muy
pobre4\ la toxina se solvatd en etanol grado espectrofotométrico, utilizando un
agitador Pulse Vortexer Glas-Col para mejorar la solvatacion. Se prepararon
soluciones de 2.626 mM y 21.01 pM.

2.2.5 SOLUCION DE TRABAJO DE TOXINA 514.

A partir de la soluciébn de 2.626 mM/L se prepararon soluciones en matraces
volumétricos de 25 mL (Tabla 2). La disoluciéon se aforé6 con la solucién

amortiguadora.

TABLA2
SOLUCIONES ESTANDARES DE T514

Concentracion Solucién patron Concentracion  Solucidn patron

pM/L pL pM/L pL
17.5 175 35.0 350
20.0 200 37.5 375
22.5 225 40.0 400
25.0 250 42.5 425
27.5 275 45.0 450
30.0 300 47.5 475
32.5 325

La concentracion final de etanol en las soluciones analizadas fue menor de un 1.9%

en todos los casos.
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23 METODOLOGIA
2.3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA T514

El primer paso en el trabajo experimental fue seleccionar la toxina T514 que se utilizo.
Para esto se siguieron los patrones ya establecidos en el laboratorio de Extraccion y
Sintesis (Tabla 3).

TABLA 3
PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA T514.

Punto de fusion inicial: 179.24 + 1.54
Punto de fusion final: 181.37 +1.26
Pureza espectroscopica:

- Rei A430/A415: 1.03 +0.03
Pureza cromatografica
Inhibicion de la enzima catalasa: 46.58 + 1.33 %
Actividad celular: CTy, Chang: 56-80 pg/ml

CTs, hep: 2.5-10 pg/ml.

2.3.1.1 Punto de fusion

En un tubo capilar sellado por un extremo se coloc6 la T514 molida finamente. La

cantidad fue tal que la altura no excedio a 1 mm.

Después, el capilar se coloco en el tubo guia del instrumento para tomar el punto de
fusion (Electrothermal). El equipo se encendid, la temperatura maxima que se alcanzo

fue de 190 °C.
Se observaron las temperaturas a las que los cristales de T514 comenzaban a fundirse

y a la que terminaban de fundirse.

2.3.1.2 Pureza espectroscoépica

Se vertié una solucion de T514 de 20 pMoles/L en una celda de vidrio. Se tomaron
las lecturas de absorbancia a 415 y 430 nm.
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Los datos de absorbancia a 430 nm se relacionaron con los datos de absorbancia a

415 nm mediante la féormula:

Pureza espectroscopica = Absorbancia a 430 nm / Absorbancia a 415 nm.

2.3.1.3 Pureza cromatografica

La pureza cromatografica se verificd mediante cromatografia en capa fina.

Para verificar la pureza por medio de cromatografia en capa fina se disolvié una
pequena alicuota de T514 en cloroformo.

El sistema de eluentes se prepard utilizando benceno y acetona en una proporcion 3:1
adicionandole una gota de acido acético concentrado. El eluente se vertid6 en una
cuba de vidrio y se permitid que €sta se satrala con los solventes.

La solucion de T514 se sembr6 en una placa cromatografica utilizando un capilar de
5 pL de capacidad. Ademas, se sembro un estandar de T514.

24 ESTUDIO IN VITRO DE LAS INTERACCIONES DE LA
PEROXISOMICINA A1 CON LA ALBUMINA SERICA BOVINA'Y
CON LA ALBUMINA SERICA HUMANA A pH DE 7.2.

Se utiliz6 la misma metodologia tanto para el estudio de las interaccones de la T514
con la albimina sérica bovina como para la albumina sérica humana.

241 INTERACCIONES ENTRE LA T514 Y LA ALBUMINA.

Para establecer si existen interacciones entre la toxina T514 con la albimina se trabajo
con la siguiente estrategia experimental:

Se vertié una alicuota de la solucién amortiguadora en una celda de cuarzo y se
obtuvo el espectro de absorbancia en el intervalo de 200 nm hasta 800 nm, usando
agua bidestilada como blanco.

En una celda de cuarzo se vertieron 3 mL de una soluciéon 21.01 ptMolar de T514 y se
le agregaron 100 |*tL de solucion amortiguadora para obtener asi una concentracion
final de 20 pM, se agitd por inversion para posteriormente tomarle el espectro
Ultravioleta Visible, comprendido entre los 200 nm y los 800 nm.
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Subsecuentemente, a 3 mL de solucién amortiguadora se le adiciond una alicuota de
100 pL de la solucién de albumina de concentracion 0.31 mM, se agitd, y de esta
formase obtuvo una solucién de concentracion final de albimina de 10 pMoles por
litro. A esta solucion se le tomaron los valores de absorbancia en el intervalo de
longitud de onda comprendido entre 200 nm y los 800 nm, usando como blanco la
solucion amortiguadora de fosfatos.

Se adicionaron 100 pL de la soluciéon de albumina de concentracion 0.31 mM a 3 ni
de una solucion de T514 de concentracion 21.01 pM. El contenido fue mezclado por
inversion, y posteriormente se tomaron las lecturas de absorbancia en el intervalo
comprendido de los 200 nm a los 800 nm.

24.2 ESTUDIO DEL EQUILIBRIO DE LA UNION DE LA T514 CON LA
ALBUMINA.

Para precisar el equilibrio de la union de la T514 con la albumina se requeria conocer
los valores de » (nimero promedio de sitios ocupados) y de la concentracion de T514
libre necesarios para obtener una grafica de Scatchard y para ello se recurrio a la
siguiente estrategia experimental.

2421 Determinacion del tiempo adecuado para tomar la segunda lectura
de absorbancia: sistema ASB-T514, 25 °C y pH 7.2.

Se vertieron 3 mLde una solucién de T514 (21.01 pM) de pH 7.2 a una cubeta de
vidrio, se tomo la lectura de absorbancia a 422 nm (AbsQ). La temperatura de las
soluciones se mantuvo a 25 °C.

Se le adicionaron 100 pLde albumina (0.31 mM), se agit6 la solucién (concentracion
final de albumina 10 pM) y se tomd la lectura de absorbancia cada 5 segundos
después de la primera lectura hasta 60 segundos.

Posteriormente se calculd el AAbs.

Este procedimiento se realizé por triplicado,

2.4.2.2 Titulacion de la Albumina con T514, a 25 °C y a pH de 7.2.

Se vertieron 3 mi de una solucion de T514 de pH 7.2 (laconcentracion final vari6 de
17.5 a 46 pM) a una cubeta de vidrio, se tomo6 la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 422 nm (Abs") (Figura 4). La temperatura de las soluciones se
mantuvo a 25 °C.



Se le adicionaron 100 pL de albumina de concentracion 0.31 mMolar (concentracion
final 10 pM), se agitd6 la solucion y se tomd la lectura de absorbancia a los

50 segundos después de la primera lectura, Figura 4.

Posteriormente se calculd el cambio de absorbancia utilizando la lectura al tiempo
0 segundos y a los 50 segundos después de la primera lectura:

AAbs = (Abs"Q) — (AbsQ).
Cada punto de la curva se realizo tres veces.

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

17.5 pM 20.0 pM oo 47.5 pM
C5
T514 "3
Yol=3 mL
\"Y W
1 2 13
TOMAR LA LECTURA DE
ABSORBANCIA (Abs,)

ANADIR 100 pL DE ALBUMINA [10 pM]

'7
AGITAR Y TOMAR LA LECTURA
AL TIEMPO 50 SEGUNDOS (Abs.)

Figura 4. Titulacion de la ASB con la T514.

24.2.3 Determinacion de AAbsmax a 25°Cy apH de 7.2.

Con la finalidad de determinar el AAbsmax a 25 °C se utiliz6 el procedimiento de
titular soluciones de T514 de pH 7.2 con alicuotas de albimina de concentracion

creciente.
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Se vertieron 3 mi de una solucién 21.01 (;Molar de T514 (concentracién final
20 j¢Molar, pH 7.2) en una cubeta de vidrio. Se utilizé el amortiguador de fosfatos
como blanco espectral. Se tomo el valor de absorbancia de la T514 (AbsQ) a 422 nm.

Se adiciond una alicuota de 100 ;1 de una solucion 1.55 mmolarde albumina a la
cubeta (la concentracion final de la albumina vari6 de 20 a 60 j;Molar).

Después de la adicion, se agitd por inversion y se tomo la lectura de absorbancia a los
50 segundos después de la primera lectura (AOs”Q), Figura 5.

Subsecuentemente se calcularon los cambios de absorbancia utilizando los valores de
absorbancia al tiempo 0 y al tiempo 50.

Se construyeron graficas relacionando los valores inversos de los cambios de
absorbancia en funcién de los valores inversos de las concentraciones.

Conociendo el AAbsmax se calcul6 el valor de absorbancia producido por la unién de
1 jtM de T514 (a):

a=AAbsmax / [T514]yorar
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Se vertieron 3 mi de una solucion 21.01 pMolar de T514 (concentracion final
20 pMolar, pH 7.2) en una cubeta de vidrio. Se utilizé el amortiguador de fosfatos
como blanco espectral. Se tomo el valor de absorbancia de la T514 (AbsQ) a 422 nm.

Se adicion6 una alicuota de 100 pl de una solucion 1.55 mmolarde albimina a la
cubeta (la concentracion final de la albumina vari6 de 20 a 60 pMolar).

Después de la adicion, se agitdé por inversion y se tomo la lectura de absorbancia a los
50 segundos después de la primera lectura (AOs”Q), Figura 5.

Subsecuentemente se calcularon los cambios de absorbancia utilizando los valores de
absorbancia al tiempo 0 y al tiempo 50.

Se construyeron graficas relacionando los valores inversos de los cambios de
absorbancia en funcién de los valores inversos de las concentraciones.

Conociendo el AAbsmax se calcul6 el valor de absorbancia producido por la union de
1 |o.Mde T514 (a):

a= AAbsmaX / [TS 14]TOTA[
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AL TIEMPO 50 SEGUNDOS (Abss,)

Figura 5. Determinacion del cambio de absorbancia maximo (AAbsMAX).

2424 Determinaciéon de la concentracion de T514 unida y de T514 libre.

La concentraciones de T514 unida y de T514 libre en cada uno de los puntos de la
curva de titulacion se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones

[T514],=AAbs/a

[T514]) = [T514],— [T514],
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24.2.5 Determinacion del niumero promedio de moléculas deT514 unidas a
la albamina (r).

Después de obtener la concentracion de T514 ligada a la albumina en cada punto de
la curva de titulacion, se obtuvo el valor promedio del nimero de moléculas de T514
unidas a la albtimina (r), mediante la ecuacion”!);

[T514]UNIDA

~ [Albumina] TOTAL

Con los datos de r y de » / [T514],IzRE y utilizando la ecuacion de Scatchard se
graficaron los valores de 7/ [T514]; zre €n funcion de r.

243 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS TERMODINAMICOS
DEL SISTEMA T514-ALBUMINA.

Para determinar los pardmetros termodinamicos , la titulacion se realizd a tres
temperaturas adicionales, que fueron 15,20 y 30 °C. Cada temperatura se trabajo por
triplicado.

2431 Obtenciéon del cambio de entalpia (AH)

El cambio en la entalpia (AH) se obtuvo utilizando una grafica de Van’t Hoff, en la
cual se grafican los valores de logaritmo natural de las constantes de afinidad (In Ka)
en funcion de los valores inversos de la temperatura absoluta (1 / T) de acuerdo a la

ecuacionCs, 29).

__AH
In Ka= RT + constante

2.4.3.2 Obtencién del cambio de energia libre de Gibbs (AG)

El cambio en la Energia Libre de Gibs (AG) se calculé a 25 °C usando la ecuacion:
AG=-RTInKa

en donde, R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura en grados

absolutos y Ka es la constante de union.
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2433 Obtencion del cambio de entropia (AS)

El cambio en la entropia (AS) se calcul6 a 25 °C usando la ecuacion:

AG=AH-TAS

2.5 ESTUDIO N VITRO DE LAS INTERACCIONES DE LA
PEROXISOMICINA A1 CON LA ALBUMINA SERICA BOVINA Y CON
LA ALBUMINA SERICA HUMANA A pH DE 7.4.
Se sigui6 la misma estrategia experimental que se menciono para el punto 2.3 pero el

pH al que se trabajé fue de 7.4.

2.6 TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Se utilizd el paquete estadistico computacional Mystat de Macintosh para analizarlos
datos experimentales. Por otra parte, para demostrar si las diferencias entre los
parametros de union a las distintas temperaturas fueron estadisticamente significativas
se utilizo la t de Student.
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CAPITULO 3

RESULTADOS
3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA T514

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron los lotes 50 y 57 de T514. Los parametros

de calidad que se obtuvieron se muestran en la Tabla 4.

TABLA4
CONTROL DE CALIDAD DE LA T514, LOTE 57

- Punto de fusidn inicial: 183.6 +2.2 =
- Punto de fusion final: 185.0+2.5 =
- Pureza cromatogréfica Rf=0.435

- Pureza espectroscopica:

Rei A430/A415: 0.99 +0.005 n=
- Inhibicion de la enzima catalasa: 472 +1.12 =
- Actividad celular: CT50 Chang: 56.0 pg/ml
CT50 hep: 2.5 jig/ml
3.2 ESTUDIO IN VITRO DE LAS INTERACCIONES DE LA

PEROXISOMICINA A1 CON LA ALBUMINA SERICA BOVINA'Y
CON LA ALBUMINA SERICA HUMANA A pH DE 7.2.

3.2.1 INTERACCIONES ENTRE LA T514 Y LA ALBUMINA.

Se compar¢ el espectro de la T514 con el espectro de la mezcla Albamina-T514; como
primera opcion se buscaron diferencias a longitud de onda mayor a los 400 nm, ya
que en esta zona la albimina no absorbe (Fig. 6). Se encontraron diferencias
apreciables a 422 nm, las cuales no se debian a efectos de dilucion ya que se trabajo

con volumenes controlados.
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3.2.2 ESTUDIO DEL EQUILIBRIO DE LA UNION DE LA T514 CON
LA ALBUMINA.

3.2.2.1 Determinacion del tiempo adecuado para tomar la segunda lectura
de absorbancia: sistema ASB-T514, 25 °C y pH 7.2.

Después de afiadir la alicuota de albimina a la solucion de T514 se tomaron lecturas
de absorbancia cada 5 segundos después de la primera lectura hasta 60 segundos.
Posteriormente se calculd el AAbs. Este procedimiento se realizd por triplicado
(Tabla 5).

TABLAS
DATOS DE AAbs A LOS DISTINTOS TIEMPOS

TIEMPO (seg.) AAbs C.V. %
0
5
10
15 13.83 5.34
20 14.86 5.05
25 14.53 5.17
30 14.90 4.87
35 14.90 4.82
40 15.73 7.06
45 15.67 6.34
50 15.87 4.56
55 15.45 5.90
60 15.84 4.83

3.2.2.2 Titulaciéon de la albimina con T514 a pH 7.2.

La titulacion de las albuminas se realizd por triplicado a 4 temperaturas: 15,20. 25 y
30 °C. Los valores promedios se observan en las columnas 1 y 2 de las Tablas de la
17 hasta 23.
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Con los datos de las titulaciones se graficaron los valores de AAbs en funcion de los
valores de las concentraciones de TS514 para cada sistema: TS14-ASB y T514-ASH,
Figuras 7 ala 13.
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3.2.2.3 Determinacion del cambio de absorbancia maximo (AAbsMAX)
apHde?7.2

Para determinar el AAbsMAX, se fijo la concentracion de T514 en 20 pM y la

concentracion de las albiiminas (ASB o ASH) se vario en el intervalo de 20 hasta
60 pM (Tablas 6 a la 12).

Posteriormente se graficaron los valores inversos de los AAbs en funcion de los
valores inversos de [Albumina]. Esta grafica se aproxima a la linearidad a altas
concentraciones de albumina y cruza la ordenada en 1/AAbsmax, Figuras 14 a la 20.
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TABLA 6. AAbs A15°C Y A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-AS

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 15.39 0.065 0.050
22.5 16.13 0.062 0.044
25.0 16.95 0.059 0.040
27.5 17.54 0.057 0.036
30.0 17.86 0.056 0.033
32.5 18.52 0.054 0.031
35.0 19.23 0.052 0.029
37.0 20.00 0.050 0.027
40.0 20.83 0.048 0.025
42.5 21.74 0.046 0.024
45.0 22.22 0.045 0.022
47.5 23.26 0.043 0.021
50.0 24.39 0.041 0.020
55.0 25.00 0.040 0.018
60.0 25.64 0.039 0.017

TABLA 7. AAbs A 20 °C Y A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASB

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 16.39 0.061 0.050
22.5 16.95 0.059 0.044
25.0 18.18 0.055 0.040
27.5 18.87 0.053 0.036
30.0 19.61 0.051 0.033
32.5 20.41 0.049 0.031
35.0 20.82 0.048 0.029
37.0 21.28 0.047 0.027
40.0 22.25 0.045 0.025
42.5 23.27 0.043 0.024
45.0 24.39 0.041 0.022
47.5 25.15 0.040 0.021
50.0 25.66 0.039 0.020
55.0 26.33 0.038 0.018
60.0 27.05 0.037 0.017
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TABLA 8. AAbs A25°CY ApH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASB

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 16.97 0.059 0.050
22.5 17.84 0.056 0.044
25.0 19.23 0.052 0.040
27.5 19.62 0.051 0.036
30.0 20.19 0.050 0.033
325 20.85 0.048 0.031
35.0 21.75 0.046 0.029
37.0 22.73 0.044 0.027
40.0 23.24 0.043 0.025
42.5 24.39 0.041 0.024
45.0 25.63 0.039 0.022
47.5 26.34 0.038 0.021
50.0 27.04 0.037 0.020
55.0 27.78 0.036 0.018
60.0 28.57 0.035 0.017

TABLA9. AAbsA30°CY A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASB

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 17.24 0.058 0.050
225 18.19 0.055 0.044
25.0 18.87 0.053 0.040
275 19.63 0.051 0.036
30.0 20.42 0.049 0.033
32.5 21.29 0.047 0.031
35.0 22.24 0.045 0.029
37.0 23.25 0.043 0.027
40.0 23.81 0.042 0.025
42.5 24.40 0.041 0.024
45.0 25.65 0.039 0.022
475 26.35 0.038 0.021
50.0 27.79 0.036 0.020
55.0 28.59 0.035 0.018
60.0 29.41 0.034 0.017
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TABLA 10. AAbs A 20 °C Y A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASH

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 11.24 0.089 0.050
225 12.05 0.083 0.044
25.0 13.16 0.076 0.040
27.5 13.70 0.073 0.036
30.0 14.54 0.069 0.033
32.5 15.25 0.066 0.031
35.0 15.46 0.065 0.029
37.0 16.21 0.062 0.027
40.0 16.69 0.060 0.025
42.5 17.31 0.058 0.024
45.0 17.75 0.056 0.022
47.5 18.08 0.055 0.021
50.0 18.45 0.054 0.020
55.0 18.93 0.053 0.018
60.0 19.29 0.052 0.017

TABLA 11. AAbs A25°CY ApH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASH

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 12.35 0.081 0.050
225 13.33 0.075 0.044
25.0 14.49 0.069 0.040
27.5 15.63 0.064 0.036
30.0 16.13 0.062 0.033
325 16.97 0.059 0.031
35.0 17.37 0.058 0.029
37.0 17.56 0.057 0.027
40.0 18.51 0.054 0.025
42.5 18.89 0.053 0.024
45.0 19.63 0.051 0.022
47.5 20.48 0.049 0.021
50.0 21.29 0.047 0.020
55.0 21.77 0.046 0.018
60.0 22.25 0.045 0.017
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TABLA 10. AAbs A 20 °C Y A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASH
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37.0 17.56 0.057 0.027
40.0 18.51 0.054 0.025
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55.0 21.77 0.046 0.018
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TABLA 12. AAbs A30°C Y A pH 7.2 PARA EL SISTEMA T514-ASH

[ASB] AAbs 1/AAbs 1/[ASB]
20.0 13.78 0.073 0.050
225 14.87 0.067 0.044
25.0 15.71 0.064 0.040
27.5 17.21 0.058 0.036
30.0 17.71 0.056 0.033
32.5 18.21 0.055 0.031
35.0 18.94 0.053 0.029
37.0 19.33 0.052 0.027
40.0 20.08 0.050 0.025
425 20.54 0.049 0.024
45.0 21.32 0.047 0.022
475 22.31 0.045 0.021
50.0 23.28 0.043 0.020
55.0 23.84 0.042 0.018
60.0 24.44 0.041 0.017
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Figura 14. Estimacion del AATismaX del sistema T514-ASB: pH 7.2 y 15 °C.
La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAx = 0.027, AAbsMAx = 37.04 u.a.
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Figura 15. Estimacion del AAO0sMAX del sistema T514-ASB: pH 7.2 y 20 °C.
La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAX = (.025, AA6smax = 40.00 u.a.
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Figura 16. Estimacion del AAOSMAX del sistema T514-ASB: pH 7.2 y 25 °C.
La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAX = (0.023, AAbsMAX =43.48 u.a.
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Figura 17. Estimacion del AA6smax del sistema T514-ASB: pH 7.2 y 30 °C.

La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAX = 0.022, AA0smax = 45.45 u.a.
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Figura 18. Estimacion del AAosmax del sistema T514-ASH: pH 7.2 y 20 °C.
La recta cruza la ordenada en /AA0sMAX =0.031, AAOSMAX = 32.26 u.a.
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Figura 19. Estimacion del AAbsMAXx del sistema T514-ASH: pH 7.2y 25 °C.
La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAX = 0.027, AAbsMAx = 37.04 u.a.
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Figura 2(0. Estimacion del AAbsMAXx del sistema T514-ASH: pH 7.2 y 30 °C.
La recta cruza la ordenada en 1/AAbsMAX = 0.025, AAbsMAx = 40.00 ua.

Los valores de los AAbsMAX se resumen en las Tablas 21 y 22.
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TABLA 13. AAbsMAX PARA EL SISTEMA T514-ASB: pH 7.2

TEMPERATURA AAbsMAX
°C u.a.
15.0 37.04
20.0 40.00
25.0 43.48
30.0 45.45

TABLA 14. AAbsMAX PARA EL SISTEMA T514-ASH: pH 7.

TEMPERATURA AAbsMAX
°C u.a.
20.0 32.26
25.0 37.04
30.0 40.00

Conociendo el AAbsMAX se calculd el valor de absorbancia producido por la union de

1 pM de T514, dado por a:

a=AAbsMAX/[T514]xoraL

Los valores de a se resumen en las Tablas 15 y 16.

39



TABLA 13. AAbsMAX PARA EL SISTEMA T514-ASB: pH 7.2

TEMPERATURA AAbsMAX
°C u.a.
15.0 37.04
20.0 40.00
25.0 43.48
30.0 45.45

TABLA 14. AAbsMAX PARA EL SISTEMA T514-ASH: pH 7.

TEMPERATURA AAbsMAX
°C u.a.
20.0 32.26
25.0 37.04
30.0 40.00

Conociendo el AAbsMAX se calculd el valor de absorbancia producido por la union de
1 (iM de T514, dado por a:

ot = AAbSMAX / [T514];QpAL

Los valores de a se resumen en las Tablas 15 y 16.

39



TABLA 15. UNIDADES DE ABSORBANCIA PRODUCIDOS POR MOL DE
T514 UNIDA PARA EL SISTEMA T514-ASB a pH 7.2

TEMPERATURA a
°C u.a.
15 1.852
20 2.000
25 2.174
30 2.273

TABLA 16. UNIDADES DE ABSORBANCIA PRODUCIDOS POR MOL DE
T514 UNIDA PARA EL SISTEMA T514-ASH a pH 7.2

TEMPERATURA a
°C u.a.
20 1.613
25 1.852
30 2.000

3.2.2.4 Determinacion de la concentracion de T514 unida y de T514 libre

Después de conocer el valor de a se determinaron los valores de las concentraciones
unida y libre de la T514, columnas 3 y 4 de las Tablas 17 a la 23.

3.2.2.5 Determinacién del numero promedio de moléculas de T514 unida a la
albumina (r)

Con los valores de las concentraciones de T514 unida a la albimina en cada punto de

la curva de titulacion y tomando en cuenta la concentracion de proteina utilizada en

esta estrategia se obtuvieron los valores de » (nimero promedio de moléculas de T514

unida a la protema), columna 5 de las Tablas 17 a la 23.
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TITULACION DE LA ASB (10 (iM): pH7.2Y 15°C

TABLA 17

[T514]TOTAL AAbs [T514]uNIDA [T514]LIBRE r CV. % r/[T514]i_iBRE C.V. %
17.50 21.46 11.59 5.91 1.159 2.15 0.196 9.82
20.00 23.96 12.94 7.06 1.294 2.08 0.182 9.53
22.50 26.28 14.19 8.31 1.419 1.75 0.171 8.16
25.00 28.48 15.38 9.62 1.538 1.35 0.161 7.25
27.50 30.54 16.49 11.01 1.649 1.12 0.151 6.81
30.00 32.45 17.52 12.48 1.752 1.07 0.139 5.67
32.50 34.13 18.43 14.07 1.843 1.43 0.131 7.63
35.00 36.13 19.51 15.49 1.951 1.29 0.126 7.09
37.50 38.17 20.61 16.89 2.061 1.65 0.122 7.64
40.00 39.98 21.59 18.41 2.159 1.31 0.117 6.95
42.50 41.76 22.55 19.95 2.255 1.57 0.113 7.33
45.00 43.65 23.57 21.43 2.357 1.69 0.110 7.16
47.50 45.28 24.45 23.05 2.445 1.88 0.106 8.43

El 0C que se utilizo fue de 1.852




TITULACION DE LA ASB (10 |iM): pH 7.2Y 20 °C

TABLA 18

[T514]TOTAL AAbs [T514]uNIDA [T514]LIBRE r CV.% 13 5 8_’—>E CV.%
17.50 20.98 10.49 7.01 1.049 1.89 0.151 8.16
20.00 23.48 11.74 8.26 1.174 1.54 0.142 6.34
22.50 25.68 12.84 9.66 1.284 1.31 0.133 5.87
25.00 27.74 13.87 11.13 1.387 1.29 0.125 5.59
27.50 29.74 14.87 12.63 1.487 1.65 0.118 7.76
30.00 31.56 15.78 14.22 1.578 1.38 0.111 5.79
32.50 33.60 16.80 15.70 1.680 2.16 0.107 9.73
35.00 35.70 17.85 17.15 1.785 1.87 0.104 7.95
37.50 37.68 18.84 18.66 1.884 1.34 0.101 5.29
40.00 39.58 19.79 20.21 1.979 1.52 0.098 6.81
42.50 41.40 20.70 21.80 2.070 1.06 0.095 5.64
45.00 43.14 21.57 23.43 2.157 1.66 0.092 7.82
47.50 44.74 22.37 25.13 2.237 1.44 0.089 7.1

El a que se utiliz6 fue de 2




TITULACION DE LA ASB (10 yiIM): pH 7.2 Y 30 °C

TABLA 20

[T514]TOTAL AAbs [T514]uNIDA [T514]LIBRE r CV.% r/[T514]i_iBRE C.V. %
17.50 19.48 8.57 8.93 0.857 2.71 0.096 12.26
20.00 21.80 9.59 10.41 0.959 2.64 0.093 11.39
22.50 23.93 10.53 11.97 1.053 212 0.088 10.82
25.00 25.96 11.42 13.58 1.142 1.79 0.085 8.67
27.50 27.78 12.22 15.28 1.222 1.56 0.080 8.16
30.00 29.69 13.06 16.94 1.306 1.63 0.077 9.23
32.50 31.16 13.71 18.79 1.371 1.29 0.073 7.41
35.00 33.05 14.54 20.46 1.454 1.14 0.071 6.78
37.50 34.80 15.31 22.19 1.531 1.01 0.069 5.33
40.00 36.80 16.19 23.81 1.619 1.37 0.068 7.74
42.50 38.39 16.89 25.61 1.689 1.68 0.066 8.69
45.00 40.30 17.73 27.27 1.773 1.93 0.065 9.72
47.50 41.73 18.36 29.14 1.836 1.84 0.063 8.87

El orque se utiliz6 fue de 2.273




TABLA 21

TITULACION DE LA ASH (10 |iM): pH 7.2Y 20 °C

[T514]TOTAL AAbs [T514]uNIDA [T514]LIBRE r CV.% r/[T51 4]LIBRE CV.%
17.50 23.61 14.64 2.86 1.464 1.88 0.512 8.95
20.00 26.31 16.31 3.69 1.631 1.06 0.442 6.01
22.50 28.79 17.85 4.65 1.785 1.18 0.384 6.93
25.00 31.44 19.49 5.51 1.949 1.43 0.354 6.98
27.50 33.66 20.87 6.63 2.087 1.71 0.315 8.34
30.00 35.74 22.16 7.84 2.216 1.22 0.283 6.67
32.50 38.53 23.89 8.61 2.389 1.37 0.277 7.04
35.00 41.10 25.48 9.52 2.548 1.03 0.268 4.79
37.50 43.31 26.85 10.65 2.685 1.64 0.252 7.26
40.00 45.28 28.07 11.93 2.807 1.79 0.235 8.12
42.50 47.47 29.43 13.07 2.943 0.95 0.225 5.63
45.00 49.55 30.72 14.28 3.072 1.28 0.215 6.91
47.50 51.16 31.72 15.78 3.172 1.72 0.201 8.33

El a que se utiliz6 fue de 1.613




TITULACION DE LA ASH (10 JIM): pH 7.2 Y 25 °C

TABLA 22

[T514]TOTAL AAbs [T514]UNIDA [T514]LIBRE r CV. % [7[T514]LIBRE CV. %
17.50 26.26 14.18 3.32 1.418 1.77 0.427 8.63
20.00 29.39 15.87 413 1.587 1.68 0.384 7.59
22.50 32.28 17.43 5.07 1.743 1.43 0.343 7.26
25.00 34.98 18.89 6.11 1.889 1.59 0.309 7.15
27.50 37.37 20.18 7.32 2.018 1.33 0.276 5.51
30.00 39.54 21.35 8.65 2.135 1.89 0.247 8.24
32.50 42.24 22.81 9.69 2.281 1.25 0.235 5.61
35.00 44.80 24.19 10.81 2.419 1.15 0.224 5.44
37.50 46.71 25.52 11.98 2.552 1.06 0.213 4.57
40.00 49.56 26.76 13.24 2.676 1.64 0.202 7.09
42.50 53.87 27.94 14.56 2.794 1.27 0.192 5.39
45.00 53.87 29.09 15.91 2.909 1.46 0.183 7.36
47.50 55.86 30.16 17.34 3.016 1.59 0.174 7.77

El a que se utilizo fue de 1.852




TITULACION DE LA ASH (10 (iM): pH7.2Y 30 °C

TABLA 23

[T514]TOTAL AAbs [T514]UNIDA [T514]LIBRE r CV. % [7[T514]LIBRE CV. %
17.50 27.48 13.74 3.76 1.378 2.11 0.365 16.05
20.00 30.46 15.23 4.77 1.523 1.46 0.319 10.14
22.50 33.14 16.57 5.93 1.657 1.23 0.279 8.65
25.00 35.98 17.99 7.01 1.799 1.67 0.257 11.30
27.50 38.32 19.16 8.34 1.916 1.49 0.230 6.22
30.00 40.56 20.28 9.72 2.028 1.01 0.209 5.41
32.50 42.68 21.34 11.16 2.134 1.84 0.191 9.27
35.00 45.30 22.65 12.35 2.265 1.38 0.183 6.54
37.50 47.64 23.82 13.68 2.382 1.88 0.174 7.73
40.00 50.12 25.06 14.94 2.506 1.53 0.168 6.08
42.50 52.18 26.09 16.41 2.609 1.40 0.159 5.82
45.00 54.08 27.04 17.96 2.704 1.26 0.151 5.66
47.50 56.38 28.19 19.31 2.819 1.78 0.146 7.91

El OC que se utilizo6 fue de 2




Consecutivamente se graficaron los valores de » / [T514]libreen funcion de 7 de lo
que resultd una curva con dos tendencias lineales, Figuras de la 58 a la 78. Debido a
esto se asumid que cada molécula de albimina (ASB,ASH) tiene dos tipos de sitios de
unioén independientes. Cada tendencia se tratd independientemente y de cada una de
ellas se obtuvo una recta con pendiente negativa (-Ka) y con intercepto en la
abscisa (N). Se le denomin6 Kai y Ka2 a las constantes de unidon correspondientes a
Ni y N2, los nimeros de los sitios de union primarios y secundarios. Los valores de
N y de Ka para cada caso se muestran en las Tablas 48 y 49.
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Figura 58. Grafica de Scatchard de 1a union de T514 con ASB: pH 7.4y 15 °C.
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Figura 59. Grafica de Scatchard de 1a union de T514 con ASB en NI: pH 74y
15 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por

minimos cuadrados, r2 = 0.996.
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Figura 60. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en N2: pH 74y
15 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por

minimos cuadrados, r2 = 0.986.
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Figura 65. Grafica de Scatchard de l1a union de T514 con ASB en NI: pH 7.4y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.991.
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Figura 66. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en N2: pH 74y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal

por minimos cuadrados, r2 = 0.996.
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Figura 65. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en NI: pH 7.4y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.991.
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Figura 66. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en N2: pH 74y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal

por minimos cuadrados, r2 = 0.996.
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Figura 67. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB: pH 7.4 y 30 °C.

1.0
& e8| .
b
o |
r— 0.6 —
q
o
h @.4 & il
=1
S
0.2 4
0.0
0 1 2 3 4

Figura 68. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en NI: pH 7.4y
30 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.996.
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Figura 67. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB: pH 7.4 y 30 °C.
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Figura 68. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en NI: pH 7.4y
30 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.996.
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Figura 69. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASB en N2: pH 74y
30 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, rz = (0.984.
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Figura 70. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH: pH 7.4 y 20 °C.
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Figura 71. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH en NI: pH 74 y
20 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.990.
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Figura 72. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH en N2: pH 74y
20 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por

minimos cuadrados, rz = 0.995.
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Figura 73. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH: pH 7.4 y 25 °C.
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Figura 74. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH en NI: pH 74 y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por
minimos cuadrados, rz = (0.995.
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Figura 73. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH: pH 7.4 y 25 °C.
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Figura 74. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASHen NI: pH 74 y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por
minimos cuadrados, rz = (0.995.
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Figura 75. Grafica de Scatchard de l1a union de T514 con ASH en N2: pH 74y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, rz = (0.994.
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Figura 76. Grafica de Scatchard de l1a union de T514 con ASH: pH 7.4 y 30 °C.
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Figura 75. Grafica de Scatchard de 1a union de T514 con ASH en N2: pH 74y
25 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, rz = (0.994.
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Figura 76. Grafica de Scatchard de l1a union de T514 con ASH: pH 7.4 y 30 °C.
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Figura 77. Grafica de Scatchard de l1a union de T514 con ASH en NI: pH 7.4y
30 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, r2 = 0.995.
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Figura 78. Grafica de Scatchard de la union de T514 con ASH en N2: pH 74y
30 °C. La linea continua fue obtenida por analisis de regresion lineal por
minimos cuadrados, r2 = (0.993.
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TABLA 48
PARAMETROS DE LA UNION DE T514 A ASB: pH 7.4

TEMPERATURA Ni Kal X 106 N2 Ka2 x 10
°C Lmol'! L mol'!
15 3 0.580+£0.011 5 0.211 £0.008
20 3 0.543 + 0.004 5 0.187 + 0.006
25 3 0.497 +0.010 5 0.157 £ 0.007
30 3 0.468 £0.010 5 0.119 +0.006
TABLA 49

PARAMETROS DE LA UNION DE T514 A ASH: pH 7.4

TEMPERATURA Ni Kal x 106 N2 Ka2 x 106
°C Lmol'! Lmol'
20 3 1.179 £0.016 5 0.211 £+ 0.007
25 3 0.731 £0.010 5 0.161 £0.008
30 3 0.561 +0.011 5 0.137 £ 0.006

3.3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS TERMODINAMICOS
DEL SISTEMA T514-ALBUMINA.

Con los datos de los valores de las constantes de union (Tablas 48 y 49) se
obtuvieron los valores del Cambio de Energia Libre de Gibbs, el cambio de entalpia se
obtuvo de graficas de Van’t Hoff, Figuras 79 y 80. Los pardmetros termodinamicos de
los sistemas T514-ASB y T514-ASH se resumen en las Tabla 50 y Tabla 52.
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Figura 79. Grafica de Van’t Hoff de la union de la T514 a la ASB, pH 7.4.
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Figura 80. Grafica de Van’t Hoff para la union de la T514 a la ASH, pH 7.4.
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TABLA 50. PARAMETROS TERMODIN AMICOS DE LA UNION DE T514 A
ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB) ApH74Y 25°C

TIPO DE SITIO AG AH AS
DE UNION (Kcal Mol') (Kcal Mol') (ue)
NI -7.766 £ 0.012 -2.551 +0.194 +17.503 + 0.683
N2 -7.084 +0.027 -6.635+0.214 +1.522+0.619

TABLA 51. INTERACCIONES ENTRE LA T514 Y LA ASB: pH 74
PORCENTAJE DE CONTRIBUCION AL AG

CONTRIBUCION DEL AH CONTRIBUCION DEL AS
% %
NI 32.84+2.54 67.16 £2.54
N2 93.68 +3.17 6.32+3.17

TABLA 52. PARAMETROS TERMODINAMICOS DE LA UNION DE T514 A
ALBUMINA SERICA HUMANA (ASH) ApH74Y 25°C

TIPO DE SITIO AG AH AS
DE UNION (Kcal Mol'") (Kcal Mol'") (ue)
NI -7.995 £ 0.008 -13.040 +0.178 -16.931 +0.627
N2 -7.097 £ 0.030 -7.625+£0.270 -1.772 £1.002

TABLA 53. INTERACCIONES ENTRE LA T514 Y LA ASH: pH 7.4
PORCENTAJE DE CONTRIBUCION AL AG

CONTRIBUCION DEL AH CONTRIBUCION DEL AS
% %
NI 36.89 +2.40 63.22 £1.97
N2 92.55+4.24 7.45+4.24
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CAPITULO 4

DISCUSION

En el estudio de las interacciones de la T514 con la ASB y con la ASH se utiliz6 la
espectroscopia Ultravioleta-Visible por ser una técnica sencilla y rapida; esto aunado
con el hecho de que el equipo utilizado esta provisto con arreglo de diodos, lo cual
resulta en mayor rapidez y precision en las respuestas en relacion con los instrumentos
de Optica tradicional. Por todo esto la metodologia utilizada es altamente confiable
aunque los cambios de absorbancia medidos hayan sido muy pequenios. (Ver
coeficientes de variacion, Tablas 17-23 y 41-47).

En el trabajo experimental se requeria el uso de sustancias puras. Debido a esto solo
se usd toxina que cumplid con los parametros de calidad ya establecidos en el
laboratorio de extraccion del Departamento de Farmacologia de la Facultad de
Medicina de la U.A.N.L, (Tabla 3); sin embargo, durante el desarrollo de la tesis se
monitorearon algunos de los patrones de calidad para corroborar la pureza; para esto,
se tomo el punto de fusién inicial y final, se practicd cromatografia en capa fina y se
determind la pureza espectroscopica, para detectar cualquier degradacion y/o
contaminacién que pudiera haberse producido con el tiempo; cuando se encontraba
alguna variacion respecto de los patrones originales, se examinaba otro lote de toxina.

Para precisar si la T514 interactuaba con la albumina sérica (tanto con la ASB como
con la ASH) se analizaron los espectros de la T514, de la Albumina y el de la mezcla
T514-Albtimina, (Figura 4). Al comparar los espectros de absorbancia se observéd que
existian diferencias entre ellos: a longitud de onda superior a 400 nmla albimina no
absorbe y el espectro de la T514 presenta una banda de absorcion con un valor
maximo a 422 nm, ademas existen diferencias en los valores de absorbancia a 422 nm
en el espectro de la T514 con respecto al espectro de la mezcla. Cabe sefialar que las
concentraciones de la T514 en ambas soluciones fue la misma, por lo tanto, no hubo
efectos de dilucidén ni superposicion de bandas de absorcion. Por lo anterior se infirid
que 1aT514 interacciona con la albumina. Si bien la diferencia espectral a 422 nmera
pequefia se podia medir con buena precision en el equipo utilizado. Debido a esto se
selecciono esta longitud de onda para estudiar las interacciones de dichas sustancias.

Es necesario mencionar que la T514 es una sustancia inestable en solucidon acuosa,
por lo que era importante estudiar el proceso de interaccion entre las sustancias en un
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tiempo corto, para de esta manera evitar errores debidos a cambios en la absorbancia
de la solucion producidos por la descomposicion de la T514. Por otro lado, para
estudiar el proceso de unién por medio de la espectroscopia UV-VIS se requeria que
existiera un cambio espectral y para esto era necesario tomar dos lecturas de
absorbancia: la primera correspondia a la solucion de T514 y la segunda a la solucion
de la mezcla T514-Albtimina, es decir se requeria tomar la ltima lectura a un tiempo
optimo hasta que se hubiera establecido el equilibrio de union T514-Albumina, sin que
se notaran evidencias de descomposicion. De esta manera, se estudio el efecto del
tiempo en el proceso de unidon y la medicion a los tiempo 50 segundos después de la
primera lectura resultd ser la mas adecuada ya que su coeficiente de variacion fue el
mas bajo (Tabla 5).

Para estudiar la union de la T514 con la albumina sérica se procedié a titular la
albumina con soluciones de T514 cuyas concentraciones variaron en el intervalo de
17.5 y 47.5 (iM/L; se escogio este intervalo después de haber verificado en forma
experimental que concentraciones menores daban respuesta muy baja por lo que no
eran confiables, y concentraciones mas altas daban coeficientes de variacion muy
grandes. En las gréaficas donde se relacionan los valores de los cambios de
absorbancia (AAbs) con las concentraciones de la T514 ([T514])se observa que los
AAbs estan directamente relacionados con la concentracion de T514, figuras 7 ala 13
y 44 ala 50.

Por otra paite era necesario relacionar el cambio de absorbancia que se producia con
la concentracién de toxina unida; para esto se requeria conocer el cambio de
absorbancia méaximo (AAbsMAX), es decir, cambio en la absorbancia cuando hay
saturacion de la molécula de albimina con T514; se graficaron los valores 1/AAbs en
funcion de los valores I/[ALBUMINA], esta grafica se aproxima a la linearidad a altas
concentraciones de albumina y cruza la ordenada en 1 / AAbsMAX (°). Asi se pudo
calcular los AAbsMAX para los sistemas T514-ASB y T514-ASH a las diferentes
condiciones de trabajo (Tablas 13-14 y 37-38).

El estudio de la unién de la T514 a la albimina sérica bovina y a la albimina sérica
humana resulté en graficas d