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Capitulo 1. Introduccion

Parte I: Proteinas

1.1. Aspectos generales

Las proteinas son macromoléculas muy abundantes en los
organismos vivos. Son biomoléculas muy diversas y versatiles que
cumplen con diversas funciones vitales, pudiendo actuar como enzimas,
hormonas, anticuerpos, receptores o como vehiculo de transporte de
diversas sustancias, tanto endégenas como exégenas.’

Desde el punto de vista de su estructura, las proteinas pueden
ser consideradas como polimeros formados por aminodcidos. Constan
de cuatro niveles estructurales: estructura primaria, secundaria, terciaria

y cuaternaria. La estructura primaria viene determinada por la secuencia

de aminoacidos que forman parte de la cadena. La estructura
secundaria ocurre cuando la secuencia de aminoacidos adquiere una
disposicién espacial estable, que viene dada por el plegamiento de la
cadena polipeptidica debido a enlaces de hidrogeno. La estructura
terciaria de las proteinas da informacién sobre la disposicién espacial de
la estructura secundaria de un polipéptido al plegarse sobre si misma,
originando una estructura globular. Las interacciones que tienen lugar
en la estructura terciaria son puentes disulfuro, enlaces de hidrégeno,
interacciones ibnicas e interacciones hidréfobas. La estructura
cuaternaria viene dada por la disposicion espacial de las distintas
cadenas polipeptidicas de una proteina multimérica, es decir,
compuesta por varios péptidos. Tanto la interaccion entre los
aminoacidos de la cadena polipeptidica, como la disposicion geométrica
que adoptan conducen a la formacion del sitio de unién o centro activo,
el cual constituye una cavidad donde tiene lugar la interaccidon
especifica entre sustratos de distinta naturaleza y la proteina. Es, por
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tanto, donde la proteina desarrolla sus funciones propias.? El centro
activo estd formado por las cadenas laterales de los residuos de
aminodacido especificos que forman parte del mismo, lo que le confiere
una disposicién tridimensional particular distinta al resto de la proteina.®
Generalmente, las interacciones mas significativas que tienen
lugar entre un sustrato y los aminoacidos del centro activo de la proteina
son de naturaleza iénica, por enlace de hidrégeno o tipo van der Waals.
En la Figura 1.1 se muestra de forma esquemaética la interaccién

entre un sustrato y el sitio de unién de la proteina.

2, — /&
® 7 &

Proteina (P) Sustrato (S) Complejo P-S

Figura 1.1. Esquema de la formacién de un complejo proteina-sustrato (P-S).

1.2. Tipos de proteinas

Las proteinas pueden interaccionar con una gran variedad de
sustratos, como iones metalicos, vitaminas, acidos grasos, farmacos,
etc. Las proteinas que son susceptibles de interaccionar con farmacos
forman parte de las denominadas dianas farmacoldgicas. Entre ellas se
encuentran, los receptores, algunas enzimas y las proteinas

transportadoras.”
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» Los receptores farmacolégicos son moléculas, generalmente
de naturaleza proteica, que se encuentran en la membrana celular o
intracelularmente, en las que el farmaco desarrolla su accién al
interaccionar en el centro activo de éstas. Las interacciones que tienen
lugar entre el farmaco y el receptor son generalmente labiles vy
reversibles. Se pueden considerar cuatro tipos de receptores:
receptores asociados a canales idnicos, receptores asociados a
proteinas G, receptores con actividad enzimatica intrinseca y receptores
que regulan la transcripcion génica. Mediante la combinacion quimica
del farmaco con el receptor, éste ultimo sufre un cambio configuracional
que origina una respuesta funcional en la célula, que es, en definitiva,
resultado del efecto farmacol6gico, como por ejemplo la contraccién o
relajacion de un musculo, el aumento o la inhibicién de la secrecién de
una glandula, la apertura o el bloqueo de un canal i6nico, las
variaciones del metabolismo celular, la activacion de enzimas vy
proteinas intracelulares o inhibicion de las mismas. Algunos farmacos
actuan modificando reacciones celulares que son desarrolladas
enzimdaticamente por interaccion del f&rmaco sobre dichos receptores.
Entre éstos, se pueden destacar la fosfolipasa A2 (inhibida por
glucocorticoides), la ciclooxigenasa (inhibida por AINES), etc.

> Las enzimas son biocatalizadores de naturaleza proteica.”®
Todas las reacciones quimicas del metabolismo celular se realizan
gracias a la accion de estos catalizadores, cuya funcién principal es la
de incrementar la velocidad de los procesos quimicos, actuando sobre
un sustrato de forma especifica y enormemente eficiente. Las enzimas
son fundamentales, ya que las funciones vitales de cualquier célula
serian imposibles de mantener si las reacciones que ocurren en ella

fueran demasiado lentas.® Ejemplos de enzimas son los citocromos
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P450 (fase 1) o la uridino difosfoglucuronosiltranferasa, UDPGT, (fase
2). En lo que se refiere a los f&rmacos, su metabolismo tiene lugar por
via enzimatica mediante dos tipos de reacciones que frecuentemente
son secuenciales y que se conocen como las reacciones de fase 1y de
fase 2. Las reacciones de fase 1 suelen consistir en oxidaciones
reducciones o hidrélisis. Estas reacciones suelen introducir en la
estructura del farmaco un grupo reactivo que lo convierte en mas activo
quimicamente. Las reacciones de fase 2 suelen ser reacciones de
conjugacion que, por regla general, inactivan el farmaco y favorecen su
eliminacién del organismo. En términos generales, estas reacciones
actian sobre el grupo reactivo introducido en las reacciones de fase 1
anadiendo un sustituyente mayor. Los mas habituales son el glucuronilo
(mas frecuente y que forma el glucurénido resultante), el sulfato, etc. El
metabolito final es poco liposoluble y se favorece por tanto la

eliminacion renal o biliar.

» Las proteinas transportadoras son aquellas que proporcionan
un medio de transporte, bien en el plasma o a través de la membrana
celular, a aquellos sustratos que interaccionan en el centro activo de
ésta. Como ejemplos de proteinas transportadoras se pueden citar las
lipoproteinas, que son las encargadas de transportar las grasas por todo
el organismo, las albiminas séricas,” que son proteinas plasmaticas
que actuan como vehiculo de diversos agentes, tanto endégenos
(acidos grasos, hormonas, enzimas) como exégenos (farmacos) y la o-
glicoproteina acida,® que es otra proteina plasmatica que, entre otras
funciones, se encarga del transporte de farmacos basicos o neutros por

el organismo.
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En la Figura 1.2 se muestran algunos ejemplos de las proteinas
descritas.

Figura 1.2. A) Ciclooxigenasa-2 (receptor farmacolégico). B) uridino
difosfoglucuronosiliranferasa (enzima). C) Albdmina sérica humana (proteina

transportadora).

1.2.1. Albumina Sérica (AS)

La albumina sérica humana (ASH), junto con la hemoglobina, es
probablemente una de las primeras proteinas del cuerpo humano que
llamo la atencidén de los investigadores. Son muchas sus aplicaciones,
tanto en medicina clinica como en investigacion béasica. El fisico griego
Hipécrates de Cos ya indica en sus Aforismos que la aparicion de
espuma en la orina es debida, con toda probabilidad, a la presencia de
un exceso de albumina, indicativo de una dolencia crénica en el rindn.
En 1837, H. Ancell cita en sus lecturas que “la albumina es sin duda una
de las proteinas mas importantes en los animales, ya que no solo se
encuentra en la sangre sino también en la exhalacién de ciertas
superficies, en diversos fluidos celulares (como en tejidos y en los 0jos)
y en muchos otros fluidos animales”.

La albumina sérica se encuentra presente en todas las especies
animales. Se puede extraer de bovinos (ASB), ratas (ASR), conejos
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(ASC), cerdos (ASCe), perros (ASP), humanos ASH), etc. Muchas de
estas albuminas se han usado para estudios de interaccion con
farmacos y de farmacocinética en lugar de ASH, basandose en la alta
similitud encontrada en las secuencias de aminoacidos de otras
especies respecto a la humana. Sin embargo, diferentes estudios han
puesto de manifiesto diferencias en cuanto a la uni6on de varios
farmacos y metabolitos a albuminas de diferentes especies. A modo de
ejemplo se puede citar el caso de la bilirrubina, que presenta diferentes
grados de unién segun interaccione con una u otra albumina, como se
aprecia en los datos de desactivacion de la fluorescencia en presencia
de ASCe, ASP, ASO y ASR.”' Estas diferencias muestran la
importancia de extender los estudios de farmacocinética y

farmacodinamica a albuminas de otras especies distintas a la humana.

La estructura de algunas de estas albuminas se muestra en la Figura
1.3.

Figura 1.3. Estructura de la albumina sérica humana (izquierda) y de la
albdimina sérica bovina (derecha).
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1.2.1.1. Funcion de la albumina sérica

La albumina sérica es una proteina que se sintetiza en el higado.
Esta presente en practicamente todos los tejidos pero sobre todo en la
piel y los musculos (entre los dos acumulan el 80% de albumina
extravascular). Puede encontrarse en cualquier fluido corporal, como
por ejemplo en el fluido vitreo y acuoso ocular, en el sudor, en las
lagrimas, saliva y sangre donde es la proteina transportadora mas
abundante (3.5-4 g en 100 ml).

La AS ayuda a mantener el pH y la presion osmotica en la
sangre.' Su principal funcién es actuar como vehiculo de transporte y
distribucion de sustancias endogenas y exdgenas en la sangre. Ejemplo
de ello es el transporte de farmacos (influyendo, asi, en la
farmacocinética y distribucion de éstos), de acidos grasos anionicos de
cadena larga, 4cidos biliares, hormonas, vitaminas, etc."

La interaccion de sustratos con AS puede originar un incremento
en la solubilidad de éstos en la sangre (como es el caso de los acidos
grasos), asi como una disminucion de su toxicidad o una proteccion
frente a la oxidacion (como es el caso del dafo peroxidativo al &cido
linoléico)."

La albumina actia, en ocasiones, como almacén de ciertas
toxinas, como cuando transporta la bilirrubina hasta el higado para su
excrecion biliar. También es capaz de interaccionar con toxinas
exdgenas, haciendo que sean menos nocivas para el organismo (como
la interaccion de AS con la aflatoxina Gy cancerigena), que es
transportada hasta el higado para su destruccion. '

En ocasiones, la albumina presenta actividad enzimatica cuando
interacciona con moléculas pequefas. Posee actividad enolasa, y
también es capaz de actuar como tioesterasa (ya que posee un grupo
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sulfhidrilo libre por el residuo de aminoéacido cisteina-34), pudiendo
llevar a cabo un importante proceso clinico como es la degradacién de
disulfuram.'®' También presenta actividad esterasa en uno de sus
multiples sitios de unién, debido probablemente a la proximidad de la
arginina-410 y la tirosina-411, pudiendo producir la hidrélisis de acidos
grasos. La actividad esterasa de AS es util desde un punto de vista
clinico-farmacéutico, ya que es importante en el proceso de activacion
de pro-farmacos, como es el caso del medoxomil olmesartan, que se
transforma al farmaco activo olmesartan.?’ También es de destacar su
actividad glucuronidasa, mediante la cual se produce la hidrélisis del
glucurénido de algunos farmacos, como carprofeno, naproxeno,

flurbiprofeno o ketoprofeno.'?°

1.2.1.2. Estructura general de la albumina

La albumina consiste en una cadena polipeptidica simple sin
grupos prostéticos u otros aditivos, con una masa molecular aproximada
de 67 KDa. Contiene 9 logos dobles formados por 17 puentes disulfuro,
que envuelven a los residuos de cisteina adyacentes. Estos se pueden
agrupar en tres dominios homélogos (dominio I, Il y 1ll), en los cuales
pueden interaccionar sustratos de distinta naturaleza. Cada uno de
estos dominios contiene 2 logos y esta separado de los contiguos por
otro logo. Asi pues, en cada dominio hay dos subdominios A y B. Por
tanto, en las albuminas existe un amplio y variado niumero de sitios de
unién donde los sustratos pueden interaccionar.” En la Figura 1.4 se
muestran los principales dominios de union de la albumina sérica
humana asi como ejemplos de farmacos que se unen a cada sitio de

union.
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Cleft
Thyroxine 5
2" lndipamide

e
FAS
Thyroxine 2,3

-=--- lA: Drug site 1
FA7

Thyroxine 1
A: Drug site 2 Azapropazone
FA3.4
Thyroxine 4

Figura 1.4. Representacion de los dominios I, Il y Ill en ASH.

La albumina sérica humana es una proteina globular que

constituye alrededor del 60% del total de proteina en la sangre. Posee
una masa molecular promedio de 66500 Da y consta de 585
aminoacidos, entre los cuales se forman un total de 17 puentes
disulfuro; existe un tiol libre (Cys-34) y un Unico triptéfano (Trp-214).22

Segun analisis cristalograficos a partir de difracciéon de rayos-X, la

cadena polipeptidica se dobla formando una hélice de dimensiones
aproximadas de 80 x 80 x 30 A, con cerca del 67% de hélice-a, un 10%

de giro B y un 23% de cadena extendida.’*?*?* Recientes estudios
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proponen que la conformacion global de ASH en disoluciéon neutra es
muy similar a la observada en la forma cristalina.?®

Las albuminas de las otras especies estudiadas presentan
una similitud en la secuencia peptidica del 70-80% respecto a la
humana. El niumero de aminoacidos que la forman es de 583 para la
albumina sérica de bovino (ASB), de cerdo (ASCe) y de oveja (ASO) y
de 584 para la de perro (ASP), de conejo (ASC) y de rata (ASR).
También existen diferencias en cuanto al numero de triptéfanos
presentes. Mientras ASP, ASC y ASR contienen un Unico residuo de
triptofano (al igual que ASH), las otras albuminas mencionadas
contienen dos.

Todas estas AS son muy similares. En general, las diferencias
estructurales que se pueden observar entre ellas se derivan de la
sustitucién de ciertos aminoacidos hidrofébicos por otro tipo de
aminoacidos también hidrofobicos, en lugar de otros de naturaleza
polar.

1.2.1.3. Interaccion con sustratos

Las albuminas son proteinas flexibles que pueden adaptar su
estructura para interaccionar con una gran variedad de sustratos en sus
distintos sitios de union. Entre los compuestos con mayor grado de
unién se encuentran aniones organicos hidrofébicos como acidos
grasos de cadena larga, bilirrubina, etc. Esta interaccién puede generar
cambios en la albumina que provoquen un aumento en su estabilidad,
una mayor afinidad hacia otros sustratos, etc.'

Como se ha indicado anteriormente, la albumina tiene gran

afinidad por acidos grasos, aminoacidos, algunos metabolitos como la
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bilirrubina, y por farmacos, entre los que se encuentran los

antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

< Interaccidon con farmacos

El estudio de la interaccién farmaco/AS es importante para
conocer la biodistribucion, el metabolismo, la eliminacion y el efecto

farmacoldgico de éstos en el organismo.

Los AINES presentan un alto grado de unién con la albumina,
en muchos casos el 99%." La naturaleza de estas interacciones es de
tipo electrostatico, por puente de hidrégeno, puente salino o de tipo van
der Waals; el proceso, que generalmente es reversible, tiene unas
constantes de asociacién que oscilan entre 10* y 10° M. En otras
ocasiones, las interacciones entre AS y farmacos son irreversibles. Esto
se da con ciertos tipos de metabolitos de los farmacos, y es mas
pronunciada con algunos de aquellos que tienen tendencia a formar
glucurénidos.’” También puede darse con farmacos que posean un
grupo tiol capaz de unirse covalentemente con el residuo de aminoacido
cisteina de la posicién 34.%° Este hecho es importante porque se puede
alterar el destino metabdlico del farmaco en cuestion, y porque puede
cambiar tanto las propiedades estructurales como funcionales de la
proteina. Estos aductos podrian causar efectos toxicos, como
hipersensibilidad y toxicidad hepatica y renal aguda.

Aunque las albuminas séricas poseen varios dominios de unién
con sustratos, se sigue aceptando por consenso la existencia de dos
sitios especificos de unién o centros activos para moléculas organicas
pequenas. Estos sitios de union especificos fueron designados por
Sudlow como sitio I (o sitio de unién de la warfarina) y sitio Il (o sitio de
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unién del diazepan).”” En la Tabla 1.1 se muestran algunas
caracteristicas de los dos principales sitios de unién de ASH.

Tabla 1.1. Caracteristicas de los dos principales sitios de uniéon de ASH.

Sitio de union Sitio | Sitio 1l
Sustratos Warfarina, dansilamida. | Dansilsarcosina,
especificos diazepan.
Otros sustratos ésteres de los acidos acidos 2-
afines 2-arilpropionicos arilpropionicos
Residuos de a.a. | Trp 214, Arg 218 His 146, Lys 194, Arg
presentes 410, Tyr 411

El sitio I se encuentra situado en el subdominio 1IA.%** Las
interacciones predominantes son de tipo hidrofébicas.?® Ejemplos de
sustratos con gran afinidad por el sitio | son warfarina, indometacina,
fenilbutazona, etc. También es conocido que los ésteres de los acidos
2-arilpropiénicos interaccionan preferentemente en este sitio de unién.?®
Algunas evidencias sugieren que el sitio | es flexible y de gran tamarno
(moléculas grandes, como la bilirrubina, interaccionan en él). Esto
puede ocasionar que sea mas dificil observar estereoselectividad en la
interaccion con los sustratos. Los aminoacidos que tienen mayor
relevancia para la interaccion con farmacos son Trp-214 y Arg-218.

El sitio Il estd situado en el subdominio IIIA y es de menor

tamario y menos flexible que el sitio .%

Por esta razén, se cree que las
interacciones estereoselectivas se pueden observar en mayor grado en
este sitio de unién. El ejemplo clasico se observa con el L-triptéfano,
cuya afinidad por el sitio Il es 100 veces mayor que la del isémero D.

Las interacciones que predominan son de tipo puente de hidrégeno y
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electrostaticas.?® Los sustratos que suelen unirse al sitio Il son &cidos
carboxilicos aromaticos, como los AINES de la familia de los acidos 2-
arilpropionicos. Los aminoacidos Arg-410 y Tyr-411 desempefian un
papel importante en la interaccién con ligandos.?

En la Figura 1.5 se muestran los sitios de unién | y Il de la ASH.

\ K1 d 3\
= r Qons C,J
Figura 1.5. Sitio | (izquierda) y sitio Il (derecha) de ASH.

Como se ha indicado anteriormente, esta clasificacion realizada
por Sudlow no engloba todos los sitios de union especificos de alta
afinidad que posee la albumina para interaccionar con los farmacos.
Como ejemplo, el propofol interacciona tanto en el sitio Il (subdominio
lIIA) como en el subdominio 11IB.*°

% Interaccion con acidos grasos

Los acidos grasos de cadena larga (Ci6-Cy) son intermedios
cruciales en el metabolismo lipidico. Se requieren para la sintesis de la
membrana lipidica, de hormonas, y son una importante fuente de
energia. Son altamente insolubles en el plasma sanguineo, pero gracias

a su interaccion con la albumina sérica aumenta su solubilidad,
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favoreciéndose asi el transporte desde el higado al rindn, de ahi al
musculo y finalmente al tejido adiposo.®

Las albuminas séricas poseen un gran numero de sitios de union
con &cidos grasos de distinto tamafno de cadena. Existen hasta siete
sitios de unién distintos que pueden ser ocupados por este tipo de
moléculas. Las interacciones que se dan son por puente salino o puente
de hidrégeno entre el carboxilato del acido graso y los residuos de
aminodcido presentes en el centro de union. También se observan
interacciones hidrofébicas entre la cadena lateral del acido graso y el
medio que le rodea.®’’ Los &cidos grasos de cadena media (Ce-Ci4)
interaccionan casi exclusivamente en el sitio Il, mientras que los de
cadena mayor lo hacen en el sitio | 0 en otros dominios de union de la
albumina,® por lo que se pueden usar para desplazamiento de farmaos
de su sitio de unién.

¢ Interacciones competitivas

Se pueden considerar dos tipos de interacciones competitivas:
competicion de varios sustratos por un mismo sitio de unién en la
albumina, y competicion de la albamina con otra proteina (por ejemplo
a-glicoproteina &cida) por la unién de un mismo sustrato.

Debido a la flexibilidad de la albumina y a que ésta posee un
numero limitado de sitios de unién de alta afinidad con los sustratos, la
unién, por ejemplo, de un farmaco o de un &cido graso a AS puede
generar cambios en su estructura que pueden influir en la uniéon de
nuevos farmacos.’*® Esta alteracién es importante porque se puede
modificar la distribucion y eliminacién de un farmaco, pudiendo modular
sus efectos terapéuticos. Este riesgo es mayor cuando dos o mas

farmacos compiten por el mismo sitio de unién (o cuando un &cido graso
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desplaza al farmaco de su sitio de unién). En algunos casos, esta
competicion entre dos ligandos por el mismo sitio puede generar un
aumento en la concentracién del farmaco desplazado, que pasa a
encontrarse libre en el medio. Sin embargo, en otras ocasiones se
produce un desplazamiento del farmaco desde el sitio de mayor afinidad
a otro de menor afinidad, sin sacarlo fuera de la proteina. Esto ocurre en
la uniéon competitiva entre ibuprofeno y carprofeno, donde este ultimo
desplaza al ibuprofeno de su sitio Il, de mayor afinidad, al sitio I, de
menor afinidad.®

Puesto que la actividad farmacolégica depende de Ila
concentracion de farmaco como forma libre en el medio, el
desplazamiento a la sangre del farmaco previamente unido a AS
incrementaria la concentracion libre de éste, produciendo un aumento
de su actividad, que podria, incluso, generar toxicidad. Los
desplazamientos desde el sitio de mayor afinidad a otro de menor
afinidad son importantes para aquellos farmacos que interaccionan
fuertemente con la proteina y de los que sélo se requiere una pequena
concentracién libre para causar su efecto farmacolégico.®® Por esta
razon es importante conocer los mecanismos de las interacciones
competitivas entre farmacos, ya que deben tenerse en cuenta a la hora,
por ejemplo, de calcular la dosis que se debe suministrar de un farmaco
durante la administracién simultanea de otro.

Como ya se mencion6 anteriormente, en el organismo existen
principalmente tres proteinas transportadoras: albumina sérica, a-
glicoproteina acida (AAG) y lipoproteina (LP). ASH es la principal
proteina transportadora para farmacos y moléculas pequenas, pero no
la Unica. AAG también se encarga del transporte de farmacos, y en
algunos casos, como en moléculas bésicas o neutras, es la principal

encargada. El que ambas proteinas sean capaces de transportar el
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mismo sustrato, unido al hecho de que en determinadas enfermedades
(como en procesos inflamatorios) la concentracion de ASH disminuya a
la vez que aumenta la de AAG, muestran la importancia del estudio de
interaccion de esos farmacos con ambas proteinas presentes

simultaneamente en el medio.

1.2.2. a-Glicoproteina acida humana

La a-glicoproteina &cida es una de las proteinas plasmaticas
sintetizadas en el higado que normalmente es segregada por los
hepatocitos, aunque, a diferencia de ASH, también puede ser
expresada en tejidos extrahepaticos, como células endoteliales o
macréfagos alveolares. También puede ser sintetizada por otros tejidos

en respuesta a procesos inflamatorios.

1.2.2.1. Funcion de la a-glicoproteina acida humana

La AAG se encuentra presente en casi todos los tejidos y fluidos
biolégicos como el plasma, jugos gastricos, liquido sinovial, etc.* Su
vida media es de aproximadamente 5 dias y su eliminacién renal es
baja.37'4°

Su funcién biolégica no esta totalmente definida. Sin embargo,
se conocen muchos procesos donde su participacion es importante.

Parece que AAG, en las células endoteliales, es un componente
importante de la barrera capilar, lo cual es esencial para la selectividad

de carga capilar.*’

18



Capitulo 1. Introduccion

Figura 1.6. Estructura de la a-glicoproteina acida

También puede servir como agente protector en infecciones y
contra toxinas, por unién a lectinas téxicas,” endotoxinas®® vy

lipopolisacaridos bacteriales.*?

Inhibe la adherencia de Mycoplasma
pneumonia a los macrofagos alveolares,* asi como la replicaciéon del
rotavirus SA-Il actuando directamente sobre la particula de virus.*

Aunque AAG estimula a las células mononucleares y los
macréfagos para secretar factor-a de necrosis de tumores (TNF-a),*
también inhibe la apoptosis inducida por TNF de hepatocitos*’ y
proporciona proteccidn contra otros efectos toxicos de la TNF.*®

Posee ademas actividad inmunosupresiva, demostrada en
pacientes con cancer,”® que puede deberse a interacciénes
electrostaticas entre los grupos de &cidos sidlicos de AAG vy
fosfolipidos.*

Pero su principal funcion es como proteina transportadora.
Debido a sus propiedades fisico-quimicas, AAG se une principalmente a
compuestos basicos o neutros de origen tanto endégeno como

exdgeno, aunque también es capaz de transportar fdrmacos acidos.
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1.2.2.2. Estructura de la a-glicoproteina acida humana

La a-glicoproteina &cida humana es una proteina con 44 KDa de
peso molecular que esta cargada negativamente con un pKa de 2.6, y
punto isoeléctrico de 2.7, debido fundamentalmente a un alto contenido
de &cido sidlico (11%) en su parte carbohidratada.” Ha sido cristalizada
como sal de Pb* en forma de bipirdmide hexagonal.”® La proteina
consiste en una sola cadena polipeptidica con 183 aminoacidos y dos
puentes disulfuros. Medidas de dicroismo circular indican que, en
disolucién acuosa, en su mayor parte esta formada por laminas-B.>%*¢
La AAG es una de las proteinas mas glicosiladas con aproximadamente
un 45% de de su masa total formada por carbohidratos.*?

183

Cadenade glicano Il ruentedisulfuro

Figura 1.7. Esquema de la cadena polipeptidica de AAG

El rol biolégico de la parte oligosacarida se muestra

fundamentalmente en eventos de fase aguda,® y parece no intervenir

20




Capitulo 1. Introduccion

en los procesos de union a AAG.*”*® Contiene 3 residuos triptéfano (en
posiciones 25, 122 y 160) de los cuales los dos ultimos estan implicados
en la unidbn con farmacos. Atendiendo a diferentes pruebas de
desplazamiento se podria decir que AAG contiene un solo sitio de unién
grande y flexible para la mayoria de farmacos y moléculas pequefas.
Es un sitio grande donde solapan las zonas de alta afinidad para
farmacos basicos, donde el principal aminoacido involucrado es Trp160,
con la de los acidos, y neutros, en los que intervienen His97, Try91,
Arg105, (estos para acidos) y Trp122 (neutros).

1.2.2.3. Interaccion con sustratos

Se han descrito hasta 7 sitios de union para AAG. Sin embargo,
solo uno de ellos es de alta afinidad y es el encargado de transportar a
la gran mayoria de moléculas que interaccionan con AAG, ya sean
basicas, neutras o acidas (Figura 1.8). El resto de sitios son de baja
afinidad y su influencia en la funcién de transporte de sustratos se
considera despreciable.

(] )

)

5

His97
(Try91-Argl0.

Farmacos
basicos

Farmacos
neutros

Trp122
\ J

Figura 1.8. Estructura del sitio de unién para farmacos en AAG

Férmacos acidos

091da]
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Dipiridamol, un inhibidor de agregacién plaquetaria, fue el primer
farmaco no esteroideo cuya unibn a AAG fue descrita.’® Desde
entonces se han determinado los parametros de unién a esta proteina
para un gran numero de farmacos.

Como ya se mencion6 anteriormente, AAG transporta
principalmente moléculas basicas y neutras como tamoxifen® o

propanolol.®’

De hecho, es la principal proteina plasmatica para el
transporte de la mayoria de estas moléculas tanto endégenas como
exdgenas. Por ejemplo, la relacion de afinidad en la union AAG/ASH
para la quinidina es de 18°® y para la tioridacina es de 1000.%’

Ademas, se encarga de transportar hormonas como la heparina
o la serotonina,®® ademés de esteroides endégenos como el cortisol.®
También es capaz de unirse a moléculas acidas para su

1* 0 4cido retinoico.®

transporte como fenobartita

Aunqgue generalmente se asume que en el plasma los farmacos
acidos se unen principalmente a ASH, la unién de estos a AAG puede
contribuir significativamente a la concentracion total de farmaco unido a
las proteinas plasmaticas, sobre todo en determinadas condiciones
fisiolégicas o patolégicas donde disminuye la concentracién de ASH y
aumenta la de AAG, como ocurre precisamente en los procesos
inflamatorios.

Otro aspecto a tener en cuenta es el efecto de la interaccién de
dos farmacos con afinidad por AAG que puede tener implicaciones
clinicas importantes. Un farmaco que tenga mayor afinidad por AAG
puede desplazar a otro con menor afinidad, y de esa manera, aumentar
la cantidad de farmaco libre en plasma. Por ejemplo, la bupivacaina
desplaza a la lidocaina®® del sitio de unién de AAG. Si se administran los
dos anestésicos locales a la vez podria liberarse lidocaina aumentando
el riesgo de toxicidad. Por otro lado, esta interaccion por
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desplazamiento puede ayudar a potenciar la eficacia de un farmaco,
como es el caso del antifolato CB3717, que es potenciado por la

coadministracién intencionada de dipiridamol,®®

ya que este ultimo
desplaza al antifolato del sitio de unién de AAG incrementando de esta
manera la concentracion de farmaco libre.

Asimismo, es de esperar que algunos farmacos desplacen
sustancias enddgenas con afinidad por AAG, lo que aumentaria el nivel
plasmatico de esas sustancias, que podrian producir un efecto
fisiolégico anormal. El caso contrario también es posible. Un nivel
anormal de sustancias endégenas en determinadas condiciones podria
desplazar a los farmacos de los sitios de unién de la proteina lo que
podria potenciar los efectos del farmaco en cuestion. Por ejemplo, los
niveles de bilirrubina se incrementan en la hiperbilirrubinemia producida
por hepatitis o cirrosis, lo que puede tener repercusiones clinicas
significativas.

1.2.3. Uridino difosfoglucuronosiltranferasa (UDPGT)

La enzima UDPGT tiene como funcién catalizar el proceso de
glucuronizacion. Para ello, utiliza el acido uridino difosfoglucuronico
(UDPGA) como aceptor de azucares y transfiere el acido glucurénico a
un sustrato disponible, dando lugar a los correspondientes (-D-
glucurénidos.” Existe una amplia variedad de sustratos que puedan
actuar como aceptores del grupo glucuronilo (grupos hidroxilos,
carboxilos, sulfurilos, etc.), lo que hace que numerosos de compuestos
tanto enddégenos como exd6genos sean susceptibles de sufrir
glucuronizaciéon. Como ejemplo de compuestos endégenos se puede
citar la bilirrubina, algunas hormonas o &cidos biliares y como ejemplo
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de exdgenos estan los farmacos, productos quimicos cancerigenos o
sustancias ingeridas en la dieta.”’

Se sintetiza principalmente en el higado, si bien, también se
expresa en otros tejidos como intestino, rindn o colon, y se encuentra
unida a la membrana interna del reticulo endoplasmatico.”’

La UDPGT pertenece a una amplia superfamilia de enzimas de
la que existen dos familias, UDPGT1 y UDPGT2, que a su vez se divide
en tres subfamilias, UDPGT1A, UDPGT2A y UDPGT2B. Esto da lugar a
alrededor de 20 isoenzimas con una similitud estructural de
aproximadamente el 60%.”' Cada isoenzima es especifica para un
grupo de sustratos. Aunque algunos de estos pueden ser metabolizados
por varias isoenzimas, suele haber uno predominante. Esto provoca que
cuando una de estas isoenzimas no se expresa adecuadamente pueda
dar lugar a transtonos metabdlicos como algunas hiperbilirrubinemias
(enfermedad de Gilbert).”

En cuanto a la interaccion de ésta enzima con los AINEs, se han
identificado a las isoenzimas UDPGT1A3 y UDPGT2B7 como las
principales responsables de la glucuronizacion de la mayoria de los
AINEs.”

Parte lI: Antiinflamatorios no esteroideos

1.3. Perspectiva historica

Desde la época de la medicina griega hasta la mitad del siglo
XIX, el descubrimiento de agentes medicinales fue catalogado como un
arte empirico, donde se combinaron folklore y creencias mitolégicas
para la utilizacién de productos vegetales y minerales constituyentes de
la farmacopea de la época.
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Ya en el siglo V a.C., Hipdcrates usé el extracto de la corteza y
las hojas de sauce para el tratamiento del dolor y el control de la fiebre.
Celsius (afno 30 a.C.) describi6 los signos de inflamacién
(enrojecimiento, fiebre, dolor e hinchazén) y utiliz6 la corteza de sauce
para aliviarlos.”* En 1763, el reverendo Edmund Stone inici6 el primer
estudio clinico sobre los efectos del extracto de sauce como tratamiento
antifebril, presentando los resultados obtenidos ante la Royal Society en
Londres.”

El ingrediente activo de la corteza de sauce se debe a la salicina
(1828, Johan Andreas Buchner), un glucésido que por hidrdlisis libera
glucosa y alcohol salicilico. Este puede ser convertido, tanto in vivo
como por manipulacién quimica, en acido salicilico (antecedente de la
aspirina), el cual posee propiedades analgésicas y antiinflamatorias. En
1859 Kolbe sintetiza por primera vez el acido salicilico, y es en 1897
cuando Félix Hoffmann descubri6 el &cido acetilsalicilico, principio activo
de la aspirina, que posee propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias.

Tras el descubrimiento de la aspirina se impulsé el desarrollo de
nuevos farmacos de la familia de los antiinflamatorios no esteroideos
(AINES). A partir de la segunda mitad del siglo XX surgen farmacos
como la indometacina (1960), el ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno,
ketoprofeno, carprofeno, benoxaprofeno y otros derivados de los acidos
2-arilpropionicos (1970-80), asi como meloxicam, rofecoxib, celecoxib,
etc (1990).

1.4. Actividad farmacoldgica de los AINES

Los AINES constituyen uno de los grupos de farmacos mas
prescritos en la actualidad. Aproximadamente, a nivel mundial, unos 30
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millones de personas consumen diariamente AINES. En Espafia se
prescribian hace una década més de 27 millones de envases anuales
de estos farmacos.

Los AINES son un grupo de farmacos que poseen actividad
antipirética y analgésica cuando son consumidos en dosis bajas vy
durante cortos periodos de tiempo, y suelen prescribirse para el
tratamiento del dolor leve-moderado. Utilizados en dosis mayores y de
forma continuada poseen actividad antiinflamatoria, siendo utilizados
para el tratamiento sintoméatico del dolor y la inflamacion en
enfermedades como artritis reumatoide, artrosis y otras dolencias. Sin
embargo, aunque los efectos beneficiosos en el consumo de AINES son
notables, también generan efectos adversos en el organismo que
pueden llegar a ser graves cuando se toman de forma continuada, los
cuales; entre ellos cabe destacar fallo renal, anemia, hepatitis, dafo
gastrointestinal (formacién de Ulceras), hemorragias digestivas vy
perforacién.” La aparicion de estos efectos secundarios conduce a la
hospitalizacion de un gran numero de pacientes. Por ejemplo, en EEUU
se producen mas de 100 mil hospitalizaciones graves cada afo
relacionadas con el dafo gastrointestinal; alrededor de un 10% de estos

pacientes hospitalizados mueren.”’

1.4.1. Prostaglandinas: inflamacion y dolor

La inflamacién es una respuesta de caracter protector contra
agentes agresores. Las manifestaciones clinicas de la inflamacion se
producen por los llamados mediadores quimicos. Entre éstos destacan
la histamina, la bradiquinina, el factor activador de plaquetas y los
derivados del &cido araquidénico (AA), conocidos como eicosanoides, a
los que pertenecen las familias de prostaglandinas (PGs), prostaciclina,
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tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs).”® Bajo estimulos fisioldgicos y
en concentraciones normales, las prostaglandinas regulan numerosas
funciones como la coagulacién, el metabolismo 6seo, el desarrollo y
crecimiento del sistema nervioso, la citoproteccion de la mucosa
gastrica, etc. Sin embargo, también juegan un papel importante en
procesos patolégicos como cancer, artritis y Alzeimer, entre otros.”®®

El &cido araquidonico proviene del &cido linoleico de los
alimentos o se ingiere como parte de la dieta, y se encuentra
esterificado a los fosfolipidos de membrana. Frente a una agresion
externa se activa la fosfolipasa A2, la cual hidroliza el enlace éster de

los fosfolipidos, originando la ruptura de la membrana celular con la

Membrana celular

i

) ES“”‘”"’, = Fosfolipasa A2
inflamatorio
. Lipooxigenasa
Acido araquiddnico L Leucotrienos
Ciclooxigenasa l

Vasodilatacién/vasoconstriccién
Dolor e inflamacién

COX-1 -
AINES —| Inhibidores
cox-2— selectivos Broncoconstriccion

Prostaglandinas PGH,
(Intermedio inestable)

<—| Prostaciclinal |Prostag|andinas| |Tromboxano|—> Agregacion plgqyfetas
| Vasoconstriccion

COX-1 l l Ccox-2

Desagregacion plaquetas
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Prostaglandinas citoprotectoras
Proteccién de la mucosa gastrica
homeostasis
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Mediadores del dolor,
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Figura 1.9. Mecanismo de formacion de prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y
leucotrienos a partir de la cascada del acido araquidonico.
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consiguiente liberacion de los mediadores del dolor histamina,
bradiquinina y AA. Este ultimo, por acciéon de la enzima ciclooxigenasa
(COX) genera prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, y por la
via lipooxigenasa genera leucotrienos, todos ellos mediadores de la
inflamacién. En la Figura 1.9 se muestra esquematicamente este

proceso.

1.4.2. Mecanismo de accion de los AINES

El mecanismo principal de accién de los AINES estéa relacionado
con la inhibicién de la enzima COX, responsable de la sintesis de PGs a
partir del AA.>® Esta enzima, tiene como funcién catalizar la biosintesis
de prostaglandinas a partir del acido araquidénico; el primer paso
consiste en la oxidacion de AA para formar PGG,, que tras una posterior
reduccion forma PGH,, la cual es transformada a través de una cascada
de reacciones enzimaticas en los prostanoides primarios PGE,, PGF,,,
PGD,, PGl, y TXA,. Estos juegan un papel importante tanto en
mantener las propiedades fisiolégicas normales en el organismo como
en el proceso inflamatorio.

Existen dos isoformas de COX: COX-1 y COX-2.2% La primera
se expresa de forma constitutiva en casi todas las células del
organismo, como en la mucosa gastrica, tejido renal, plaquetas, etc, y
es responsable de la sintesis de PGs y TXA, con propiedades
citoprotectoras. Sin embargo, COX-2 se expresa de forma constitutiva
en el tejido renal, sinovial y en ciertas células del sistema nervioso
central, pero también lo hace en células donde se ha inducido un
proceso fisiopatoldgico nocivo, promoviendo la rapida formacion de
mediadores de la inflamacion.?*® Asi pues, COX-2 es la principal
responsable de los procesos inflamatorios. Por el contrario, también
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parece ser que esta implicada en la produccion de prostaciclina (PGl,),
una prostaglandina vasodilatadora y antitrombética.

En general, se puede decir que COX-1 es responsable de la
sintesis de prostaglandinas citoprotectoras, mientras que COX-2 se
relaciona con la sintesis de prostaglandinas nocivas para el organismo.
Por esta razén, se cree que los efectos adversos gastrointestinales
derivados por el consumo de AINES no selectivos de COX son
producidos por la inhibicion de COX-1, mientras que sus propiedades
como antiinflamatorios se deben a la inhibicién de COX-2 (Figura 1.10).

Acido Araquidénico

COX-1 COX-2
* AINES no selectivos de COX *
PGs PGs

| l

Proteccion de la mucosa gastrica Mediadores del dolor,
Homeostasis inflamacién y fiebre

{ {

Dano gastrointestinal Efecto antiinflamatorio

Figura 1.10. Mecanismo general de inhibicion de COX-1 y COX-2 por accion
de AINES no selectivos de COX.

1.4.3. Los AINES como inhibidores de COX

Los inhibidores de las ciclooxigenasas se pueden clasificar en
cuatro tipos:

1- Los que inhiben de forma irreversible tanto a COX-1 como a
COX-2, como por ejemplo la aspirina, que produce la acetilacion
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selectiva del grupo hidroxilo de un residuo de serina en la posicion 530
en ambas isoenzimas.®

2- Aquellos que producen una inhibicion competitiva reversible
de ambas isoformas. El ibuprofeno o el mefenamato forman parte de
este grupo.

3- Los que llevan a cabo una inhibicion lenta y dependiente con
el tiempo de COX-1y COX-2. Ejemplo de éstos son los derivados de los
&cidos 2-arilpropiénicos (como el flurbiprofeno) y la indometacina.®’

4- Finalmente, los que dan lugar a una inhibicion selectiva de
COX-2 en un proceso lento y dependiente del tiempo. En este grupo se

encuentran los coxibs, como celecoxib, rofecoxib, etc.®®
1.5. Acidos 2-arilpropionicos

Los acidos 2-arilpropidnicos son farmacos antiinflamatorios no
esteroideos de uso comun para el tratamiento de la inflamacion, fiebre,
dolor asociado a la artritis reumatoide, osteoartritis, danos leves en los
tejidos, como tendinitis y bursitis, prevencion de migrafias, etc.?*

La estructura general de estos farmacos se muestra en la Figura
1.11. Poseen un grupo Ar que puede ser de distinta naturaleza
(naftaleno, bifenilo, benzofenona, benzoiltiofeno, etc) y otra parte

propionica con un centro quiral que puede ser (S)- o (R)-.
CH,4
Ar *SoR
COOH

Figura 1.11. Estructura general de los acidos 2-arilpropionicos.
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Generalmente, el enantibmero (S)- es el farmacolégicamente
activo,” si bien, la mayoria de ellos se comercializa en su forma
racémica, razén por la cual se suelen llevar a cabo los estudios de
interaccion con ambos enantiomeros. Algunos de estos farmacos son
capaces de absorber la luz solar y de inducir la produccion de
reacciones fototéxicas y fotoalérgicas, generando dafios en la piel.*® Los
sintomas clinicos de fototoxicidad incluyen quemaduras de la dermis,
eritema, edema, hiperpigmentacién, descamacion, etc.**

En la Figura 1.12 se muestran las estructuras quimicas de
algunos farmacos de la familia de los acidos 2-arilpropiénicos.

COOH

Ketoprofeno (KPF) S
OO COOH ) COOH
H;CO

Naproxeno (NPX)

F O COOH Acido Tiaprofenico (ATP)

®

0] Flurbiprofeno (FBP)

H
S N
OO CJ\O)\(\_R COOH
Cl
Suprofeno (SP) Carprofeno (CPF)
COOH

Ibuprofeno (IBP)

Figura 1.12. Estructura quimica de algunos farmacos pertenecientes a la

familia de los acidos 2-arilpropidnicos.

Entre estas estructuras se resalta el acido 2-(2-fluoro-1,1’-bifenil-4-il)
propanoico, comunmente llamado flurbiprofeno (FBP), objeto de estudio
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en esta tesis doctoral. Posee actividad analgésica, antiinflamatoria y
antipirética, y se utiliza para el tratamiento de varias enfermedades
como la artritis reumatoide, osteoartritis, desordenes oftalmicos, etc.*>?’
Se trata de un compuesto quiral y aunque los acidos arilpropionicos se
usan comunmente como racémicos, un comportamiento diferente en su
biotransformaciéon enzimatica o en la unién a proteinas transportadoras
de los enantibmeros puede resultar en wuna farmacocinética
enantioselectiva.’”*® Se absorbe bien después de administracién oral,
se encuentra completamente unido a proteinas plasmaticas a
concentraciones terapéuticas y se excreta esencialmente como el

correspondiente acil glucurénido (FBPGluc) en la orina.*

Parte lll: Metabolismo

1.6. Aspectos generales

Las células viven mientras existe la posibilidad de recambio de
materia con el medio externo; el conjunto de reacciones que se realiza
durante ese tiempo es el metabolismo. Esta palabra viene del término
griego “metabolismds” que significa cambio. El metabolismo representa
la suma de cambios quimicos que convierten a los nutrientes, la materia
prima necesaria para alimentar a los organismos vivos, en energia.'®
Consta de cientos de reacciones enzimaticas organizadas en distintas
rutas. Estas rutas ocurren paso a paso, transformando sustratos en
productos finales a través de una gran cantidad de intermedios quimicos
especificos. En el metabolismo la inmensa mayoria de las reacciones

estan catalizadas por enzimas, y ademas, ocurren en secuencias en las
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que al menos uno de los pasos esta regulado y es irreversible. Estas
vias metabdlicas, si son cerradas, son denominadas ciclos metabdlicos.
Las vias metabdlicas se regulan al alterarse la actividad o cantidad de
alguna enzima, y también al verse controlado el paso a través de una
membrana de algiin metabolito involucrado en la via en cuestién.'®

El metabolismo tiene dos vertientes: el anabolismo y el
catabolismo. Las rutas catabdlicas son productoras de energia mientras
que las rutas anabdlicas son consumidoras de energia. Estos 2
procesos son contrarios, pero se complementan y no pueden existir el
uno sin el otro.'’

El catabolismo posibilita la formacion de ATP y la oxidacion de
compuestos de mayor complejidad estructural (carbohidratos, lipidos y
proteinas) obtenidas bien del medio ambiente o bien de las reservas
celulares, en compuestos mas simples (acido lactico, etanol, dioxido de
carbono, urea 0 amoniaco). Es un proceso normalmente exergdnico, y a
menudo la energia quimica liberada es capturada en forma de ATP.'®

El anabolismo es un proceso sintético en el cual se ensamblan
biomoléculas complejas (proteinas, acidos nucléicos, polisacaridos y
lipidos) a partir de precursores mas simples. Esta biosintesis implica la
formacion de nuevos enlaces covalentes, por lo que es necesario el
aporte de energia quimica para llevar a cabo dichos procesos
endergbnicos. Esa energia la recoge de las moléculas de ATP
generadas durante el catabolismo.

Cabe destacar que catabolismo y anabolismo ocurren
simultaneamente en la célula. Las rutas metabdlicas competidoras a
menudo estan localizadas en compartimentos celulares diferentes, de
esa forma, aislando procesos opuestos en diferentes compartimentos se
evitan interferencias entre ellos. Por ejemplo, las enzimas responsables

del catabolismo de &cidos grasos, la ruta de oxidacién de acidos grasos,
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se encuentran en la mitocondria. Por el contrario, la biosintesis de

4cidos grasos tiene lugar en el citosol."

1.7. Metabolismo de farmacos: Farmacocinética y

farmacodinamica

En el metabolismo de farmacos hay un concepto muy importante
que es el de biodisponibilidad. Este hace referencia a la fraccién de
farmaco administrada que es capaz de alcanzar su diana farmacolégica.
Debido a la dificultad para calcular esa fraccidén, en la préactica, la
biodisponibilidad es la parte del farmaco que aparece en el plasma. Esto
forma parte de dos aspectos mas generales como son la

farmacocinética y la farmacodinamica.'’

Farmacocinética

Es la ciencia que describe los movimientos de un farmaco en el
organismo. Este movimiento estd influenciado por cuatro procesos
diferentes pero interrelacionados entre ellos:

Absorcion: Es el proceso mediante el cual una molécula de
farmaco pasa del sitio donde se administra hasta el flujo sanguineo.
Cuando el farmaco se administra por via intravenosa es absorbido al
100% (biodisponibilidad del 100%), mientras que cuando se administra
por otras vias como oral, subcutanea, etc., su grado de absorcion se ve
afectado por muchos factores incluyendo el grado de disolucion, el
metabolismo antes de la absorcion o la capacidad de atravesar el tracto
gastrointestinal.

Distribucion: Es el proceso mediante el cual el farmaco se
transporta por el torrente sanguineo hasta su sitio de accién, incluyendo
fluidos extracelulares y/o células de tejidos y érganos. Entre los factores
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que afectan a la distribucién de un farmaco se encuentran el flujo
sanguineo, la wunion a proteinas plasmaticas, ui6on a tejidos,
liposolubilidad, pH/pK, y la permeabilidad de membrana.

Metabolismo: Es el proceso por el cual el organismo transforma
un farmaco en una sustancia quimica activa, inactiva o téxica. Se
pueden dar varios casos: a) farmaco no activo (profarmaco) que se
activa mediante el metabolismo. Un ejemplo es la aspirina. El &cido
acetilsalicilico se desacetila generando el &cido salicilico que es el
principio activo; b) farmacos activos cuyos metabolitos también poseen
efectos farmacologicos. Es el caso de numerosos psicofarmacos como
el diazepan (el desmetildiazepan también es activo); ¢) farmaco activo y
de baja toxicidad pero metabolito mucho mas téxico. Esto sucede con el
paracetamol que tiene un metabolito acetiiado marcadamente
hepatotdxico.

Como ya se describié anteriormente los cambios metabdlicos se
producen mediante dos tipos de reacciones que frecuentemente son
secuenciales y que se conocen como las reacciones de fase 1y de fase
2.

Eliminacion: Es la extraccién irreversible de un farmaco y/o su
metabolito de la circulacién sistémica. El proceso de eliminacion ocurre
normalmente en el rindn y si no es completa, la acumulacion del
farmaco y/o metabolito puede producir efectos adversos. Otras rutas de
eliminacion incluyen pulmones (exhalacién), piel, saliva y glandulas

mamarias.

Figura 1.13. Procesos involucrados en la farmacocinética.
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Farmacodinamica

Es la relacién entre la concentracion de farmaco en el sitio de
accion y la respuesta farmacoldgica, terapéutica o téxica en ese sitio de
accion. A menudo es dificil medir la concentracién de farmaco en el sitio
de accion, por lo que se hace esencial la relacion
farmacocinética/farmacodindmica para entender y relacionar la
concentracion de farmaco en la sangre u otro fluido biolégico con su
respuesta farmacologica, terapéutica o téxica.

1.7.1. Metabolismo del Flurbiprofeno

En general los AINES se absorben bien en el tracto
gastrointestinal, a excepcién de algunos, como la aspirina, que
experimenta una hidrélisis presistémica para formar acido salicilico.*
Esta familia de farmacos se unen fuertemente a las proteinas
plasmaticas (fundamentalmente a la albumina), lo que limita su
distribucion en el organismo a los espacios extracelulares. La
eliminacion de los AINES depende en gran medida de una
biotransformacion hepatica y la excrecién renal del farmaco sin cambios
normalmente es pequefa (< 5% de la dosis administrada).

En cuanto al flurbiprofeno, se detalla a continuacion su
farmacocinética:

*  Absorcién

Es rapidamente absorbido tras la administracion oral de una o
varias dosis, consiguiéndose el maximo de concentraciéon a 1.5-3 h
después de la ingestion.'®'® La concentracion maxima en sangre se
reduce cuando FBP se toma con las comidas, pero la cantidad
absorbida no se ve afectada.'®
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*  Distribucion
El FBP se distribuye en el fluido sinovial: a las 6h de una dosis
oral de 100 mg, la concentracién sinovial es comparable con la

concentracion  plasmatica.'®

A concentraciones terapéuticas, se
encuentra unido, al menos, en un 99% a proteinas plasmaticas'® y su
volumen de distribucion aparente es de alrededor de 0.1 I/kg.
*  Eliminacién
Una vez en el organismo, es metabolizado por el higado en dos
fases. En la primera se le introducen grupos hidroxilos en varias
posiciones del grupo bifenilo dando lugar a los derivados 4’-hidroxi, 3’-

hidroxi-4' metoxi y 3',4’-dihidroxi.'® (Figura 1.14).

Me Me
S “COOH S T“COOH
HO
F F
HO HO
4’- hidroxi-flurbiprofeno 3’,4’-dihidroxi-flurbiprofeno

N
()

2]

COOH

HO

HyCO

3’-hidroxi- 4’-metoxi-flurbiprofeno

Figura 1.14. Estructuras de los metabolitos de fase | del flurbiprofeno

El principal metabolito del FBP es el 3-1-O-acil glucurénido que
es producto de la conjugacion con el acido D-glucurénico durante la
fase Il de la ruta metabdlica principalmente en el higado (aunque
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también lo hace en otros érganos como el rifidn o el intestino) (Figura
1.15).911% Este importante proceso biolégico, que es catalizado por la
UDPGT,®"" """ 112 gnera  como una ruta de desintoxicacion
incrementando la hidrofilicidad del farmaco original, y de esa forma,

permitiendo su eliminacién final por la orina o la bilis.""®'"

OH
(25)-FBPGluc

Figura 1.15. Estructura 1-O-acil-D-glucurénido de flurbiprofeno

La cantidad de farmaco excretado por la orina sin transformar,
mas el metabolizado coincide con la dosis administarda. En todos los
casos, del 60 al 70% de estos compuestos estan presentes en la orina
en su forma conjugada de glucurénido o sulfato. La vida de media de
eliminacion del FBP es de 3 0 4 horas y no parece ser muy diferente en

tratamientos de larga duracién.'>'"

COOH

i 4 UDPGT
—FP OCH, NH
e
5
o}
Sh 5
UDPGA

Figura 1.16. Biosintesis del 3-1-O-acil glucurénido en el organismo

La biosintesis del B-glucurdénido es una reacciéon en la que el acido

glucurénico se encuentra en forma de &cido uridino difosfoglucuronico,
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UDPGA. En este proceso, la enzima (UDPGT) cataliza una reaccién de
sustitucion nucleofilica, SN,, que transcurre con inversion de la
configuracién en C1 del &cido glucurénico convirtiendo el acido a-D-
glucurénico en UDPGA a &cido B-D-glucurénico en el conjugado.
Ademas, no es posible una interconversioén entre los dos anémeros del
acido glucurénico, ni en la UDPGA ni en el conjugado formado (figura
1.16).

Los acil glucurénidos son moléculas muy reactivas que pueden
dar lugar a varias reacciones que son altamente dependientes del pH y
de la temperatura. El primer caso del que se tiene constancia es el de la
bilirrubina, que tras reagrupamiento por migracién del grupo acilo, da
lugar a un isémero que es resistente a la p-glucuronidasa. Ademas, mas
adelante se comprobé que este isémero era el responsable de la unién
covalente de la bilirrubina a la ASH en enfermedades hepatobiliares.
Desde el punto de vista del desarrollo de nuevos farmacos es
importante conocer la posible toxicidad asociada a los metabolitos de
éstos. En condiciones fisiolégicas, la reaccibn mas comun es la
hidrélisis para dar lugar al farmaco de partida. Este proceso puede ser
catalizado por varios agentes (B-glucuronidasas, estereasas, etc.)
resultando en un ciclo futil, ya que la eliminaciéon del plasma es el
resultado de la competicion entre la conjugacién del farmaco, la
desconjugacion del glucurénido (hidrdlisis) y la eliminacion renal. El
proceso de hidrélisis es muy dependiente del pH y de la temperatura. A
pH fisioldgico o superior aumenta la posibilidad de que se produzca la
hidrélisis mientras que a pH mas acidos el proceso que predomina es el
de reagrupamiento.

Como se mencion6 con antelacion, este proceso de
reagrupamiento puede dar lugar a que el glucurénido se una
covalentemente a la ASH, fundamentalmente mediante la reaccion de
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Amadori a través de un intermedio tipo imina, formando un aducto que
puede provocar reacciones adversas en el organismo como efectos

coleostaticos, anafilacticos, etc.

Parte 1V: Aspectos generales

1.8. Fotolisis de Destello Laser

A mediados de los afios 60 aparecié el primer trabajo sobre
fotélisis de destello laser (FDL).""” En él, Lindqvist aprovecho el pulso de
un laser de N, (337 nm) para detectar el estado excitado triplete de la
acridina.

Se utiliza un laser pulsado para excitar una muestra y generar
los diferentes estados excitados. Inmediatamente después del pulso de
laser se registra el espectro de absorcion de las especies generadas
mediante una lampara UV-Vis. El sistema de deteccion consta de un
monocromador y un fotomultiplicador que envian la sefal a un
osciloscopio para registrarla y mandarla a un ordenador para su
posterior tratamiento.

Con esta técnica se obtienen datos de absorcion frente a
tiempo a una longitud de onda determinada. Este tipo de registro nos
permite estudiar la cinética de desactivacion de los estados excitados
generados y obtener informacion valiosa sobre dichos estados, como su
tiempo de vida. Ademas, monitorizando la sefial a muchas longitudes de
onda se puede construir el espectro de absorcion de las diferentes
especies transitorias presentes en el medio.

Para el uso de esta metodologia es necesario que se cumplan

una serie de requisitos:
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- El compuesto tiene que absorber luz a la longitud de onda de
excitacion del laser.

- Tras la irradiacion, se generen intermedios (tripletes, radicales
libres, iones radicales, birradicales, carbocationes, etc.) facilmente
detectables: que absorban en la regién UV-Vis y vivan en una escala de
tiempos de nano/microsegundos.

- La irradiacién de la proteina no produce ninguna sefal, al
menos en la misma region donde lo hagan los intermedios del
compuesto.

- El producto ¢r-er permanece constante.

1.9. Antecedentes bibliograficos inmediatos

El conocimiento de las interacciones farmaco/proteina es
fundamental para comprender la biodistribucién, el metabolismo, la
eliminacion y el efecto farmacolégico de los farmacos en el organismo.
El numero de técnicas utilizadas para la realizacién de este tipo de
estudios es muy amplio y variado. Entre las més destacadas se
encuentran: dicroismo circular, ultracentrifugacion, didlisis de equilibrio,
cromatografia liquida, electroforesis capilar, cristalografia de rayos X,
fluorescencia por desactivacion del Trp, etc. El uso de estas técnicas
ofrece  ventajas, pero también algunos inconvenientes vy
limitaciones.''®'"®

Algunos de los métodos mas frecuentemente utilizados para
estudiar las interacciones farmaco/proteina se describen brevemente:
con el método de ultracentrifugacion se puede determinar la masa
molecular de una proteina, la estequiometria de formacién de complejos

macromoleculares, la afinidad de un sustrato por la macromolécula, etc.
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El fundamento de esta técnica se basa en la determinacion de la
velocidad de sedimentacion de las macromoléculas, las cuales son
sometidas a un campo centrifugo elevado tal que la fuerza de
centrifugacién es mayor que la de difusion, por lo que existe un
transporte neto de materia hacia el fondo de la celda. Permite fraccionar
las moléculas en base a las diferencias en coeficiente de
sedimentacion, que es funcion de la masa, densidad y la forma
macromolecular. También es posible estudiar el equilibrio de
sedimentacién, donde las muestras se someten a campos centrifugos
moderados hasta que se igualan las fuerzas opuestas de centrifugacion
y difusién. Esta permite realizar un analisis cuantitativo de las
asociaciones que dan lugar a la formacibn de complejos
macromoleculares. Sin embargo, en cuanto a las limitaciones que
implica el uso de esta técnica, se pueden indicar la del seguimiento de
un procedimiento experimental complejo y laborioso, donde se
requieren horas (15-24h) para la adquisicion de datos de un Unico
experimento. Ademads, se debe tener en cuenta un gran numero de
diversos factores a la hora de realizar un ensayo experimental, lo cual
dificulta la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

La electroforesis capilar se utiliza generalmente para la
separacion de péptidos y proteinas. El fundamento del mecanismo de
separacion se basa en la aplicacion de un campo eléctrico donde la
electroforesis se realiza en un tubo capilar, produciéndose una eficaz
separacion de los analitos basdndose en la relacibn carga/masa de
estos. Es una técnica de uso general, pero ofrece ciertos problemas de
reproducibilidad.

En la bibliografia se encuentran muy pocos trabajos
relacionados con el uso de la técnica de fotdlisis de destello laser para
estudiar las interacciones entre farmacos y proteinas. Ejemplo de ello
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son los estudios del farmaco carprofeno en ASH,'®® nabumetona en
ASB,"?' nafazolina en ASB'? o ketoprofeno en ASB.'® La interaccion
del carprofeno (AINE perteneciente a la familia de los acidos 2-
arilpropionicos) con ASH es uno de los primeros casos donde se
observé una interaccion estereoselectiva entre el estado excitado

triplete del farmaco y la proteina.'®

Se observd que existe
estereodiferenciacion en diferentes procesos: 1) en la desactivacion del
estado excitado triplete del carprofeno, 2) en la formacion del
fotoproducto mayoritario del farmaco, que corresponde al producto de
fotodeshalogenacion, 3) en la formaciéon de un enlace covalente
fotoinducido con ASH, y 4) en la ocupacion del sitio de unién de mayor
afinidad del farmaco con la proteina (sitio Il), donde el enantiomero (S)-
se une mas eficazmente a este sitio que su homologo (R)-.
Recientemente se han caracterizado mediante técnicas de
fluorescencia y FDL los estados excitados del FBP y FBPMe'** asi
como su interaccion con ASH y ASB'®® obteniéndose los siguientes
datos. El espectro UV-vis presenta una banda de absorcion con un
maximo a 246 nm y un hombro a 274 nm. Tienen un maximo de emisién
de fluorescencia a 310 nm. En lo referente a FDL (Aex.=266 nm), ambos
muestran una banda de absorcion triplete-triplete centrada a 360 nm vy

un tr en atmésfera de aire y PBS como disolvente de 1.5 ps.

Tabla 1.2. Datos fotofisicos de FBP y FBPMe (entre paréntesis) en
disolucién de PBS con Aexc = 266 nm.

Medio OF Tr (nS) Tr (Hs)

N, |0.15(0.20) | 0.7(1.2) | 106(87.4)

Aire |0.12(0.17) | 0.6(0.9) | 1.5(1.5)
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En cuanto a los trabajos de interaccion con la proteina,'® se han
determinado los tiempos de vida de FBP y FBPMe dentro de ASH vy

ASB, asi como el porcentaje de ocupacion de ambos sustratos en los
sitios de unién de las proteinas (tabla 1.3 y 1.4).

Tabla 1.3. Tiempos de vida de triplete de FBP y FBPMe en ASH y ASB.

ASH ASB
FBP FBPMe FBP FBPMe
S R S R S R S R
Libre 15115 |15 | 15 |15 | 15 | 15| 15
Sitio | 11.2]110.2 314 | 1576|108 | 6.6 | 19.3 | 19.7
Sitio Il 359| 39 | 41 | 166 | 865|586 | 46 | 2.8

Tabla 1.4. Porcentaje de ocupacién de FBP y FBPMe en ASH y ASB a relaci6 molar

1:1.

ASH ASB
FBP FBPMe FBP FBPMe
S R S R S R S R
Libre 20 | 15 0 0 22 8 32 | 25
Sitio | 28 | 32 | 68 65 33 | 35 | 43 | 48
Sitio I 52 | 53 | 32 35 45 | 57 | 26 | 27
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2.1. Objetivos

A la luz de los resultados obtenidos previamente en el grupo
estudiando las interacciones entre flurbiprofeno y albiminas séricas
humana y bovina, el objetivo del presente trabajo consiste en ampliar
los campos de aplicacion de la técnica de fotdlisis de destello laser.

Para ello se plantean diferentes situaciones en las que la
interaccién farmaco-proteina resultara clave y analizar el problema
mediante espectroscopia de absorcion transitoria.

Como sustratos para los diferentes estudios se han
seleccionado, ademés de FBP y FBPMe, el glucuronido del mismo
(FBPGiluc), sintetizado en varios pasos a partir de FBP.

La técnica de fotdlisis de destello laser es muy sensible, capaz
de detectar las especies transitorias que genera el sustrato por
absorcién de luz a concentraciones muy bajas (de hasta 10° M).
Ademas es un método sencillo y de rapida ejecucién y ofrece resultados
altamente reproducibles y de facil procesado.

Concretamente se han planteado los siguientes objetivos
especificos:

- Estudiar la interaccién de FBP, FBPMe y FBPGluc con
albuminas séricas de distintas especies. Es conocida la similitud
estructural entre las AS de distintas especies, pero también que pueden
tener diferentes comportamientos en cuanto a su interaccidn con
farmacos. Por ello se aplicara la técnica FDL al estudio de interaccion
de los tres ligandos con las albuminas séricas de conejo, perro, cerdo,
oveja y rata, debido a que estas especies son regularmente utilizadas
en estudios de nuevos farmacos.
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- Una vez sintetizado FBPGluc, se utilizara para estudiar la
actividad glucuronidasa de las diferentes albiminas. Este es un proceso
que puede tener importantes implicaciones biolégicas en cuanto a
posibles efectos nocivos relacionados con la eliminacién del farmaco del
organismo. Se hara uso de los conocimientos previos de la interaccion
FBP-AS en el estado excitado para cuantificar la cantidad de FBPGluc
hidrolizado por cada proteina.

- Ofra situacién de gran relevancia biolégica planteada es el
estudio de la interaccion de los sustratos con dos proteinas
transportadoras diferentes presentes simultaneamente en el medio. La
a-glicoproteina acida humana es una proteina transportadora presente
en distintos fluidos y tejidos que en determinadas condiciones (como
procesos inflamatorios) es capaz de competir con ASH en su interaccion
con farmacos. De esta forma, la técnica de FDLsera aplicada al estudio
de las interacciones de FBP, FBPMe y FBPGIluc en sistemas binarios
conteniendo ASH y AAG presentes simultaneamente.

- Por ultimo, se estudiara la viabilidad de esta metodologia para
la determinacién de la composicién enantiomérica de mezclas de los
enantiomeros de FBP y FBPMe. Se llevard a cabo un analisis de
mezclas de composicién conocida usando las albuminas séricas como

selectores quirales.
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Interaccion

con ASs

Ligando Interaccion

Actividad

con ASH y AAG
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+
Proteina

glucuronidasa

Composicién

enantiomérica

Figura 2.1. Esquema de los objetivos de ésta tesis
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3.1. Introduccion

Como se ha expuesto en la introduccién, profundizar en el
conocimiento sobre como se produce la interaccion entre xenobidticos y
albumina sérica es de gran importancia desde el punto de vista de la
farmacocinética, la farmacodinamica y la toxicidad asociada a cualquier
sustancia.

Los antiinflamatorios de la familia de los acidos 2-arilpropiénicos
se unen preferentemente al sitio Il de ASH en algunos casos de forma
estereoselectiva. Para FBP, también se encuentra descrito que el sitio
de mayor afinidad es el sitio |l de la proteina; habiéndose encontrado
cierto grado de estereoselectividad con la ASB pero no con la ASH."” En
cambio, FBPMe se une principalmente al sitio | y tiene una gran
estereoselectividad con ASH pero no con ASB.

O O COOH

COOMe

FBPGluc

Figura 3.1. Estructuras de los ligandos estudiados
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En cuanto a FBPGluc, su interaccion con ASH y ASB se
estudiara por primera vez a lo largo de este capitulo.

La diferencia en el comportamiento de estos ligandos en su
union a estas dos proteinas a pesar de su similitud estructural, nos lleva
a interesarnos por la interaccidén de estos compuestos con albuminas de
otras especies como el cerdo (ASCe), la oveja (ASO), el conejo (ASC),
el perro (ASP), y la rata (ASR), también usadas en ensayos de nuevos
farmacos y con una alta similitud estructural entre ellas.

Para estudiar estas interacciones se usé la técnica de fotdlisis de
destello laser (FDL). Los estados excitados triplete de FBP, FBPGluc y
FBPMe son muy sensibles al medio, por lo que pueden ser de gran
utilidad para examinar las posibles diferencias en los microentornos que
cada AS proporciona al farmaco.' Asi, se obtendran los tiempos de
vida de triplete (tr) de FBP, FBPGluc y FBPMe dentro de cada albumina
a partir de las curvas de desactivacién; mediante un andlisis de
regresion de dichas curvas se establecera la distribucion del sustrato en
los sitios de unién de las proteinas.
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3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Datos fotofisicos de FBPGluc

Con anterioridad a ésta tesis se caracterizo la fotofisica de FBP y
FBPMe cuyos datos se muestran en la introduccion (Tabla 1.2). En
cuanto a FBPGluc, su fotofisica ha sido estudiada a lo largo de esta
tesis. Su espectro UV-Vis fue muy similar al de FBP y FBPMe, ya que el
croméforo dominante continua siendo el bifenilo. ElI espectro de
fluorescencia de FBPGiluc, al igual que el de FBP y FBPMe, también

resulto tener un maximo a 310 nm (Figura 3.2).

350000
Pexc = 266 NM
300000

250000+

Intensidad

200000+

1500001

100000+

50000+

0

00 35 400 450
A (nm)

Figura 3.2. Espectro de flurescencia del S-FBPGluc en PBS, aire (Aexc = 266
nm).

En los experimentos de FDL, se encontrd6 una banda de
absorcion triplete-triplete centrada a 360 nm con un tr de 1.8 Us (Aexe=

266 nm, PBS, aire) (Figura 3.3).

63



Capitulo 3. Interacciones FBP, FBPGIluc FBPMe/AS

0.0301

AOD

0.0157

0.0001

350 400 450 500 550 600
A/nm

Figura 3.3. Fotdlisis de destello laser (Aexc = 266 nm, PBS, pH = 7.4, aire) de
(2S)-FBPGiluc. A. Espectro de absorcion de obtenido 0.5 ps después del pulso de laser.
B. Curva de desaparicion monitorizada a 360 nm.

Una vez caracterizados los estados excitados triplete en
ausencia de proteina, se procedi6 al estudio de interaccion de éstos con
las diferentes SAs. Se utilizaron los dos enantiomeros de cada sustrato
por separado, con el fin de determinar una posible estereodiferenciacion

en la interaccion con la proteina.
3.2.2. Sistemas flurbiprofeno/albumina sérica

Se comenz6 con el estudio por FDL del (S) y (R)-FBP en
presencia de las albuminas de las diferentes especies. Para ello se
prepararon disoluciones en tampén fosfato (PBS 0.01 M, pH = 7.4) de
(S) y (R)-FBP con AS a diferentes relaciones molares comprendidas
entre 4:1 y 0.8:1. En todo este rango, la concentracion de FBP se
mantuvo constante (2.5 x 10° M), variando la de AS. Tras excitacién a
266 nm en aire, se obtuvo la banda correspondiente al primer estado
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Figura 3.4. Curvas de desapariciéon normalizadas de (S) y (R)-FBP (Negro) y
de las mezclas 4:1 (Rojo), 2:1 (Verde) y 0.8:1 (Azul), tras FDL (Aexc = 266 nm, Amon = 360
nm) en presencia de distintas AS: A- S-FBP/ASCe, B- R-FBP/ASCe, C- S-FBP/ASO, D-
R-FBP/ASO, E- S-FBP/ASC, F- R-FBP/ASC, G- S-FBP/ASP, H- R-FBP/ASP, I- S
FBP/ASR, J- R-FBP/ASR
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excitado triplete del FBP centrada a 360 nm. Se realizd un
andlisis de regresién de la cinética de desactivaciéon de dicho estado
triplete para todas las disoluciones.

A diferencia de la situacién en la que no hay proteina (ley
monoexponencial, Tt = 1.5 ps), en presencia de ASs las curvas de
desaparicién fueron mas largas (figura 3.4) y se ajustaron con la

ecuacion ec. 1.

AOD =A0D, + A, 4 4 7)o g ) (ee. 1y

donde AOD es la absorbancia del estado excitado, 1., T, y 1) son
los tiempos de vida de triplete libre y unido sitio Iy Il, y A, Ajy A; los
correspondientes factores preexsponenciales.

En todos los casos se observa un incremento del tiempo de vida
dentro de la proteina, que se puede atribuir a una mayor proteccién del
estado excitado del FBP en ese microentorno frente al ataque de
diversos reactivos, como oxigeno u otra molécula de FBP, entre otros.

Tras el ajuste de estas curvas de desaparicidn, se pueden
observar dos comportamientos bien diferenciados atendiendo a la
especie de la albumina sérica usada.

En ASCe y ASO a proporciones molares 1:1 o superiores se
necesita un ajuste multiexponencial con tres componentes, siempre con
una componente de 1.5 pus, lo que indica que existe FBP libre en
disolucién. Por debajo de la relacién 1:1, es necesario una funcién con
dos términos monoexponenciales. No se encuentra la componente de
1.5 ps, lo que indica la ausencia de FBP libre. Las otras dos
componentes de los ajustes se asignan a FBP unido a sitio |
(componente minoritaria) y sitio Il (componente mayoritaria) de la

albumina correspondiente.
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En la tabla 3.1 se muestran los tiempos de vida de triplete
encontrados para los sistemas FBP/ASCe y FBP/ASO obtenidos
haciendo uso de la ec. 1.

Tabla 3.1. Tiempos de vida de triplete (us) del FBP unido a ASCe y ASO.

ASCe ASO
S R S R
Libre 1.5 1.5 1.5 1.5
Sitio | 6.5 6.8 6.5 8
Sitio Il 44.5 45 54.5 62

Un comportamiento diferente presentan ASC, ASP y ASR; en
estos casos es necesario a relaciones molares superiores a 1:1 un
ajuste con Unicamente dos componentes, por debajo de esa relacion
una funcion monoexponencial es suficiente (excepto para ASP que
sigue necesitando dos monoexponenciales por debajo de la relacidon
1:1) pero con un tiempo de vida muy superior a 1.5 us.

En este caso, la asignacion de los diferentes tiempos de vida con
los sitios de unién fue la siguiente: el tiempo de vida de 1.5 pus
corresponde, evidentemente, a la especie libre, mientras que el tiempo
largo corresponde a FBP en un sitio de unién de esas proteinas, lo que
indica que FBP sdélo se une a un sitio de estas proteinas. Por tanto en

este caso el término A,e("”') serfa nulo.

En la tabla 3.2 se muestran los tiempos de vida para ASC, ASP y ASR.

Tabla 3.2. Tiempos de vida de triplete (us) del FBP unido a ASC, ASP y ASR.

ASC ASP ASR
R S R
Libre 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Unido 18 21 27 24.5 18 19.5
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Fijando los tiempos de vida en la ec. 1 se pueden obtener los
valores de los factores preexponenciales A, A, y Ay, que estan
relacionadas con el porcentaje de (S)- o (R)-FBP libre en disolucién o
dentro de los sitios de unién. Asi, la cantidad de farmaco libre se
determiné segun:

AL
%FBP, =———x100 (ec.2)
A, +A4,+4,

S RS R SRS RS R S RS R S RS RS R

100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0%
0%
41 31 21 11 081 41 31 21 14 084
FBP/ASCe FBP/ASO
s S RS R S RS RS R
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
4:1 3:1 21 11 0.8:1 4:1 3:1 21 1 0.8:1
FBP/ASC FBP/ASP

S R S R S RS RS R
100%

80%
60%
40%

20%

0%

4:1 3:1 21 1 0.8:1
FBP/ASR

Figura 3.5. Porcentaje de (S)- y (R)-FBP libre (Azul), unido a sitio | (Naranja) y sitio Il
(Verde) de ASCe, ASO, ASC, ASP y ASR
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Teniendo en cuenta que el sitio de mayor afinidad para el FBP
en la albumina sérica es el sitio I, la componente mayoritaria del ajuste
anterior se ha asignado a FBP en sitio Il y la minoritaria a FBP en sitio I.
La figura 3.5 muestra los valores de ocupacién de FBP en las diferentes
albdminas séricas.

Para corroborar las asignaciones propuestas de sitio | y sitio I,
se realizaron experimentos de FDL pero introduciendo sondas de
desplazamiento con una afinidad conocida por cada sitio de unién de la
proteina. En concreto se adicioné ibuprofeno (IBP), como ligando
especifico de sitio Il, con relacion molar FBP/AS/IBP 0.7:1:1. Tras
someter estas mezclas a FDL y obtener las correspondientes curvas de
desaparicién, se determinaron los valores de ocupacion de los
diferentes sitios de unién fijando los tiempos previamente calculados.
Como se puede observar en la tabla 3.3, la adicion de IBP a las mezclas
con ASCe y ASO, en las que el FBP se une a dos sitios, provoca la
disminucién de la componente de mayor tiempo de vida y el aumento de
la otra componente. Ademas, no se observa la componente de 1.5 ps lo
que indica que todo el FBP desplazado del sitio |l se une al sitio I.

Tabla 3.3. Porcentaje de (S)- y (R)-FBP unido a ASCe y ASO con ausencia y
presencia de IBP en proporcién 0.7:1:1.

Sitio | Sitio Il
S-FBP/PSA 49 51
S-FBP/PSA/IBP 60 40
R-FBP/PSA 48 52
R-FBP/PSA/IBP 60 40
S-FBP/SSA 41 59
S-FBP/SSA/IBP 59 41
R-FBP/SSA 35 65
R-FBP/SSA/IBP 47 53
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Con las otras proteinas (tabla 3.4) ademas de la disminucién en la
componente mayoritaria de tr, se produce un aumento en la
componente de tr = 1.5 us (FBP libre), lo que confirma la existencia de
un solo sitio de union para el FBP en estas proteinas.

Tabla 3.4. Porcentaje de (S)- y (R)-FBP unido a ASC, ASP y ASR

con ausencia y presencia de IBP en proporcion 0.7:1:1.

Libre Unido
S-FBP/ASC 0 100
S-FBP/ASC/IBP 26 74
R-FBP/ASC 0 100
R-FBP/ASC/IBP 0 100
S-FBP/ASP 34 66
S-FBP/ASP/IBP 45 55
R-FBP/ASP 23 77
R-FBP/ASP/IBP 48 52
S-FBP/ASR 0 100
S-FBP/ASR/IBP 22 78
R-FBP/ASR 0 100
R-FBP/ASR/IBP 29 71

En cuanto al comportamiento de cada isémero, cabe
destacar que nos se aprecia una gran estereodiferenciacion en los
tiempos de vida de FBP dentro de las diferentes proteinas estudiadas.
Solo existe una pequefa estereodiferenciacion en el grado de
ocupacién, encontrandose que el isobmero (R) se acomoda mas

facilmente dentro del sitio de union.
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3.2.3. Sistemas FBPGIluc/ASs

Después de estudiar la interaccion de FBP con todas las
albuminas, se procedid a realizar el mismo estudio con los dos
enantiomeros de su glucurénido.

La sintesis de los glucurénidos se consiguid por el método

descrito en la literatura por Baba et al.?**’

con algunas modificaciones, y
que consiste en una reaccion de sustitucién entre el 3,4-tri-O-acetil-1-
bromo-1-deoxi-a-D-glucopiranuronato y la sal de cesio de (S)- o (R)-
FBP. Tras purificar por HPLC, se procede a una doble desproteccion
enzimatica con enzimas especificas. Primero se desprotegen los grupos
OH del anillo de azucar mediante amano AS lipasa (LAS), una enzima
especifica de grupos acetato. Posteriormente se desprotege el acido
carboxilico de FBP con esterasa de higado porcina (PLE) que es
especifica de ésteres metilicos. El esquema de esta reaccién se

muestra en la figura 3.7.

COOMe E COOMe F
AcO Ph
AOn"~0 o Ph ¢s,co, SN0 o LAS
AcO Y Br HO > AcO Y (0]
OAc Me OAc Me
(S)- or (R)-FBP (25)- or (2R)-1
COOMe F COOH F
HOy, Ph HOy, o o Ph
(6] (6] PLE
HOY Y YO HOY Y YO
OH Me OH Me
(28)- or (2R)-2 (25)- or (2R)-FBPGluc

Figura 3.7. Sintesis de (2S)- y (2R)-FBPGluc. Abreviaturas: LAS, Amano AS
Lipasa;PLE, Estereasa de Higado Porcina
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Tras FDL de (2S)- o (2R)-FBPGluc (1.5 x 10°> M, PBS 0.01 M,
pH = 7.4, Asxc = 266 Nm, aire) se observo un espectro de absorcion
transitoria con maximo a 360 nm, correspondiente a la absorcién T-T de
FBPGluc (figura 3.3).

Posteriormente se realizaron los experimentos en presencia de
las albuminas séricas, comenzando con ASH para luego aplicar la
misma metodologia al resto de proteinas. En presencia de diferentes
cantidades de ASH, los experimentos de FDL de (2R)-FBPGluc también
dieron lugar a la banda caracteristica de *FBP*. Contrariamente al
comportamiento en ausencia de proteina, las curvas de desactivacion a
360 nm (Figura 3A) no siguieron una simple ley monoexponencial sino
que necesitaron de un ajuste multiexponencial y tuvieron lugar a escalas
de tiempo mayores.

Para analizar las curvas de desaparicion a Ay = 360 nm, se
procedié de la siguiente forma: para el caso de (2R)-FBPGluc en ASH
(relacién molar 1:3.33) a tiempo cero, solo se encuentran dos tiempos
de vida, por lo que la ley de ajuste contiene dos términos

monoexponenciales

AOD = AO Do +4 LFBPGluc e(—t/r[””G’““ ) +4 l]/’BPGluc e(—t/rg“’G’““ ) (ec 3)

FBPGiluc FBPGiluc

donde T (25.0 ps) corresponden a (2R)-

(1.8 ps) v w
FBPGiluc libre en disolucién y unido a proteina, respectivamente.
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Figura 3.8. Fotdlisis de destello laser (Aexe = 266 nm) de FBPGIuc/ASH a
diferentes relaciones molares. Curvas de desactivacion normalizadas monitorizadas a
360 nm. A: (2R)-FBPGiluc. B: (2S)-FBPGluc. Relaciones molares: 1:0.25 (negro), 1:0.33

(rojo), 1:0.50 (verde), 1:1.00 (azul oscuro), 1:1.43 (celeste), 1:2.00 (rosa), 1:3.33
(naranja).

El porcentaje de (2R)-FBPGluc en cada entorno se obtuvo de los
correspondientes factores pre-exponenciales A P4 y A FBPEYC de |g

siguiente forma:

A
%FBPGluc, =A—L><100 (ec. 4)

T4y

En paralelo, se realizaron experimentos con (2S)-FBPGluc y se
observo una tendencia similar (Figura 3.8 B). Los dos tiempos de vida
de triplete encontrados en presencia de albumina sérica humana fueron
idénticos a aquellos encontrados para (2R)-FBPGluc, dentro de los
margenes de error. La distribucion entre glucurénido libre y unido,
obtenida de nuevo a partir de los factores pre-exponenciales A 7% y
AJBPE dio valores muy parecidos a los determinados para el isémero
(2R)- (Tabla 3.5, entrada 1).
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Tabla 3.5. Porcentajes iniciales de (2S)- y (2R)-FBPGluc libre y unido a ASH a

diferentes relaciones molares®.

Libre Unido a
Proteina
Entrada [FBPGluc]/[HSA]" (2R)- (25)- (2R)- (29)-
1 1:3.33 66 63 34 37
2 1:2.00 73 73 27 27
3 1:1.43 76 78 24 22
4 1:1.00 81 82 19 18
5 1:0.50 89 88 11 12
6 1:0.33 91 91 9 9
7 1:0.25 93 93 7 7

? Los errores relativos estuvieron por debajo del 5% de los valores determinados. °
Condiciones: [FBPGluc] = 1.5 x 10° M, PBS 0.01 M, T =22 °C.

Posteriormente, los tiempos de vida de triplete fueron fijados a
1.8 us y 25.0 us en todo el rango de concentraciones para aplicar la ec.
3; es destacable que se obtuvieron valores muy similares (trA) sin fijar
los valores de tr. En todos los casos (entrada 1-7, tabla 3.5) se encontr6
una importante contribucién de la componente de menor tiempo de vida,
indicando que siempre habia glucurénido libre en la disolucién. El
andlisis de regresion de las curvas de desaparicién (Figura 3.9 A, B)

FBPGluc FBPGluc
y Ay ya

partir de ellos los porcentajes de las dos especies (libre y unida) con

permitid obtener los valores de los coeficientes A_

tiempos de vida diferentes (Tabla 3.5). Las curvas del ajuste y los
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parametros derivados de él se muestran para dos casos representativos

en la Figura 3.9.

1,0 o 10
o ©
S AgFBPGIe= 0.01161\ 0.00028 A © AgFBPGe= 0.01361\ 0.00040 B
N gl AgBPClUe= 0.00607 \ 0.00014 T 08 AgFBPGluc= 000815\ 0.00011
< R=0.986 £
£ 5
C 06 Z 06
= o
3 o)
2 0,4 < 0,44

0,2 02

0,01 0,0

0 25 50 75 100 125
t (us) t (us)

Figura 3.9. Fotolisis de destello laser (Aexe = 266 nm) de FBPGIuc/ASH a
relacion molar 1:3.33 (linea negra) junto con el correspondiente ajuste (linea roja). A:
(2R)-FBPGiluc. B: (2S)-FBPGiluc. Los parametros indicados corresponden con el ajuste

de lalinearojay la ec. 3.

De entre los resultados anteriores, algunas observaciones
merecen un comentario especial por sus relevantes implicaciones
biologicas. Primero, incluso a bajas relaciones molares FBPGluc/ASH,
una gran cantidad de glucurénido permanece sin unir a la proteina. Esto
estd de acuerdo con el aumento de hidrosolubilidad del glucurénido
respecto al farmaco de partida, lo que facilita su eliminacién; ademas,
no hay estereodiferenciacion en el proceso de unidén a la proteina, ya
que no se observaron diferencias significativas entre el grado de union
de (2S)- y (2R)-FBPGluc. Asimismo, solo se proporciona un tipo de
microentorno por parte de la proteina para (2S)- y (2R)-FBPGiluc, a
diferencia del farmaco de partida FBP, que se une a dos sitios en
ASH.? Se llevaron a cabo experimentos de desplazamiento con una
sonda especifica de sitio Il (ibuprofeno).?® En presencia de esta sonda,
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a una relacion molar 1:3:1 [FBPGIuc]/[ASH]/[IBP], la contribucion de la
componente de 11 = 25 ps disminuyé hasta un 20%.

A continuacion se estudié la interaccién de FBPGluc con el resto
de albuminas mediante FDL. Para ello se prepararon disoluciones en
tampén fosfato (PBS 0.01 M, pH = 7.4) de (S) y (R)-FBPGluc con AS a
diferentes relaciones molares FBPGluc/AS comprendidas entre 4:1 y
0.3:1. La concentracién de FBPGluc se mantuvo constante (1.5 x 10
M), variando la de AS. Tras someter estas disoluciones a FDL (Agx =
266 nm, aire) se obtuvo la banda caracteristica al primer estado
excitado triplete del FBP a 360 nm. Se realiz6 un analisis de regresion
de la cinética de desactivacion de dicho estado triplete para todas las
disoluciones con AS en ausencia de proteinas. Las diferentes curvas de
desaparicién para las mezclas de (S) y (R)-FBPGluc con las distintas
proteinas se muestran en la figura 3.10.

De nuevo se observé que el tr es mucho mayor en presencia de
proteina. También quedd de manifiesto que, a diferencia del caso de
FBP, cuando se ajustan las curvas de desaparicion solo se necesitan
dos términos monoexponenciales para todas las albuminas, siendo uno

de ellos la componente con tr = 1.8 ps.
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Figura 3.10. Curvas de desaparicion normalizadas de (S) y (R)-FBPGluc (Negro) y
de las mezclas 4:1 (Rojo), 2:1 (Verde) y 0.3:1 (Azul), tras FDL (Aexc = 266 nm, Amon = 360
nm) en distintas albuminas séricas: A- ASB, B- ASCe, C- ASO, D- ASC, E- ASP, F-
ASR.
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Ello indicaria la presencia de un unico microentorno dentro de la
proteina para FBPGluc. En la tabla 3.6 se muestran los tiempos de vida
de (2S)- y (2R)-FBPGluc en todas las albuminas.

Tabla 3.6. Tiempos de vida de triplete (us) del
FBPGluc unido a ASB, ASCe, ASO, ASC, ASP y ASR.

Unido |
71 (S) | 1 (R)

ASB 1.8 23.0 31.0

Libre

ASCe 1.8 14.0 25.0

ASO 1.8 10.0 20.0

ASC 1.8 12.5 13.0

ASP 1.8 14.0 17.0

ASR 1.8 14.2 20.0

Cabe destacar que en algunas ASs se aprecié cierta
estereodiferenciacion en su interaccidn con la proteina atendiendo a los
tiempos de vida de triplete. En el caso de ASO el tiempo de vida del
enantiomero (R)- es el doble que el del (S)-. También es destacable el
hecho de que en todas las proteinas estudiadas el isomero (R)- es el
que tiene el tiempo de vida mayor dentro de la proteina.

En la figura 3.11 podemos ver los datos de ocupacién de (2S)- y
(2R)-FBPGluc en cada una de las albuminas séricas.
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S R S R S RS R S R S R S RS RS R
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Figura 3.11. Porcentaje de (S)- y (R)-FBPGiIuc libre (Azul) y unido (Verde) a
ASB, ASCe, ASO, ASC, ASP y ASR.

Se puede apreciar que, como en el caso de ASH, incluso a
proporciones bajas FBPGIluc/SA, aun permanece gran cantidad de
FBPGluc libre en disolucion. Los casos donde hay mas FBPGluc
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incluido en la proteina son los de ASC y ASR, con alrededor de un 40%

de unién a relaciones molares 0.3:1.

3.2.5. Sistemas FBPMe/AS

Un estudio similar se realizd para el profarmaco FBPMe. Para
ello se prepararon disoluciones en tampon fosfato (PBS 0.01 M, pH =
7.4) de (S)- y (R)-FBPMe con AS a diferentes relaciones molares
FBPMe/AS comprendidas entre 4:1 y 0.7:1. La concentracion de FBPMe
se mantuvo constante (2.5 x 10> M), variando la de AS.

1,04 4
= Al g B
(@] o]
< 0,8 < 0,8
0,64 0,64
0,4 0,4
0,24 0,24
o,o--tl o,o#
T T T T T T + T T T T T
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(@] o]
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0,64 0,64
0,44 044
0,24 0,24
0,04 0,04
1 T T T | T T T
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Figura 3.12. Curvas de desaparicion normalizadas del (S) y (R)-FBPMe
(Negro) y de las mezclas 4:1 (Rojo), 2:1 (Verde) y 0.7:1 (Azul), tras FDL (Aexc = 266 nm,
Amon = 360 nm) en ASCe y ASO: A- S-FBPMe/ASCe, B- R-FBPMe/ASCe, C- S-
FBPMe/ASO, D- R-FBPMe/ASO
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Tras someter estas disoluciones a FDL (As = 266 nm, aire) se
obtuvo de nuevo la banda correspondiente al primer estado excitado
triplete del FBPMe a 360 nm.

Posteriormente se realizé un andlisis de regresion de las curvas
de desaparicion de dicho estado triplete para todas las disoluciones en
ausencia y presencia de AS. En el caso de ASCe y ASO se encontro
que el FBPMe interacciona con los dos sitios de union de la proteina
mientras que para ASC, ASP y ASR solo se produce interaccion con un
solo sitio. En la figura 3.12 se muestran las curvas de desactivacién de
ASCe y ASO a diferentes proporciones FBPMe/AS.

En este caso, para ajustar las curvas de desactivacion,
necesitamos usar una ecuacion con tres términos monoexponenciales
para relaciones molares por encima de 1:1 para ASCe y 0.7:1 para
ASO, con una componente de 1.5 us siempre presente indicando la
existencia de FBPMe libre en disolucién, mientras que para esas
relaciones e inferiores necesitamos dos términos y ya no se observa
FBPMe libre.

Por otro lado estarian ASC, ASP y ASR que necesitan un ajuste
de segundo orden en todas las relaciones molares con una componente
de 1.5 us siempre presente, lo que indica que incluso por debajo de la
proporcién 0.7:1 queda FBPMe libre en disolucién. En la figura 3.13 se
muestran las curvas de desactivacion para las mezclas de FBPMe con
ASC, ASP y ASR.
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Figura 3.13. Curvas de desaparicion normalizadas del (S) y (R)-FBPMe
(Negro) y de las mezclas 4:1 (Rojo), 2:1 (Verde) y 0.8:1 (Azul), tras FDL (Aexc = 266 nm,
Amon = 360 nm) en ASC, ASP y ASR: A- S-FBPMe/ASC, B- R-FBPMe/ASC, C- S-
FBPMe/ASP, D- R-FBPMe/ASP, E- S-FBPMe/ASR, F- R-FBPMe/ASR

Tras el analisis de regresibn con las ecuaciones
correspondientes obtenemos los tiempos de vida de triplete de cada
enantiomero dentro de cada albumina. En la tabla 3.7 se exponen los
tiempos de vida encontrados para la interaccion de FBPMe con ASCe y
ASO.
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Tabla 3.7. Tiempos de vida de triplete (us) del FBPMe unido a ASCe y ASO.

ASCe ASO
S R S R
Libre 1.5 1.5 1.5 1.5
Sitio Il 6.0 9.5 7 7
Sitio | 41.2 95.3 34 40

De nuevo se observa que en ambas proteinas el tiempo de vida
es mucho mayor que para el FBPMe solo. Ademas, sobretodo en el
caso de ASCe, se encuentra una gran estereodiferenciacion en el sitio Il
de la proteina. Esto hace que la ASCe sea una buena candidata como
selector quiral.

Procedemos de la misma manera con las otras tres ASs y
obtenemos los tiempos de vida que se muestran en la tabla y.8.

Tabla 3.8. Tiempos de vida de ftriplete (us) del FBPMe unido a ASC, ASP y

ASR.
ASC ASP ASR
S R
Libre 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Unido 13 14 21 38 23 52

Cabe destacar que en el caso de ASP y ASR también existe una
gran estereodiferenciacion en el proceso de union con FBPMe y que de
nuevo es el enantiomero R- el que tiene el tiempo de vida mayor dentro
de la proteina.

A continuacion se fijan los tiempos obtenidos anteriormente en
las ecuaciones de ajuste para obtener asi los porcentajes de ocupacion
dentro de cada albumna sérica.
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En las figuras 3.14 y 3.15 podemos ver la ocupacién de FBPMe

en cada una de las albuminas séricas.

S RS RS RSR S R SR SR SR SR SR
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 41 31 21 14 0.7:1 0% 41 31 21 11 0.7:1
FBP/ASCe FBP/ASO

Figura 3.14. Porcentaje de (S)- y (R)-FBPMe libre (Azul), unido a sitio |
(Naranja) y sitio Il (Verde) de ASCe (A) y ASO (B)

S RSRSRSR SR S RSRSRSRSR
100%

80%
60%
40%
20%

0%

100%
80%
60%
40%
20%

0%

4:1 31 2:1 11 0.7:1 4:1 3:1 2:1 11 0.7:1
FBP/ASC FBP/ASP
S RS RS R S RSR
100%

80%
60%
40%
20%

0%

41 311 21 1:1  0.7:1
FBP/ASR
Figura 3.15. Porcentaje de (S)- y (R)-FBP libre (Azul) y unido a sitio Il (Verde)

de ASC, ASPy ASR.
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3.3. Conclusiones

Se ha realizado un estudio de la interaccién de FBP, su principal
metabolito, FBPGluc, y FBPMe con albuminas séricas de distintas
especies. Para ello se ha hecho uso del estado excitado triplete de
estos sustratos como sonda debido a su gran sensibilidad de estos al
medio. De este estudio se desprenden las siguientes conclusiones:

- Es posible calcular la distribuciéon de cada sustrato dentro de
los sitios de union de las proteinas a partir de los factores
preexponenciales.

- En el caso de FBP no se encontrd6 una gran
estereodiferenciacion en su interaccion con las diferentes
albuminas séricas.

- En las albuminas ASCe y ASO, FBP se une a dos sitios de
(sitio I 'y sitio II).

- En el caso de ASC, ASP y ASR el farmaco s6lo se une a un
sitio de la proteina.

- Se llevé a cabo la sintesis del 1-B-O-acil-glucurénido del
FBP.

- Se aprecia como el glucurénido se une menos a las
albuminas séricas que el farmaco de partida.

- Solo existe un microentorno dentro de la proteina para el
FBPGiluc en todas las albuminas séricas estudiadas.

- Para casi todas las albuminas existe un cierto grado de
estereodiferenciacion en su interacion con FBPGiluc.

- En el FBPMe existe una notable estereodiferenciacion en su
interaccién con ASCe, ASP y ASR.

- Dentro de las proteinas los tiempos de vida de triplete del
isémero (R)- son siempre mayores que los del isémero (S)-.
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3.4. Parte experimental

3.4.1. Materiales y disolventes

Las albuminas séricas, amano AS lipasa (LAS), esterasa de
higado porcina (PLE) se compraron en Sigma; (S)-FBP, (R)-FBP y 3,4-
tri-O-acetil-1-bromo-1-deoxi-a-D-glucopiranuronato fueron obtenidos de
Aldrich. La soluciéon de tampén fosfato (PBS, pH = 7.4, 0.01M) fue
preparada disolviendo tabletas de Sigma en la cantidad apropiada de
agua desionizada. Todos los disolventes fueron de calidad HPLC.

3.4.2. Procedimiento experimental para la sintesis de (2S)- y
(2R)-FBPGIluc

La sintesis de (2S)- y (2R)-FBPGluc se llevé a cabo en tres
pasos usando un método conocido previamente para otros derivados de

&cidos arilpropiénicos®?’

con algunas modificaciones (ver Figura 3.7).
Brevemente, una solucién de 3,4-tri-O-acetil-1-bromo-1-deoxi-a-D-
glucopiranuronato (397 mg, 1 mmol) y la sal de cesio de (S)- o (R)-FBP
(244 mg, 1 mmol) en DMSO (8 ml) fue agitado a 30 °C durante 3h. La
mezcla de reaccién fue diluida con AcOEt (100 ml) y luego lavada con
agua (3 x 50 ml), NaHCO; saturado (3 x 50 ml) y NaCl saturado (3 x 50
ml). La fase orgénica se secé sobre Na,SO, y el disolvente evaporado a
vacio para conseguir un aceite viscoso. Los productos (2R)-1 y (25)-1
fueron purificados por HPLC, usando CH3;CN/H,O/CH3;COOH (v/viv
70:30:1) como eluyente. Los rendimientos fueron del 40% y 41%
respectivamente. Una solucién de (2R)-1 o (2S)-1 (155 mg, 0.28 mmol)

en 2-metoxietanol (126 ml) se adicioné a una disolucién de LAS (15
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mg/ml de mezcla de incubacion) en tampén fosfato 30 mM (pH = 5.2) y
se dejé incubar a 40 °C por 2h. La mezcla de reaccién se extrajo con
AcOEt (3 x 50 ml) y se sec6 sobre Na,SO,. El disolvente organico se
rotavaporé y el producto crudo se purific6 por HPLC, usando
CH3CN/H,O/CH3;COOH (v/v/iv 70:30:1) como eluyente, para conseguir
(2R)-2 y (2S)-2 (rendimientos del 20% y 16% respectivamente). Los
ésteres metilicos (2R)-2 y (2S)-2 (50 mg) se disolvieron en DMSO (18
ml), y esta disolucién se vertié sobre una solucion de PLE en disolucion
tampo6n fosfato 30 mM (pH = 5.2) a 0.4 mg/ml y se incub6 a 40 °C por
3h. El crudo se extrajo con AcOEt (3 x 50 ml), se sec6 sobre Na,SO,, y
el disolvente fue evaporado a vacio para conseguir, tras purificacién por
HPLC (eluyente: CH3CN/H,O/CH3;COOH (v/v/v 95:5:0.1), los productos
finales, (2R)-FBPGluc (16%) y (2S)-FBPGluc (30%).

3.4.3. Datos espectroscopicos de los intermedios sintéticos

Los espectros de '"H RMN (300 MHz) y *C RMN (75 MHz) de
(R)-1 y (S)-1 se realizaron en CDCI; mientras que los de (R)-2 y (S)-2 en
CD3;0D; los desplazamientos quimicos se registraron en ppm.

(25)-1: 'H NMR: 1.56 (d, J= 7.3 Hz, 3H), 1.93 (s, 3H), 2.01 (s,
3H), 2.02 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.82 (q, J= 7.3 Hz, 1H), 4.17 (d, J= 9.4
Hz, 1H), 5.24 (m, 3H), 5.77 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.02-7.15 (m, 2H), 7.35-
7.46 (m, 4H), 7.48-7.54 (m, 2H); ®*C NMR: 18.0 (CHs), 20.3 (CH;), 20.4
(CHs), 20.5 (CHs), 44.8 (CH), 52.9 (CHs), 68.9 (CH), 69.9 (CH), 71.8
(CH), 72.9 (CH), 91.7 (CH), 115.1 — 140.1 (C aromaticos ), 166.6 (C),
168.9 (C), 169.3 (C), 169.8 (C), 171.8 (C).

(2R)-1: '"H NMR: 1.53 (d, J= 7.1 Hz, 3H), 1.61 (s, 3H), 1.98 (s,
3H), 2.03 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.80 (q, J= 7.1 Hz, 1H), 4.17 (d, J= 9.4
Hz, 1H), 5.08 (t, J= 8.5 Hz, 1H), 5.16-5.30 (m, 2H), 5.71 (d, J= 8.1 Hz,
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1H), 7.02-7.15 (m, 2H), 7.35-7.54 (m, 6H). *C NMR: 17.3 (CHs), 19.8
(CHs), 20.3 (CHs), 20.4 (CHs), 44.4 (CH), 52.9 (CHs), 68.9 (CH), 69.5
(CH), 71.6 (CH), 72.9 (CH), 91.4 (CH), 114.8 — 135.1 (C aromaticos),
166.6 (C), 168.5 (C), 169.3 (C), 169.7 (C), 171.8 (C).

(25)-2: "H NMR: 1.53 (d, J= 7.1 Hz, 3H), 3.37-3.58 (m, 3H), 3.74
(s, 3H), 3.87-3.99 (m, 2H), 5.53 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.12-7.22 (m, 2H),
7.32-7.46 (m, 4H), 7.50-7.55 (m, 2H); *C NMR: 19.0 (CHs), 46.0 (CH),
53.0 (CHg), 72.9 (CH), 73.6 (CH), 77.3 (CH), 77.4 (CH), 96.0 (CH), 115.0
—136.9 (C aromaticos), 170.8 (C), 174.2 (C).

(2R)-2: '"H NMR: 1.54 (d, J= 7.2 Hz, 3H), 3.35-3.50 (m, 3H), 3.77
(s, 3H), 3.89-3.99 (m, 2H), 5.52 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.12-7.24 (m, 2H),
7.31-7.46 (m, 4H), 7.49-7.54 (m, 2H); '*C NMR: 19.0 (CHs), 46.0 (CH),
53.0 (CHg), 72.9 (CH), 73.6 (CH), 77.3 (CH), 77.4 (CH), 96.0 (CH), 115.0
—136.9 (C aromaticos), 170.8 (C), 174.3 (C).

3.4.4. Fotolisis de destello laser

Los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) se llevaron
a cabo usando un laser pulsado de Nd-YAG (Quantel Brilliant, de 266
nm, 5 ns fwhm, 10 mJ por pulso) acoplado a un equipo miniaturizado
mLFP-111 Luzchem. Este espectrometro de absorcidén transitoria
incluye una lampara de xenon, un monocromador de 125 mm, un
osciloscopio Tektronix 9-bit de la serie TDS-3000 con ancho de banda
de 300 MHz, un fotomultiplicador compacto y fuente de alimentacién, un
portacubetas, conectores de fibra optica y programa desarrollado en el
entorno LabVIEW de National Instruments. El equipo de FDL
proporciona un voltaje de pulsos de corte de 5 volt con frecuencia y
retardo de la sefal programables.
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Todos los espectros transitorios se registraron empleando
cubetas de cuarzo de 10x10 mm? con 4 ml de capacidad; el diametro
del punto de disparo en la cubeta es aproximadamente 4 mm. La
absorbancia de FBP y de FBPGluc fue de ca. 0.2 a la longitud de onda
del laser, correspondiendo con una concentracion de 2.5 x 10° M para
el FBP y 1.5 x 10° M para el FBPGluc. Todos los experimentos se
llevaron a cabo en PBS (pH = 7.4, 0.01 M) a 22 °C y bajo atmésfera de
aire.

Para los estudios realizados en presencia de albumina sérica, se
prepararon una serie de disoluciones conteniendo (S)y (R)-FBP y (S)-y
(R)-FBPGluc en presencia de las ASs de todas las especies en un
intervalo de concentraciones comprendido entre 4:1 y 0.3:1
(disoluciones preparadas en PBS). Las disoluciones fueron preparadas
como se detalla a continuacion: sobre una disolucion 2.5 x 10° M de
FBP o FBPGluc se afadi6 una alicuota de una disolucién 1 x 10° M de
AS; la mezcla resultante se guardé durante 15 horas a 4 °C para
asegurar un completo equilibrio en la formacién del complejo farmaco (o
metabolito)/proteina. Pasado este tiempo, se tomaron 4 ml de esta
disolucién y se introdujeron en la cubeta de cuarzo. La muestra se
sometié a FDL, monitorizando la sefial a 360 nm por acumulacién de las
cinéticas obtenidas tras 10 pulsos de laser. El experimento se realizd
por triplicado con muestra fresca. Para la obtencion del espectro de la
especie transitoria desde 700 a 290 nm, la muestra se sometié6 a FDL
en un intervalo de 10 nm (2 pulsos de laser por cada longitud de onda).
El procedimiento experimental seguido para el resto de mezclas FBP(o
FBPGluc)/AS fue el mismo que el explicado anteriormente.

&9



Capitulo 3. Interacciones FBP, FBPGIluc FBPMe/AS

3.5. Referencias bibliograficas

1. Landoni, M. F.; Soraci, A. Curr. Drug. Metab. 2001, 2, 37.

2. Lewis, A. J.; Furst, D. E. Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs:
Mechanism and Clinical Uses, 2™ Edition; Marcel Dekker: New York,
1994.

3. Evans, A. M. J. Clin. Pharmacol. 1996, 36, 7S.

4. Stachulski, A. V.; Harding, J. R.; Lindon, J. C.; Maggs, J. L.; Park, B.
K.; Wilson, I. D. J. Med. Chem. 2006, 49,. 6931.

5. Dickinson R.G. Proc. West. Pharmacol. Soc. 1993, 36, 157.

6. Bedford, C.T. J. Chromatogr. B 1998, 717, 313.

7. G. J. Dutton, Glucuronidation of Drugs and other Compounds, CRC
Press, Boca Raton, 1980.

8. Tukey, R. H., Strassburg, C. P. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2000,
40, 581

9. Turgeon, D.; Carrier, J.S.; Chouinard, s.; Bélanger, A. Drug Metab.
Dispos. 2003, 31, 670.

10. Kiang, T. K. L.; Ensom, M. H. H.; Chang, T. K. H. Pharmacol.
Therap. 2005, 106, 97.

11. Magdalou, J.; Chajes, V.; Lafaurie, C.; Siest, G. Drug Metab. Dispos.
1990, 18, 692.

12. Spahn-Langguth, H.; Benet, L. Z. Drug. Metab. Rev. 1992, 24, 5.

13. Lucaciu, R.; lonescu, C. Farmacia 2005, 53, 10.

14. Knadler, M. P.; Hall, S. D. Drug Metab. Dispos. 1991, 19, 280.

15. Verbeeck, R. K.; Blackburn, J. L.; Loewen, G. R. Clin.
Pharmacokinet. 1983, 8, 297.

16. Sudlow, G., Birkett, D. J., Wade, D. N. Mol. Pharmacol. 1976; 12:
1052.

90



Capitulo 3. Interacciones FBP, FBPGIluc FBPMe/AS

17. Vaya, |., Bueno, Carlos J., Jiménez, M. Consuelo, Miranda, Miguel
A. ChemMedChem. 2006; 1, 1015.

18. Vaya, l., Jimenez, M. Consuelo, Miranda, Miguel A. Journal of
Physical Chemistry B, 2008, 112, 2694.

19. Bohne, C., Barra, M., Boch, R., Abuin, E. B., Scaiano, J. C. J.
Photochem. Photobiol. A: Chem. 1992; 65: 249.

91






CAPITULO 4. Estudio de la actividad glucuronidasa de
albuminas séricas
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4.1. Introduccion

Como se ha mencionado anteriormente los farmacos de la
familia de los AINEs suelen conjugarse con el &cido glucurénico para
dar el correspondiente acil-glucurénido y de esa forma ser eliminados
por la orina o la bilis. Los metabolitos 1-B-O-acil-glucurénidos son
moléculas intrinsecamente reactivas (tanto in vivo como in vitro) que
pueden dar lugar a multitud de reacciones; con diferencia, la hidrdlisis
para dar el aglicon de partida es el proceso predominante.”"” Esta
reaccion puede ser catalizada por distintos agentes (B-glucuronidasas,
esterasas, etc.) resultando en un ciclo futil, ya que la eliminacion del
plasma es un proceso competitivo entre la conjugacién del farmaco de
partida, la deconjugacién del glucurénido, y la eliminacién renal.’®'

La capacidad de las albuminas séricas de actuar como
catalizadores en la hidrélisis de glucurénidos ha sido investigada por
diversos métodos, principalmente usando cromatografia liquida
normalmente acoplada a RMN o EM.”'®2' Sin embargo, la separacién
cromatografica consume tiempo y puede dar lugar a artefactos.

En el presente capitulo se ha estudiado la actividad
glucuronidasa de las diferentes albuminas séricas frente a (2R)- y (2S)-
FBPGiluc haciendo uso de la espectroscopia de absorcién transitoria. Se
basa en la FDL de ambos glucurénidos en presencia de AS, con el
triplete del FBP como sonda.

379C FBP
y
» FBPGluc
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4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Hidrdlisis de FBPGIluc en albumina sérica humana

En el capitulo anterior se llevo a cabo el estudio de interaccion
entre el FBPGluc y la albumina sérica mediante FDL. Tras ajustar la
curva de desaparicion obtenida se obtuvieron dos tiempos de vida
diferentes; uno de 1.8 ps correspondiente a FBPGluc libre en disolucion,
y otro de 25 us debido al FBPGluc dentro del sitio Il de la proteina.

Después de establecer que la metodologia es apropiada para
discriminar entre el farmaco y su metabolito, se aplicé la técnica de FDL
para investigar in situ la actividad glucuronidasa de la albumina a
temperatura fisiolégica (37 °C). Para ello se procedi6 a preparar
disoluciones conteniendo (2R)-FBPGluc y ASH a relacion molar 1:3.33.
Las disoluciones se colocaron en un bafo termostatado a 37 °C, se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos (de 0 a 21h) y se sometieron a
FDL. En todos los casos, se observé una sefal centrada a 360 nm; sin
embargo, cada una de las trazas necesit6 cuatro componentes
monoexponenciales en la funcibn matematica para obtener un ajuste
preciso de la curva de desactivacién, tomando la funcion la forma

FBP

AOD=AOD, + A/ ™"

FBP . (_4 ) FBPGluc . (4 FBPGluc
)+A11-1‘BPe(—1/‘r,, )+AfBPGlme( t/z) )+A§BPGluLe( 1/ g Brole ) (CC. 1)

donde 7% y 1,/" son los tiempos de vida de triplete de FBP
(formado por la hidrélisis de FBPGluc dentro de la proteina), mientras
que 1 "BPee y g, FBPGC corresponden a FBPGluc libre en disolucién y
unido a la proteina.

Esta observacién indicé claramente que el proceso de hidrdlisis

estaba teniendo lugar.
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De la misma forma, los factores preexponenciales A" y A"

se deben a FBP unido a sitio | y sitio Il de ASH, mientras que A_"B7¢" y
AP corresponden a glucurénido libre y unido. Para obtener el valor
de estos coeficientes se fijaron los tiempos de vida en la ec. 1 usando
los valores previamente obtenidos de 1.8 y 25 us para el caso de (2R)-
FBPGiluc libre en disolucién y unido a ASH, y 10.2 y 39.0 us para (R)-
FBP dentro de los sitios de unién de la proteina.®® Bajo estas
condiciones no se esperaba encontrar (R)-FBP libre en disolucién, ya
que es conocido que su inclusién dentro de la proteina es total incluso a
relaciones molares mayores que la utilizada en este experimento.
Asumiendo que A®P/A,"BF permanece constante (e igual a 30/70), se
pueden obtener los factores preexponenciales, y a partir de ellos, los
porcentajes de FBP y FBPGluc mediante la ec. 2.

FBP
AL

FBP FBP FBPG]I FBPG]I
A7+ A7 AT+ AT

%FBPGluc, =

x100  ec.2

El mismo procedimiento se llevé a cabo con el isbmero (2S)-
FBPGiluc.

Como ejemplo, en la figura 4.1 se muestra la curva de
desaparicibn 'y los factores preexponenciales para mezclas
FBPGIluc/ASH incubadas 6.5 h.
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Figura 4.1. Fotdlisis de destello laser (Aexc = 266 nm) de FBPGluc/HSA de
relacién molar 1:3.33 (linea negra) tras 6.5 h a 37 °C, junto con el correspondiente
ajuste (linea roja). A: (2R)-FBPGIuc. B. (2S)-FBPGluc. Los parametros indicados
corresponden al ajuste en rojo y la ec. 1.

El proceso se repitid para alicuotas tomadas a diferentes tiempos
tiempos. El curso de la reaccion, expresado como los porcentajes de las

especies presentes en cada momento, se representa en la figura 6.

100% 100%

80% 80%
60% 60%
40% 40%

20%

20%

0% 0%
1.0 25 4.5 6.5 21.0 t/h 1.0 2.5 45 6.5 210 th

Figura 4.2. Porcentajes de FBPGluc libre (naranja), FBPGluc unido a ASH (azul), FBP
en sitio | (amarillo) and FPB en sitio Il (verde) para una mezcla inicial FBPGluc/ASH
1:3.33 a diferentes tiempos a 37 °C. Izquierda: (2R)-FBPGluc, derecha: (2S)-FBPGluc.

Se realizaron estudios similares a 22 °C, y se observo que a esta
temperatura el proceso fue mucho mas lento (figura 4.3). Como

experimento control, se intentdé la hidrélisis de los glucurdnidos en
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ausencia de ASH a 37 °C. Para ello, se tomaron alicuotas a diferentes
tiempos, se afadié ASH, y la mezcla se dej6 equilibrar a 4 °C. Ahora el
rol de la proteina fue actuar como selector, discriminando entre los
tiempos de vida de triplete de FBP y FBPGluc, para de esa forma seguir
el progreso de la reaccién. Los resultados muestran claramente que, en
ausencia de ASH, la hidrdlisis ocurri6 en mucha menor medida (Figura
7). Los datos experimentales anteriores también se trataron con una
ecuacion de ajuste con solo dos términos monoexponenciales. En este
caso, los dos valores de tiempos de vida se fijaron a 1.8 us (para el
FBPGluc libre) y 25 pus (como un valor medio para todas las especies
unidas, que son FBPGIluc y FBP en sitios | y Il). Los resultados fueron
similares a aquellos obtenidos con el ajuste de cuatro
monoexponenciales, aunque los errores asociados con los factores
preexponenciales y la vida media de la cinética de la reaccién fueron

mayores.
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Figura 4.3. Porcentajes de FBP formados por hidrélisis de una mezcla FBPGluc/HSA
1:3.33 tras reaccionar durante 21 h a 37 °C y a 22 °C, asi como para FBPGluc solo tras
21 h a 37 °C. (2S)-FBPGluc (Azul oscuro) y (2R)-FBPGluc (Azul claro).

Para comprobar la fiabilidad de los porcentajes obtenidos de los
ajustes de la curva de desactivacion, se prepararon disoluciones
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conteniendo (R)-FBP y (2R)-FBPGluc (a relaciones molares conocidas)
en presencia de ASH y se sometieron a FDL. Definitivamente, se
encontré una correlacién satisfactoria entre los valores determinados

por FDL y los valores reales (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Valores determinados por FDL frente a valores reales de los
porcentajes de (2R)-FBPGluc para varias mezclas en presencia de ASH, junto con el

ajuste lineal para los puntos experimentales.

4.2.2. Hidrolisis de FBPGIuc en otras albuminas séricas

Con el fin de determinar si las albuminas séricas de otras
especies también tienen actividad glucuronidasa comparable a la
producida en ASH, se realizaron experimentos similares con ASC, ASP,
ASCe, ASO, ASR y ASB. En el capitulo anterior se describi6 la
interaccién de FBP y FBPGluc con dichas albuminas, hallandose los
tiempos de vida de triplete y el porcentaje de ocupacion de los
enantibmeros de ambos sustratos en todas las ASs. Utilizando esta
informacion, se procedié del mismo modo que con ASH.
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Asi, se prepararon disoluciones en PBS de mezclas FBPGluc/AS
a relacion molar 1:3.33 y se colocaron en un bafo termostatado a 37 °C,
simulando condiciones fisiol6gicas. Se recogieron alicuotas a diferentes
tiempos y se sometieron a FDL. En la figura 4.5 se muestran las curvas

de desaparicion obtenidas tras 21h de incubacion.
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Figura 4.5. Curvas de desaparicion normalizadas tras FDL (Aexc = 266 nmM, Amon
= 360 nm) de mezclas de (S) y (R)-FBPGluc con distintas albiminas séricas a relacién
molar 1:3.33: A- ASC, B- ASP, C- ASCe, D- ASO, E- ASR, F- ASB. La linea roja es el

ajuste correspondiente.
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En este caso, la ecuacion utilizada para el ajuste dependera del
namero de sitios de union de FBP y FBPGluc en cada AS. Como se
indico en el capitulo anterior, FBPGluc se une a todas las albdminas en
un solo sitio; sin embargo, FBP en algunas AS se une a un solo sitio,
mientras que en otras se une en dos.

Por esta razén, para las albuminas con dos sitios de union se
usara la ec 1, mientras que para las que tengan un solo sitio se aplicara
la ec 3.

FBP FBP FBPGluc
P )

— - - _ - _ 4/ pFBPGluc
A0D=AODO+A1FBP6( t/t )+A11;BP6( t/t) )+AfBPoluce( t/1, +A§BP(lluce( 1/, ) (GC. 1)

B,

AOD = AOD, + A"~

FBPGluc

P - (4 #FBPGluc
)+AfBPGIULe( t/t) )+A§BPGlme( tl) ) (CC. 3)

Por medio de estas ecuaciones e introduciendo los tiempos de
vida determinados en el capitulo anterior para cada enantiomero de
FBP y FBPGiluc en las diferentes albuminas, se obtuvieron los factores
preexponenciales, y a partir de estos los porcentajes de FBP y FBPGluc
libre y unido a la proteina mediante la ec. 2. En la figura 4.6 se muestran
los porcentajes de sustrato unido a proteina a tiempo cero y tras 21h de
incubacién a 37 °C.
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Figura 4.6. Porcentajes de FBPGluc libre (azul), FBPGluc unido a AS (verde),
FBP en sitio | (naranja) y FPB en sitio Il (rojo) para una mezcla inicial FBPGluc/ASH
1:3.33 a tiempo cero y tras 21h de incubacién a 37 °C. A- ASC, B- ASP, C- ASCe, D-
ASO, E- ASR, F- ASB.

De los resultados obtenidos se desprende que la actividad
glucuronidasa depende mucho de la albumina utilizada. Para obtener
datos mas precisos y poder compararlos con los de ASH se realizaron
los mismos experimentos control a temperatura ambiente (22 °C) y en
ausencia de proteina. En este ultimo caso, se usé la ASH como selector
y obtener la cantidad de FBP producido por la hidrélisis. En la figura 4.7
se muestran los datos de estos experimentos.
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Figura 4.7. Porcentajes de FBP formados por hidrélisis de mezclas FBPGluc/SA 1:3.33
tras reaccionar durante 21 h a 37 °C y a 22 °C, asi como para FBPGluc solo tras 21 h a
37 °C. (2S)-FBPGluc (Azul oscuro) y (2R)-FBPGluc (Azul claro). A- ASC, B- ASP, C-
ASCe, D- ASO, E- ASR, F- ASB.

El comportamiento de las ASs se puede clasificar en tres grupos
diferentes:

a) ASC, donde no se observa hidrdlisis, ya que la cantidad de
FBP formado es similar a la formada en ausencia de proteina. Esto
podria indicar que, a pesar de la similitud estructural con ASH
(alrededor del 75%), la configuracion de la cavidad del sitio de unién de
ASC, o bien las propiedades electrostaticas en dicha cavidad son muy
diferentes a las encontradas en la ASH.
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b) En ASP, ASCe y ASB se aprecia un pequefio incremento en
la cantidad de FBP respecto a la ausencia de AS, lo que puede indicar
que existe actividad glucuronidasa pero en menor grado. Ademas, el
hecho de que a menor temperatura el proceso sea mas lento, indica que
la reaccién enzimatica esta teniendo lugar.

c) Por ultimo, en ASO y ASR se puede ver un incremento
considerable de FBP, por lo que se puede afirmar que la actividad
glucuronidasa en estas albuminas es similar a la de ASH. Ademas, se
observa una gran estereoselectividad en el proceso ya que el isomero
(S)- se degrada considerablemente mas rapido que el (R)- (como

también ocurria en ASH).
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4.3.

Conclusiones

Se ha desarrollado un nuevo método para determinar la
actividad glucuronidasa de albuminas de diferentes especies
basado en la espectroscopia de especies transitorias,

El método se basa en el uso de las diferencias en los tiempos de
vida de triplete de FBPGluc y FBP dentro de las albuminas
séricas estudiadas.

El método es rapido y simple, ya que sblo necesita una medida
por muestra para proporcionar resultados precisos.

Como ventajas adicionales, las medidas se llevan a cabo sin
necesidad de tratamiento previo de la muestra, evitando una
posible alteracion de la conformacién de la proteina que
afectaria al proceso de union de sustratos.
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4.4. Parte experimental

4.4.1. Materiales y disolventes

Las albuminas séricas se compraron en Sigma; (S)-FBP, (R)-
FBP vy 3,4-tri-O-acetil-1-bromo-1-deoxi-a-D-glucopiranuronato fueron
obtenidos de Aldrich; (S)- y (R)-FBPGluc fueron sintetizados segun el
método descrito en el capitulo anterior. La solucion de tampdn fosfato
(PBS, pH = 7.4, 0.01M) fue preparada disolviendo tabletas de Sigma en
la cantidad apropiada de agua desionizada. Todos los disolventes
fueron de calidad HPLC.

4.4.2. Fotolisis de destello laser

Los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) se llevaron
a cabo usando un laser pulsado de Nd-YAG (Quantel Brilliant, de 266
nm, 5 ns fwhm, 10 mJ por pulso) acoplado a un equipo miniaturizado
mLFP-111 Luzchem.

Todos los espectros transitorios se registraron empleando
cubetas de cuarzo de 10x10 mm? con 4 ml de capacidad; el diametro
del punto de disparo en la cubeta es aproximadamente 4 mm. La
absorbancia del FBPGluc fue de ca. 0.2 a la longitud de onda del laser,
correspondiendo con una concentracién de 1.5 x 10° M para el
FBPGluc; Todos los experimentos se llevaron a cabo en PBS (pH = 7.4,
0.01 M) a 22y 37 °C y bajo atmésfera de aire.

Para los estudios realizados se prepararon una serie de
disoluciones conteniendo (S)- y (R)-FBPGluc en presencia de las
albuminas séricas de todas las especies con relaciébn de
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concentraciones 1:3.33 (preparadas en PBS). Estas disoluciones
fueron preparadas como se detalla a continuacion: sobre FBPGluc, 1.5
x 10° M, se afadi6 una alicuota de una disolucién 1 x 10° M de AS; la
mezcla resultante se mantuvo a 37 °C y a temperatura ambiente (22
°C). A diferentes tiempos, se tomaron 4 ml de esta disolucion, se
introdujeron en la cubeta de cuarzo y se sometieron a FDL,
monitorizando la sefal a 360 nm por acumulacion de las cinéticas
obtenidas tras 10 pulsos de laser. El experimento se realizé por
triplicado con muestra fresca. Para la obtencién del espectro de la
especie transitoria desde 700 a 290 nm, se realiz6 repetidamente a FDL
a intervalos de 10 nm (2 pulsos de laser por cada longitud de onda).
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4.4.3. Procedimiento para el ajuste de la desaparicion

Tabla 1. Factores preexponenciales (Aj), con sus correspondientes errores, y el valor de
R? para los ajustes de las curvas de desaparicion (FDL a Aex: = 266 nm) monitorizado a
360 nm a 0 h'y 6.5 h para una mezcla de (2R)-FBPGluc/ASH a relacién molar 1:3.33.
Los ajustes se han hecho usando una funcién con dos monoexponenciales (ec. 1) o una
funcion con cuatro monoexponenciales (ec. 2).

t (h) Eﬁ::gi:;n Tipo de especie Valores de A, R?
FBPGIuC libre 0.01161 £ 0.00028
0 | ect FBPGIuc unido 0.00607 + 0.00014 0-986
FBPGIuc libre 0.00793 * 0.00028
FBPGluc unido 0.00549 + 0.00019
0 | ec2 FBP en sitio | 0.00002 + 0.00002 2979
FBP en sitio Il 0.00006 + 0.00005
FBPGIuC libre 0.00348 * 0.00040
65 | ec1 | EBPGIuc unido + FBP libre  0.00840 +0.00008 -7
FBPGIuc libre 0.00343  0.00032
FBPGIluc unido 0.00238 + 0.00022
65| ec.2 FBP en sitio | 0.00190 + 0.00008 9977
FBP en sitio Il 0.00441 + 0.00019
4Las ecuaciones empleadas para el ajuste son:
AOD = AOD, + APPGlucg /7" o glBrélcg /<™ (ec. 1)
AOD = AOD, + AP e ™/7") 4 ATPP ) 4 gIBPOcg ™) | grBPGc U (ec, 2)

En estas ecuaciones:

A, FBPGie
A FBPGiue
A, FBP(GIue)

corresponde a glucurénido libre
corresponde a glucurénido unido
corresponde a glucurénido unido mas FBP unido

AFP® corresponde a (R)-FBP unido sitio |
A" corresponde a (R)-FBP unido a sitio |l
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FBPGIuc
FBPGIuc
FBP(GIuc

es el tiempo de vida de triplete de FBPGiluc libre = 1.8 us
es el tiempo de vida de triplete de FBPGluc unido = 25.0 us
Tu es el tiempo de vida de triplete FBPGluc unido mas (R)-FBP,
promediado a 25.0 ps
T, 8P es el tiempo de vida de triplete de (R)-FBP en el sitio | =10.2 ps
P es el tiempo de vida de triplete de (R)-FBP en el sitio 11 =39.0 ps

Tabla 2. Factores preexponenciales (Ai), con sus correspondientes errores, y el valor de
R? para los ajustes de las curvas de desaparicion (FDL a Aex: = 266 nm) monitorizado a
360 nm a 0 h y 6.5 h para una mezcla de (2S)-FBPGluc/ASH a relacién molar 1:3.33.
Los ajustes se han hecho usando una funcién con dos monoexponenciales (ec. 1) o una
funcién con cuatro monoexponenciales (ec. 2).

t (h) Eﬁ;‘:g‘a?," Tipo de especie Valores de A, R?

FBPGIUG fibre 0.01361 = 0.00040

0 ec. 1 FBPGIuc unido 0.00815 + 0.00011 0-98°
FBPGIUG fibre 0.00797 * 0.00031
FBPGIuc unido 0.00469 + 0.00030

0 ec. 2 FBP en sitio | 0.00004 + 0.00014 0979
FBP en sitio |l 0.00006 + 0.00023
FBPGIUG fibre 0.00263 £0.00034

65 | €1 | EBPGIuc unido + FBP libre  0.00802 0.00009 -7
FBPGIUG fibre 0.00208 * 0.00045
FBPGIuc unido 0.00199 + 0.00043

651 ec2 FBP en sitio | 0.00245 + 0.00020 2:977
FBP en sitio |l 0.00408 + 0.00033

“Las ecuaciones empleadas para el ajuste son ec. 1 y ec. 2 donde ahora:

B es el tiempo de vida de triplete de (S)-FBP en el sitio | =11.2 ps

B es el tiempo de vida de triplete de (S)-FBP en el sitio Il =35.9 ps
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Capitulo 5. Determinacion de la distribucion de farmaco en sistemas ASH/AAG

5.1. Introduccion

La albumina sérica humana (ASH) y a-glicoproteina acida
humana (AAG) son proteinas transportadoras plasmaticas. Estas
biomoléculas son vehiculos para agentes endégenos y exdgenos en el
torrente sanguineo; hasta hacerlos llegar a objetivos especificos. De ahi
que su interaccion con farmacos desempefie un papel crucial en la
farmacocinética y farmacodinamica de los mismos.

Como ya se menciond en la introduccién, ASH es la proteina
mas abundante en el torrente sanguineo con una concentracién en
plasma de 3.5-4 gr/100 ml que disminuye a 2-2.5 gr/100 ml en muchas
enfermedades, tales como procesos inflamatorios, cirrosis, infarto de
miocardio o enfermedades renales.’

AAG estd formada por 183 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 44 KDa, con hasta un 45 % en masa de hidratos de
carbono.**? Principalmente se une a farmacos bésicos y neutros, pero

es capaz de unirse también a &cidos.*'

Durante algunas
enfermedades, como los procesos inflamatorios, la concentracién de
AAG aumenta desde 50-140 mg/100 ml en personas sanas, hasta 300
mg/100 ml.'® Asi, el estudio de la interaccion de los farmacos
antiinflamatorios ~ 2-arilpropiénicos con estas dos proteinas
transportadoras presentes simultdneamente en el medio se convierte en
una cuestion importante. El tratamiento de este problema, que es dificil
de abordar por las metodologias existentes, permitira obtener
informacion fiable sobre los niveles de farmaco libre en plasma.

El estudio se plantea con tres sondas: FBP, que se une
principalmente a HSA y en menor medida a AAG, FBPMe, que muestra

una mayor afinidad por AAG y por ultimo, FBPGluc, el acil glucurénido
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que, como vimos anteriormente, se une en menor grado a ASH que el
FBP.

En el presente trabajo se plantea un estudio sistematico por FDL
de sistemas FBP/ASH/AAG, FBPMe/ASH/AAG y FBPGIuc/ASH/AAG.

En principio, la diferencia en los tr de las distintas especies en
su forma libre y unida a las proteinas transportadoras permitira
determinar la distribucion de las especies en uno u otro microambiente.
Esta idea se refleja en la Figura 5.1.

LFP (S)-FBP in
Site Il

=Y -
i

Figura 5.1. Esquema del procedimiento empleado en el presente capitulo

Free (S)-FBP
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5.1. Resultados y discusion

Como se indica en la introduccién, los 1t de (S)-FBP, (R)-FBP,
(S)-FBPMe y (R)-FBPMe en presencia de ASH y ASB se han
determinado previamente en nuestro grupo.'® Con un procedimiento
similar, en el capitulo 3 se describen los tr de FBPGluc en ASH. Todos

estos valores se resumen en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Tiempos de vida de triplete (us) de ligando en presencia de ASH.

T T T
(S)-FBP 1.5 11.2 | 35.9
(R)-FBP 1.5] 10.2 | 39.0

(S)-FBPMe | 15| 31.5 | 41

(R)-FBPMe | 1.5 | 157.6 | 16.6
(S)-FBPGluc | 1.8 - 25.0
(R)-FBPGluc | 1.8 - 25.0

A continuacién se procedi6 a estudiar del mismo modo la
interaccion de esos sustratos con AAG. Para ello se prepararon
disoluciones de FBP y FBPMe (2.5 x 10°) asi como FBPGluc (1.5 x 10
°) en presencia de AAG a diferentes relaciones molares y se
sometireron a FDL (A=266 nm, PBS, aire). En la figura 5.1 se
muestran algunas de las curvas de desaparicién obtenidas a A = 360

nm.
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AOD
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Figura 5.1. Curvas de desaparicion (Aexc=266 nm, PBS, aire) monitorizada a
A=360 nm de mezclas (R)-FBP/AAG y (R)-FBPMe/AAG a distintas relaciones molares:
1:0.5 (negro), 1:1 (rojo) y 1:2 (verde). A: R-FBPMe B: R-FBP

Se puede observar que, tanto las cinéticas de FBP como las de
FBPMe se alargan al anadir cantidades crecientes de AAG, lo que
significa que estos sustratos se unen progresivamente a la proteina. No
ocurre lo mismo con FBPGluc; la cinética de desaparicidbn observada
fue la misma en presencia y ausencia de AAG, indicando que no se
produce su inclusion en la proteina. Esto se puede ver en la figura 5.2
donde se representan las cinéticas de todas las mezclas ligando/AAG a

relacién molar 1:1.

AOD

0,84

0,64

0,4

0,2

0,0

6 1‘0 éO 3‘0 4‘0 50

t(us)
Figura 5.1. Curvas de desaparicion (Aexe=266 nm, PBS, aire) monitorizada a A=360 nm
de mezclas (R)-FBP/AAG (rojo), (R)-FBPMe/AAG (negro) y (R)-FBPGIluc/AAG (verde) a

relacion molar 1:1, junto con (R)-FBPGluc en ausencia de AAG (azul).
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Mediante un analisis de regresion de las curvas con la ec. 1, se

obtuvieron los tiempos de vida dentro de la proteina.

AOD =AOD, + A, e 4 4 e) (ee. 1)

donde 1. y Ty son los tiempos de vida de triplete de la especie
libre en disolucion y unido a la proteina, y AL y Ay son los
correspondientes coeficientes preexponenciales.

En ambos casos (FBPMe y FBP) se necesitaron dos términos
monoexponenciales para obtener un buen ajuste, conteniendo uno de
ellos el tiempo de 1.5 ps. Los valores de los factores preexponenciales
permitieron obtener la distribucién del ligando libre y en AAG mediante
las ecuaciones siguientes:

A
%FBP, =——-—x100 (ec. 2)

L + AU
%FBP, :LXIOO (ec. 3)
L + AU
Esto indica que solo existe un sitio de union en AAG para estos
sustratos y que incluso a relaciones molares en las que hay presente
poca AAG (se lleg6 hasta 1:3) queda FBP o FBPMe libre en disolucién.
Este estudio se llevo a cabo con los dos isémeros por separado. En la
tabla 5.2 se muestran los tiempos de vida y los porcentajes de
ocupacion para todas las especies dentro de AAG.

119



Capitulo 5. Determinacion de la distribucion de farmaco en sistemas ASH/AAG

Tabla 5.2. Tiempos de vida y porcentajes de ocupaciéon de FBP y FBPMe

en AAG a relaciéon molar 1:2.

T | A(%)
15 | 85
(S)-FBP*
23 15
15 | 81
(R)-FBF*
14 19
15 | 45
(S)-FBPMe®
200 | 55
15 | 52
(R)-FBPMe®
19.0 | 48
(S)-FBPGIluc® | 1.8 | 100
(R)-FBPGIuc® | 1.8 | 100

2 concentracion de ligando 2.5 x 10° M
® concentracion de ligando 1.5 x 10° M

Una vez analizadas las interacciones de los diferentes sustratos con las
dos biomoléculas por separado, se pasé al estudio de la situacién en las
que las dos proteinas estan presentes simultaneamente. Para ello se
prepararon disoluciones de (S)-FBP, (S)-FBPMe y (S)-FBPGluc en
presencia de ASH y AAG a relaciones molares 1:0.5:0.5y 1:1:1 y se
sometieron a FDL. Algunas de las curvas de desaparicion (Amon = 360

nm) se muestran en la figura 5.2.
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Figura 5.2. Curvas de desaparicion (Aexc = 260 nm, Amon = 360 nm)de (R)-FBP
(A), (S)-FBP (B), (R)-FBPMe (C) y (S)-FBPMe (D), en presencia de ASH y AAG a
diferentes relaciones molares: FBP/AAG y FBPMe/AAG 1:1 (verde), FBP/ASH vy
FBPMe/ASH 1:1 (rojo) y FBP/ASH/AAG y FBPMe/ASH/AAG 1:1:1 (azul). En negro se
representa el correspondiente ligando en ausencia de proteina.

Con los datos de tiempos de vida y relaciénes de los factores
preexponenciales obtenidos previamente en los estudios en presencia
de ASH y AAG por separado y la ecuacién 2, se obtuvieron Aaag, Al Y
Ay, y a partir de ellos la ocupacion de los sitios.

AOD =AOD, + AAAGe(_”TAA“) + A,e(‘”ff) + A,,e(‘”f") ec. 2
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donde Taag, T Y Ty SON los tiempos de vida correspondiente a
cada especie dentro de cada proteina y Aaag, Ai Yy A son los factores
preexponenciales correspondientes.

En la figura 5.3 se muestra la distribucion obtenida para cada especie
en presencia de las dos proteinas.

Figura 5.3. Distribucion de FBP, FBPMe y FBPGIluc con las dos proteinas

presentes simultaneamente con relacién molar 1:1:1.

Se observan dos comportamientos diferentes: en el caso de
FBPMe se aprecia como el ligando se une a las dos proteinas aunque lo
hace en mucha mayor medida a ASH. Esto indicaria que a pesar de
tener una alta afinidad por las dos proteinas por separado, cuando se
mezclan existe mayor tendencia a unirse a la albumina; el otro
comportamiento es el que se observa para FBP y FBPGluc que solo se
unen a ASH. En el caso de FBPGIuc era previsible ya que, como se
menciond anteriormente, éste no se une a la AAG. Sin embargo, el FBP
si que era capaz de introducirse en la glicoproteina, por lo que en este
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caso, podemos deducir que hay mucha mayor afinidad de FBP hacia
ASH que hacia AAG.
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5.2. Conclusiones

Mediante la técnica de fotolisis de destello laser y usando la
absorcion triplete-triplete del flurbiprofeno como sonda, se ha logrado
determinar in situ el grado de unién del profarmaco, del farmaco o de su
principal metabolito a las dos proteinas responsables de su distribucién
en el organismo presentes simuldneamente. EI método es simple,
rapido, evita contaminaciones o posibles artefactos resultado de la
manipulacion de la muestra, ya que es una medida directa sin
necesidad de llevar a cabo “work up”.

5.3. Parte experimental

5.3.1. Materiales y disolventes

La albumina sérica humana y la a-glicoproteina acida humana se
compraron en Sigma; (S)-FBP y (R)-FBP fueron obtenidos de Aldrich; el
FBPGiluc se sintetizé6 mediante método basado en literatura con algunas
modificaciones. La solucion de tampén fosfato (PBS, pH = 7.4, 0.01M)
fue preparada disolviendo tabletas de Sigma en la cantidad apropiada
de agua desionizada. Todos los disolventes fueron de calidad HPLC.

5.3.2. Fotdlisis de destello laser

Los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) se llevaron
a cabo usando un laser pulsado de Nd-YAG (Quantel Brilliant, de 266
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nm, 5 ns fwhm, 10 mJ por pulso) acoplado a un equipo miniaturizado
mLFP-111 Luzchem.

Para los estudios realizados en presencia de proteinas, se
prepararon una serie de disoluciones conteniendo (S) o (R)-FBP, (S) o
(R)-FBPMe y (S)- o (R)-FBPGIuc en presencia de ASH y AAG. A
continuacion se describe el procedimiento para una mezcla de relacion
molar 1:1:1.

A 10 mL de una disolucién 2.5:10° M de (S)-FBPMe en PBS, se
adicionaron 2.48 pL de ASH 2:10° M en PBS y 2.48 L de AAG 2:10°
M en PBS. Una alicuota de la disolucion resultante (4 mL) se depositd
en una cubeta de cuarzo y se someti6 a FDL (10 disparos para

monitorizar a 360 nm).
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Capitulo 6. Determinacion de composicion enantiomerica

6.1. Introduccion

La determinacién de la composicion enantiomérica resulta crucial
en diferentes areas, como por ejemplo en la sintesis de compuestos
quimicos enantioméricamente puros Yy sustancias con actividad
biolégica;' en farmacologia, los enantiomeros muestran un
comportamiento diferente en términos de actividad, efectos secundarios,
toxicidad, metabolismo o mecanismo de transporte. Lo que hace que
sea de gran interés el desarrollo de métodos analiticos para determinar
la composicion enantiomérica de farmacos quirales.?

La determinacion directa del exceso enantiomérico (ee) puede
conseguirse mediante polarimetria;' sin embargo, esta técnica presenta
algunas limitaciones practicas, principalmente relacionadas con la
sensibilidad y la baja tolerancia a impurezas. Otros métodos analiticos
usados comunmente estan basados en cromatografia de gases y HPLC
con fases estacionarias quirales; sus principales desventajas son que
consumen tiempo y requieren analisis en serie, lo que limita el nUumero
de muestras que pueden ser estudiadas.® En las Gltimas décadas se
han desarrollado otros métodos,* basados en la determinacién de
diferentes propiedades, que incluyen espectrometria de masas (EM),’
espectroscopia de absorcion UV/Vis,® termografia IR,” dicroismo
circular,®  electroforesis  capilar,’”  RMN,"® espectroscopia de
fluorescencia,'’ ensayos bioquimicos,’® etc. Sin embargo, la
cuantificacién de los niveles de estereoisomeros continta siendo un
problema importante actualmente y, por lo tanto, se requiere aiun mas
investigacion para desarrollar nuevas metodologias analiticas.

En principio, la discriminacion entre enantibmeros es posible
haciendo uso de interacciones supramoleculares tipo huesped-anfitridn.
En este contexto, se ha obtenido informacién util a partir de andlisis
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quimiométricos de espectros de absorcion UV/Vis o de fluorescencia en
presencia de ciclodextrinas.'® Las proteinas son otro importante grupo
de selectores quirales. Particularmente, las albuminas séricas (AS) han
sido ampliamente utilizadas como fases estacionarias para la resolucion
cromatografica de mezclas enantioméricas,' un concepto basado en la
posible estereoselectividad en el proceso de union.

Los valores de tr obtenidos para (R)- y (S)-FBPMe en algunas
albuminas séricas, revela una importante estereodiferenciacion en el
estado excitado. Un comportamiento similar con (R)-y (S)-FBP. Por ello
se decidié hacer uso de la discriminacién quiral entre los tiempos de
vida de triplete de los enantiémeros S y R en la unién supramolecular
con AS para el desarrollo de una nueva metodologia dirigida a una
valoracion rapida y fiable de la composicion enantiomérica. La
estrategia se basa en la determinacion del porcentaje de ambos
enantiomeros partiendo de la contribucion relativa de los tiempos de
vida de triplete obtenidos de la curva de desaparicién en presencia de
AS como selector quiral. El principio se ilustra en el esquema (esquema

1).

» » FDL,
e +AS = II“MWI TIR Ty
Isomero (R) Complejo isémero (R)/AS
95 , a5 — Y, ' %> s s
" » y P, oot
Isbmero (S) Complejo isémero (S)/AS
I\DlIr \|‘|:".Ilrl\|b + AS — |||““““Mw TIR’TI}?
Mezcla de isomeros ‘"“ “W‘ TIS ’ TISI
Ry (9 Mezcla de complejos
(R)/AS y (S)/AS

Esquema 1
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6.2. Resultados y discusion

Se prepararon una serie de disoluciones conteniendo (S)-y (R)-
FBPMe (porcentajes de 0:100 a 100:0) en presencia de cantidades
equimolares de ASH y se sometieron a FDL. Algunas curvas de
desaparicion obtenidas se muestran en la Figura 6.1A.
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Figura 6.1. A: Curvas de desaparicion (Amon=360 nm) para varias mezclas (S)-
FBPMe/(R)-FBPMe/ASH: 1:0:1 (negro), 0.7:0.3:1 (rojo), 0.3:0.7:1 (azul), y 0:1:1 (verde)
tras FDL a 266 nm. B: Valores de % de enantiémero (S)- determinados por FDL frente a

valores reales, junto con el ajuste lineal de los valores experimentales.

Se observa claramente que las curvas de desaparicion se
alargan con cantidades crecientes de (R)-FBPMe ya que los tiempos de
via de triplete de este enantiomero son mas largos. Para obtener ajustes
precisos, se asumié que, para una mezcla FBPMe/ASH dada
conteniendo ambos enantidmeros existen cuatro tipos diferentes de
triplete, correspondientes a (R)-y (S)-FBPMe dentro de sitio | y sitio Il.
En estas condiciones no es factible que haya FBPMe libre en disolucién.
Asi, la ley multiexponencial para ajustar la curva de desactivacion
vendria dada por ec. 1, en la cual % y 1% son los tiempos de vida de
triplete de (S)-FBPMe en el sitio | y sitio Il de ASH (t°=31.5 ps, 15,=4.1
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us), mientras que 1 y 17 son los valores correspondientes para el

enantiémero R (17=157.6 ps, y t7=16.6 ps).
AOD = AOD, + ASe/™) 4 ASeV) 4 ARV 4 ARg(VED  (gc 1)

Asumiendo que las relaciones AS/AS, y AR/AR, permanecen

constantes (70:30 y 68:32, respectivamente),'*?

el ajuste de cada curva
de desactivacion permitié obtener AS y AR y de ahi, utilizando la ec. 2,

el porcentaje del enantiémero (S)-FBPMe.

(AS +A%) x100
AS+AS +ARL AR

%S = (ec.2)

En la figura 6.1B se representan los valores de porcentaje de
(S)-FBPMe determinados mediante FDL frente a los valores reales; la
correlacién entre ambos valores es satisfactoria y claramente valida la
metodologia propuesta.

Otra de las albuminas con una marcada estereoselectividad en
la interaccion con FBPMe es ASCe. Se realiz6 un minucioso estudio
analogo con esta proteina y se obtuvieron resultados también
satisfactorios, aunque en este caso los parametros fueron diferentes
(t5=41.2 ps, 1°=6.0 ps, 1°=95.3 ps, t7=9.5 us, AS/AS=53:47, y
AR/AR =75:25).
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Figura 6.2. A: Curvas de desactivacién (Amon=360 nm) para varias mezclas (S)-
FBPMe/(R)-FBPMe/ASCe: 1:0:1 (negro), 0.8:0.2:1 (rojo), 0.4:0.6:1 (azul), y 0:1:1 (verde)
tras FDL a 266 nm. B: Valores de porcentaje de (S)-FBPMe determinados por FDL
frente a valores reales, junto con el ajuste lineal de los valores experimentales.

En la Figura 6.2A se muestran algunas de las curvas de
desaparicién; en 6.2B se representan los porcentajes de (S)-FBPMe
obtenidos con FDL frente a los valores reales de la composicion
enantiomérica para los sistemas.

El requisito para aplicar esta metodologia de modo
satisfactorioes una discriminaciéon quiral en los tiempos de vida de
triplete de los complejos farmaco-AS, que no siempre se da en todos los
sistemas. Por ejemplo, los tiempos de vida de triplete de FBP en
presencia de ASH (t°=11.2 us, t5=35.9 ps, ©°=10.2 us, y 17=39.0
us)® o ASCe (1°=6.5 ps, 1°=44.5 ps, 17=6.8 us, y t7=45.0 ps) no
son suficientemente diferentes para que los valores obtenidos para los
porcentajes de los dos enantibmeros no sean suficientemente precisos.
En la Figura 6.3 se muestran las curvas de desapariciébn para mezclas
1:1 de (R)- y (S)-FBP con ASH y ASCe.
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Figura 6.3. Curvas de desaparicion (Amon=360 nm) para mezclas FBP/ASH 1:1 (A) y
FBP/ASCe 1:1 (B) tras FDL a 266 nm. R-FBP (negro), S-FBP (rojo).

Sin embargo, incluso en ese caso, el problema se puede
solventar eligiendo una proteina para la cual los tiempos de vida de
triplete de los dos enantiémeros sean lo suficientemente distintos. Asi,
para FBP, la albamina sérica bovina (ASB) es un selector quiral
apropiado. Dentro de esta proteina se observa una clara
estereodiferenciacion para (S)- y (R)-FBP en ambos sitios de union
(t5=10.8 ps, 1°,=86.5 ps, 1=6.6 us, y 17,=58.6 ps)." De hecho,
cuando se procesaron las cinéticas obtenidas en presencia de ASB con
diferentes relaciones (S)-FBP/(R)-FBP de la forma habitual, se encontrd
una buena correlacién entre los valores obtenidos con FDL y la
composicion enantiomérica real (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Valores determinados por FDL frente a valores reales de S-FBP en

presencia de ASB, junto con el ajuste lineal de los valores experimentales.

La estereodiferenciacion en las interacciones del estado excitado
triplete entre analitos quirales y proteinas debe ser, en principio, un
fendmeno general. Por ello, se realizé un experimento similar utilizando
otro farmaco quiral pero con una estructura diferente, como es el caso
del Naproxeno (NPX) (figura 6.5).

COOH
HsCO

Figura 6.5. Estructura quimica del NPX.
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Se prepararon mezclas NPX/ASH y tras someterlas a FDL se
encontraron los siguientes tiempos de vida para (R)-y (S)-NPX en los
sitios | y Il de ASH: % =8.5 ps, °; = 31.6 us, T, = 7.5 us, T = 25.4 ps.

Con estos valores y las relaciones de los factores
preexponenciales obtenidos del ajuste (AS/A,° = 0.333 y AFYASR =
0.370) también se obtuvo una buena correlacion entre los valores reales

y los determinados por FDL (figura 6.6).

1,007
1]
R
-% 0,754 -\ Real Determinados por FDL
£
5 70 6
2 0,50 \ 7
o 50 51
2 5
CD) 0,25 40 42
]
0,00 Rg

0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 6.6. FDL (Aexc = 266 nm) de (S)-NPX/(R)-NPX/HSA con relacién molar
0.5:0.5:1. Curva de desaparicion normalizada obtenida a 420 nm. La concentracién total
de NPX fue de 4-10° M. Los porcentajes determinados por FDL vs los reales de (S)-
NPX fueron comparados para tres mezclas (S)/(R) (tabla de la derecha).

Para demostrar la viabilidad de la técnica se compararon las
curvas de desaparicion de los dos enantibmeros con la obtenida con el

farmaco racémico (figura 6.7)
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Figura 6.7. Curvas de desaparicion de (S)- y (R)-NPX/HSA

comparadas con la del racémico.

y se concluye que la técnica es viable para una amplia gama de
compuestos quirales.

Como principales ventajas de este método frente a otros mas
tradicionales como pueden ser RMN o polarimetria. Podriamos destacar
la tolerancia a impurezas y la sensibilidad.

Respecto a la tolerancia a impurezas, en principio podria
pensarse que un método tan sensible tendria poca tolerancia a las
mismas. Para examinar esta posibilidad se procedi6 a realizar el mismo
experimento de FDL usando pastillas comerciales de Froben®, en las
que el contenido de principio activo (FBP racémico) es el 25% del
contenido total de la pastilla (200 mg). Entre los excipientes se
encuentran gran variedad de compuestos que podrian interferir en la
medida de FDL como son los azucares, ceras, etc. (figura 6.8).
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FFiOBEN® 50, grageas OoX

Flurbiprofeno

COMPOSICION por gragea:
FIUrDIPIOTENO oo e e 50 mg
Excipientes: glucosa, sacarosa, lactosa, almidén de maiz, povidona,
estearato de magnésio, acido estedrico, talco, dioxido de titanio (E-
171), barniz de sandaraca, cera carnauba, silice coloidal y tinta negra
(E-172), c.s.

Figura 6.8. Fragmento del prospecto del farmaco Froben® donde se muestra la

composicion de cada gragea.

Se preparé una disolucién con el comprimido comercial de Froben® y se
someti6 a FDL siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.
Paralelamente, se realizé el mismo experimento con FBP racémico y se
observdé como las curvas de desaparicibn obtenidas en ambos

experimentos eran practicamente idénticas (Figura 6.9).

o 1,004 = - FBF’.racemico
. = Pastilla de Froben ®
=} - -
.y ____ Cinética tetrica para
[m) (R)-FBP/(S)-FBP con relacién molar 1:1
O 0,75-
<
0,50~
0,251
0,00y
0 50 100 150 200
t/ us

Figura 6.9. Cinética del FBP racémico comercial (negro) y de la pastilla
de Froben® (azul), ademas, curva de desaparicion tedrica para una mezcla racémica de
(R)- y (S)-FBP (rojo).
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Por otro lado, se prepararon disoluciones de Froben® y de FBP
comercial, y se analizaron por RMN-'H. Asi, se disolvié un comprimido
de Froben® en 80 ml de CH;OH, se filtr, y el disolvente se evaporé a
vacio consiguiendo un polvo blanco. Entonces, 10 mg de ese sélido se
disolvieron en CD;OD (0.7 ml) y se realizé un espectro de RMN-"H.

<
€20 €
BHLE|
e =
ED =
FLD <

L BDLE{

70 60

8.0
ppm (t1)

B

Figura 6.10. Espectros de 'H-RMN 300 MHz de la pastilla de Froben® (A), y de FBP
puro (B).

139



Capitulo 6. Determinacion de composicion enantiomerica

Como patrén, con FBP puro se siguidé el mismo procedimiento.
En la figura 6.10 se observa como en el espectro de Froben® (figura
6.10A) aparecen gran cantidad de sefnales correspondientes a los
excipientes.

Otra de las ventajas de este método es la poca cantidad de
muestra necesaria para el andlisis (del orden de pg). No todas las
técnicas usadas en la actualidad para la determinacion de excesos
enantioméricos dan buenos resultados con tan poca cantidad de
muestra. Como ejemplo, se realizaron andlisis para el caso del FBP
usando técnicas como polarimetria, RMN y HPLC, cuyos resultados se

exponen a continuacion.

Tabla 6.1. Rotacion optica (R.O.), desviacion estandard (o) y % de coeficiente de
variacion (C.V.) de mezclas conteniendo diferente porcentajes de (S)- y (R)-FBP en
MeCN con concentracion total de 2.5 x 10”° M. ® Medidas realizadas en un polarimetro

JASCO P-1030 con celda de cuarzo de 10 cm de camino Optico.

% (S)-FBP R.O.? c CV. %
100 -0,0031 0,0048 -152
90 -0,0014 0,0056 -393
80 0,0012 0,0031 260
70 -0,0020 0,0033 -167
60 0,0017 0,0034 198
50 -0,0020 0,0014 -67
40 0,0023 0,0014 62
30 0,0035 0,0029 84
20 -0,0010 0,0045 -446
10 -0,0023 0,0025 80
0 -0,0026 0,0026 -102
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En la tabla 6.1 se muestran los resultados obtenidos con la
técnica de polarimetria de los que se puede deducir que con cantidades
tan pequenas como las usadas con la técnica de FDL no se obtienen
datos fiables de rotacion optica. Por tanto, la polarimetria no
proporciona resultados precisos en el mismo rango de concentraciones
que el método basado en FDL.

A continuacion se llevaron a cabo experimentos de RMN-'H con
las mismas cantidades de FBP que las que se usan en los experimentos
de FDL (1 x 10" mol), obteniéndose el espectro de la figura 6.11.
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Figura 6.11. Espectro 'H-RMN (300 MHz) de la cantidad de FBP requerida para un
experimento de FDL (1 x 107 mol) en 0.7 mL de CDCls. No se detectaron sefiales del
farmaco a estas concentraciones (ver ampliaciones).
No se detectd ninguna sefal correspondiente al farmaco. Los recuadros
internos de la figura 6.11 corresponden a ampliaciones de las zonas del

espectro donde se esperarian encontrar las senales del FBP.
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Por ultimo, se realizaron experimentos de cromatografia liquida
de alta resolucion para compararlos con la FDL. Se prepararon
disoluciones conteniendo la misma cantidad de FBP requerida para un
andlisis por FDL (1 x 107 mol) en 300 pL de tert-butil metil eter. Una
alicuota de 200 ul de esta disolucion se inyect6é en un sistema de HPLC
(fase directa) dotado con una columna quiral (Kromasil 100 TBB 5um 25
cm x 1 cm). El eluyente empleado fue tert butil metil eter/hexano/acido
acético (60:40:0.1) con un flujo de 1.5 ml/min. El sistema de deteccidn
usado fue un detector quiral (JASCO OR-1590). La técnica de HPLC, es
la Unica de las utilizadas que proporciona resultados comparables a los
obtenidos por FDL. Sin embargo, tiene como inconveniente un gasto de
tiempo y disolvente muy superior al necesario para FDL, ademas de un

tratamiento de la muestra mas complicado.

100

754

50 —

%(R) determinado por HPLC

25+

0 25 50 75 100
%(R) red

Figura 6.12. Composiciéon de diferentes mezclas de (S)- y (R)-FBP determinada por
HPLC frente a los valores reales junto con la linea de ajuste de los puntos
experimentales.
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Conclusiones

Se ha presentado un nuevo método para la determinacion
directa de la composicion enantiomérica basado en la
espectroscopia de especies transitorias, explotando las
diferencias en los tiempos de vida de triplete dentro de las
albaminas séricas para reconocimiento quiral.

El método es rapido y simple, ya que sélo necesita una medida
por muestra para proporcionar resultados precisos.

Es altamente sensible y apropiado para el analisis de
cantidades pequenas (ug) de muestra.

Como ventajas adicionales, evita la derivatizacion del sustrato
asi como la separacién cromatografica y no depende de la
rotacion especifica del compuesto objetivo.

A pesar de ser un método muy sensible es bastante tolerante a

la presencia de impurezas.
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6.4. Parte experimental

6.4.1 Materiales y disolventes

Las albuminas séricas humana y bovina fueron adquiridas de
Sigma. El (S)-y (R)-FBP y (S)- y (R)-NPX fueron adquiridos de Aldrich.
Las disoluciones de PBS 0.01 M (pH = 7.4) empleadas se obtuvieron
por disolucion de pastillas tampoén fosfato adquiridas de Sigma en agua
desionizada Milli-Q.

6.4.2 General

A continuacién se exponen los detalles experimentales para una
tipica determinacién de la composicion enantiomérica de una muestra
dada, en este caso la relacion (S)-FBPMe/(R)-FBPMe/ASH 0.5:0.5:1.

Sobre una disolucién de (S)-FBPMe en PBS (10 ml, 5x10° M) se
adicioné otra de (R)-FBPMe (10 ml, 5x10° M) y otra de ASH (248
2x10). 4 ml de esa disolucién se colocaron en una cubeta de cuarzo y
se llevo a FDL (10 disparos a 360 nm).

Para obtener una curva de desaparicion precisa, este
experimento se repiti6 al menos tres veces con muestra fresca; los
tiempos de vida de triplete y los ajustes de las curvas de desactivacion
coincidieron dentro de los margenes del error experimental (Figura 6.13)
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Figura 6.13. Fotdlisis de destello laser (Aexe = 266 nm) de (S)-FBPMe/(R)-
FBPMe/HSA a relacion molar 0.5:0.5:1. La linea negra es la curva de desaparicion
obtenida a 360 nm, mientras que la roja corresponde al ajuste exponencial (ec 1) de la
curva. El procedimiento seguido para la determinacion experimental de la composicion
enantiomérica se explica en el texto.
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7.1. Instrumentacion general

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y
carbono (RMN-'H y '®C) se registraron en un espectrometro Varian
Gemini de 300 MHz, utilizando como disolvente cloroformo o metanol
deuterado. Los valores de desplazamiento quimico (3) estan
expresados en partes por millon (ppm), y son relativos a la senal del
tetrametilsilano (TMS), escogido como referencia para el caso del
cloroformo, mientras que en los espectros realizados en metanol
deuterado, se us6 como referencia la senal propia del metanol a 3.3
ppm. Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se indican en
hercios (Hz).

La determinacion de la rotacion optica ([e]]) de los
compuestos se realizd haciendo uso de un polarimetro Jasco P-1030,
cuya fuente de luz es de Na a 589 nm. El valor de [a']z se determiné a
una temperatura de 27 °C.

Para la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se
usé un equipo isocratico Waters modelo 6000A con detector de
ultravioleta (UV/Vis), provisto de una columna semipreparativa de fase
reversa. Se utilizé como eluyente acetonitrilo (de grado HPLC) y agua,

la cual fue purificada con filtros de nylon de membrana (ref: A LBET-NY-
045-47-BL) ALBET.

7.2. Instrumentacion fotoquimica

Los espectros de absorcidon ultravioleta-visible (UV-vis) se
registraron en un espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 35.
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La técnica de fotdlisis de destello laser (FDL) es una técnica
de absorcidn resuelta en el tiempo, que consiste en la generacion de
especies excitadas mediante un haz excitador (laser pulsado de elevada
intensidad) y en registrar la absorcion de éstas mediante un haz
analizador, en la regién UV-vis con resolucién temporal. En la Figura 7.1

se muestra de forma esquematica un sistema de FDL.

Typically ~
266, 308 Laser
337, 355 nm

) Monocromador
Lampara =
’Fotomultlpllcador
4 O O O Detector
Muestra
E . Oscnoscoplo
spectro ~_
Cinética«—

Figura 7.1. Esquema de un sistema de FDL.

Los componentes de un sistema de FDL son los siguientes:

- Haz excitador: laser pulsado, que puede ser de XeF, Nd, etc.
En este caso se utilizé un sistema laser pulsado de Nd-YAG (Quantel
Brilliant, de 266 6 355 nm).

- Haz analizador: se pueden utilizar distintos tipos de fuentes de
radiacion, como infrarrojo, UV-vis, etc, aunque el mas comun es el de
UV-vis. En este caso se utilizé un detector UV-vis (lampara de Xe).

- Sistema de deteccidn: consta de un monocromador, con el que
se puede seleccionar la longitud de onda deseada, y un
fotomultiplicador, que detecta la sefial a la longitud de onda deseada.
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De esta forma, el sistema es capaz de detectar la sefal en funcién del
tiempo y la longitud de onda seleccionada.

- Sistema de analisis de la senal: formado por un osciloscopio,
que permite representar graficamente la sefal de voltaje en funcién del
tiempo que llega al fotomultiplicador. El osciloscopio estd conectado a
un ordenador para el posterior almacenamiento y tratamiento de datos.

Aunque el sistema de fotdlisis es un espectrofotdémetro de un
solo haz, se comporta como si fuese de doble haz, donde el de
referencia y el de muestra se encuentran separados en el tiempo en
lugar del espacio. Asi pues, la sefial que se observa tras FDL viene
dada por la absorcion de la muestra antes y después de ser irradiada
con el pulso de laser. Ese cambio de absorcion (ADO) viene dado por la

ecuacién 7.1.

ADO =—log(1,/1,) (7.1)

donde I, es la intensidad del haz incidente antes de atravesar la muestra
y I; es la intensidad del haz tras atravesar la muestra. La medida de
ADO en funcién del tiempo proporciona una traza que suele seguir una
desactivacién exponencial. El caso mas sencillo se da cuando existe
una Unica especie transitoria que se desactiva, bien de forma no
radiante o por colisiones con el disolvente. En este caso, la sefal

obtenida sigue una ley de tipo monoexponencial, segun la ecuacion 7.2.

ADO = Ae' o (7.2)
donde 4DO es el cambio de absorbancia de la muestra, A es el factor
preexponencial, t en el tiempo y kp es la constante de desactivacion de

153



Capitulo 7. Instrumentacion

la especie transitoria, que también se puede expresar como kp = 1/1,
donde 7 es el tiempo de vida de la especie transitoria.

La técnica de FDL permite estudiar tanto la desactivacion
cinética de la especie transitoria generada como la formacién de nuevas
especies. También se puede construir el espectro de absorcion UV-vis
de la especie transitoria generada, analizando las trazas resueltas en el
tiempo a distintos valores de longitud de onda. El espectro obtenido
resulta de la diferencia de la absortibidad molar de la muestra en el
estado fundamental y de la especie transitoria formada después de la
excitacion. Este espectro es caracteristico de aquellas longitudes de
onda donde el estado fundamental es transparente.

El tipo de especies transitorias que se pueden detectar con esta
técnica son estados excitados tripletes, radicales, radicales aniones o
radicales cationes.

La técnica de FDL es muy util para poder dilucidar mecanismos
de reaccion por el estudio de la evolucion cinética de las especies
transitorias formadas después de la excitacion por laser.
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Conclusiones

Las interacciones entre FBP, FBPMe y FBPGluc con proteinas
de diversas especies se pueden estudiar mediante una metodologia
basada en la espectroscopia de absorcién de especies transitorias.

El FBP se une a dos sitios de ASCe y ASO, en ASC, ASP y ASR
interviene un sélo sitio.

El FBPGluc se une en menor grado que el farmaco de partida a
todas las albuminas estudiadas en las que se observa un soélo tipo de
microentorno.

En cuanto al FBPMe, se encontr6 una gran estereodiferenciacion
en su interaccién con ASCe, ASP y ASR, no asi en ASC y ASO.

En general, el tiempo de vida de triplete del isbmero (R)- es
mayor al del isobmero (S)- dentro de las proteinas.

Se ha estudiado la actividad glucuronidasa de las albuminas
séricas de distintas especies hacia el FBPGluc. En ASH, ASO y ASR se
observa una considerable actividad glucuronidasa, ademas ed una gran
estereoselectividad en el proceso ya que el isomero (S)- se degrada
considerablemente mas rapido que el (R)-. En ASP, ASCe y ASB se
aprecia actividad glucuronidasa pero en menor grado. Ademas, el hecho
de que a menor temperatura el proceso sea mas lento, indica que la
reaccion enzimatica esta teniendo lugar. Por ultimo, en ASC no se
observa hidrélisis. Esto podria indicar que, a pesar de la similitud
estructural con ASH (alrededor del 75%), la configuracion de la cavidad
del sitio de union de ASC, o bien las propiedades electrostaticas en
dicha cavidad son muy diferentes a las encontradas en el rsto de
albdminas.

Por otro lado se ha estudiado el grado de union in situ de FBP,
FBPMe y FBPGIluc a dos proteinas transportadoras (ASH y AAG)
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presentes simultaneamente en el medio. De esta forma se ha
conseguido determinar que, mientras FBP y FBPMe se unen a ambas
proteinas, FBPGluc solo se una a ASH.

Por ultimo se utilizo este método para la determinacion directa
de la composicion de una mezcla enantiomérica. Asi, se consiguio
determinar la composicién enantiomérica de diferentes mezclas de (S)-
y (R)-FBP y (S)- y (R)_FBPMe usando ASH, ASB y ASCe como
selectores quirales.

Hemos establecido un método basado en la absorcion de
especies transitorias para diferentes aplicaciones de gran relevancia. Es
un método con muchas ventajas entre las que cabe destacar su rapidez
y simpeza, asi como la ausencia de tratamiento previo de la muestra, lo
que en el caso de proteinas, evita una posible alteracion de su
conformacion que afectaria a la unién con sustratos. Ademés es
sensible y apropiado para pequefias cantidades (ug) de muestra,

aunque también es muy tolerante a la presencia de impurezas.
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Resumen en castellano

Las proteinas son macromoléculas muy abundantes en los
organismos vivos que cumplen con diversas funciones vitales. En
concreto, la importancia de las proteinas transportadoras como la
albumina sérica humana (ASH) y la alfa glicoproteina acida (AAG)
radica en que actuan como vehiculo para la distribucion de una amplia
variedad de sustancias endégenas y exégenas en la sangre.

El flurbiprofeno (FBP) es un AINE de la familia de los acidos 2-
arilpropiénicos ampliamente utilizado. Este farmaco es transportado en
sangre por ASH, aunque AAG también puede intervenir en el proceso.
El ester metilico de FBP (FBPMe) es un profarmaco que también
interacciona con ambas proteinas. El principal metabolito del FBP es su
glucurénido (FBPGluc) que, aunque en menor medida, también se une
a las ASH.

El estudio de la interaccion farmaco/proteina es importante para
conocer la biodistribucion, el metabolismo, la eliminaciéon y el efecto
farmacoldgico del farmaco en el organismo. El nimero de técnicas
utilizadas para la realizacion de este tipo de estudios es muy amplio y
variado aunque presentan inconvenientes tales como falta de
sensibilidad, reproducibilidad o un “work up” complicado. Recientemente
se ha usado la técnica de fotdlisis de destello laser para el estudio de
sistemas farmaco/ASH, demostrando que el estado excitado triplete es
muy sensible al medio y que, por tanto, puede ser utilizado como sonda
de la unién farmaco-proteina.

Teniendo esto en cuenta, se propuso profundizar en el
conocimiento de las interacciones farmaco-proteina, extendiendo el

estudio a albuminas séricas de otras especies (usadas como modelo de
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ASH en ensayos con farmacos) asi como a otras proteinas
transportadoras como puede ser AAG.

En primer lugar, se llevo a cabo la sintesis del glucurénido del
FBP (FBPGluc) y su posterior caracterizacion fotofisica dando lugar a
propiedades muy similares a la del farmaco de partida.

Posteriormente, se realizé un estudio de interaccion de FBP,
FBPMe y FBPGluc con albuminas de diversas especies (conejo, perro,
cerdo, oveja y rata) con el fin de detectar analogias y diferencias
respecto a ASH. Esto se llevo a cabo con los dos enantiomeros de cada
sustrato, para detectar una posible estereodiferenciacion en el proceso.
Analizando las curvas de desaparicion obtenidas se dedujo que,
efectivamente, existen diferencias en la unién del farmaco y sus
derivados a las ASs respecto a ASH, tanto en el numero de sitios de
unién, como en los valores de tiempo de vida de triplete del sustrato
unido. En cuanto a la estereodiferenciacion, se encontré6 que apenas
ocurre en el caso del FBP, mientras que para el FBPMe si que se da en
algunas albuminas (ASCe, ASP, ASR) y en el caso del FBPGluc hay
algo de estereodiferenciacion en todas las ASs.

A continuacién se procedié a estudiar la actividad glucuronidasa
de las diferentes albuminas sobre FBPGIluc, aprovechando las
diferencias en los tiempos de vida de triplete del metabolito respecto a
FBP. Se observé que el proceso de hidrélisis tiene lugar a mayor
velocidad dentro de la proteina y a temperatura fisiolégica que en su
ausencia o a temperaturas inferiores.

Como otra aplicacion interesante de esta metodologia, se
procedié al estudio de interaccion de cada sustrato con ASH y AAG
presentes simultdneamente. De nuevo se realiz6 un analisis de

regresibn de las curvas de desactivacion donde se obtuvieron
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resultados de ocupacién de dichos sustratos en los sitios de unién de
cada proteina.

Por ultimo, utilizando la diferencia en los tiempos de vida de
triplete de FBP y FBPMe en algunas ASs, se aplicé la metodologia para
determinar la composicién enantiomérica de diferentes mezclas
conteniendo (S)-y (R)-FBP o (S)-y (R)-FBPMe, usando las albuminas
como selectores quirales y obteniendo excelentes resultados de
correlaciéon entre los valores determinados con nuestra metodologia y

las composiciones reales.
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Resum en valencia

Les proteines sén macromolécules molt abundants en els
organismes vius, que compleixen diverses funcions vitals. En concret, la
importancia de les proteines transportadores com ['albumina sérica
humana (ASH) i l'alfaglicoproteina acida (AAG) radica en el fet que
actuen com a vehicle per a la distribuci6 d'una amplia varietat de
substancies endogenes i exdgenes en la sang.

El flurbiprofen (FBP) és un AINE de la familia dels acids 2-
arilpropionics ampliament utilitzat. Aquest farmac és transportat en la
sang per 'ASH, encara que 'AAG també pot intervenir en el procés.
L'ester metilic del FBP (FBPMe) és un profarmac que també
interacciona amb ambdues proteines. El principal metabdlit del FBP és
el seu glucuronid (FBPGluc) que, encara que en menor mesura, també
s'uneix a les ASH.

L'estudi de la interacci6 farmac-proteina és important per
coneixer la biodistribucid, el metabolisme, l'eliminacié i [I'efecte
farmacologic del farmac en l'organisme. EI nombre de técniques
utilitzades per a la realitzacié d'aquest tipus d'estudis és molt ampli i
variat, encara que presenten inconvenients com ara la falta de
sensibilitat, reproductibilitat o un work up complicat. Recentment s'ha
usat la técnica de fotolisi de centelleig laser per a I'estudi dels sistemes
farmac-ASH, i s’ha demostrat que I'estat excitat triplet és molt sensible
al mitja i que, per tant, pot ser utilitzat com a sonda de la uni6 farmac-
proteina.

Tenint aixd en compte, es va proposar aprofundir en el
coneixement de les interaccionis farmac-proteina, estenent I'estudi a

albumines seriques d'altres espécies (usades com a model d'ASH en
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assajos amb farmacs), aixi com a altres proteines transportadores com
pot ser 'AAG.

En primer lloc, es du a terme la sintesi del glucuronid del FBP
(FBPGiluc) i la posterior caracteritzacié fotofisica, que déna lloc a
propietats molt similars a la del farmac de partida.

Posteriorment, es va realitzar un estudi d'interacci6 de FBP,
FBPMe i FBPGluc amb albumines de diverses especies (conill, gos,
porc, ovella i rata), amb la finalitat de detectar analogies i diferéncies
respecte a 'ASH. Aix0 es va dur a terme amb els dos enantidomers de
cada substrat, per detectar una possible estereodiferenciacié en el
procés. Analitzant les corbes de desaparicié obtingudes es va deduir
que, efectivament, hi ha diferéncies en la unié del farmac i els seus
derivats a les ASs respecte a 'ASH, tant en el nombre de llocs d'unid,
com en els valors de temps de vida de triplet del substrat unit. Quant a
I'estereodiferenciacio, es va trobar que amb prou feines ocorre en el cas
del FBP, mentre que per al FBPMe si que es dbéna en algunes
albumines (ASCe, ASP, ASR) i, en el cas del FBPGiluc, hi ha una mica
d'estereodiferenciacio en totes les ASs.

A continuaci6 es va procedir a estudiar l'activitat glucuronidasa
de les diferents albumines sobre el FBPGluc, aprofitant les diferéncies
en els temps de vida de triplet del metabolit respecte al FBP. Es va
observar que el procés d'hidrolisi té lloc a més velocitat dins de la
proteina i a temperatura fisioldgica que en abséncia d’aquesta o a
temperatures inferiors.

Com una altra aplicacio interessant d'aquesta metodologia, es va
procedir a l'estudi de la interacci6 de cada substrat amb I'ASH i TAAG
presents simultaniament. De nou es va realitzar una analisi de regressio
de les corbes de desactivacio, on es van obtenir resultats d'ocupacié
d'aquests substrats en els llocs d'uni6é de cada proteina.
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Finalment, utilitzant la diferéncia en els temps de vida de triplet
del FBP i FBPMe en algunes ASs, es va aplicar la metodologia per
determinar la composicié enantiomerica de diferents barreges que
contenen (S)-i (R)-FBP o (S)-i (R)-FBPMe, usant les albumines com a
selectors quirals i obtenint excel-lents resultats de correlacié entre els

valors determinats amb la nostra metodologia i les composicions reals.
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Summary

Proteins are macromolecules very abundant in living organisms,
that are involved in various vital functions. In particular, transport
proteins (such as HSA and AAG), serve as a vehicle for the distribution
of a wide variety of endogenous and exogenous substances in blood.

Flurbiprofen (FBP) is a NSAID of the 2-arylpropionic acid family.
This drug is carried by ASH, although AAG may also be involved in the
process. Methyl ester of FBP is a prodrug, which also interacts with both
proteins. The major phase Il metabolite of FBP is its glucuronide that, it
also binds to HSA although to a lesser extent

The study of drug/protein interactions is important to understand
the biodistribution, metabolism, disposal and pharmacological effect of
drugs in the body. A number of techniques are available to address
these issues. Recently laser flash photolysis has been used for this
purpose, showing that the triplet excited states are very sensitive to the
surrounding environment ; therefore, they can be used as a probes for
the study of drug-protein binding.

With this background, the main goal of the present work is to
extend the previous studies of this group to serum albumins of other
species as well as to other transport proteins such as AAG.

Thus, the interaction of FBP, FBPMe and FBPGluc with albumins
of various species (rabbit, dog, pigs, sheep and rat) was undertaken to
establish comparisons with the case of HSA. This parallel experiments
have been carried out with both enantiomers of each compound, to
detect a possible stereodifferentiation in their interaction with the
proteins. An appropiate analysis of the decays traces revealed
significant species dependent differences in the binding of the drug or its
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derivatives to SAs, both in the number of binding sites, and in the triplet
lifetimes within the protein.

The glucuronidase activity of different aloumins on FBPGluc has
also been investigated, taking advantage of the different triplet lifetimes
of FBPGluc and FBP within the protein binding sites. An interesting
observation is that hydrolysis takes actually place inside the protein, at
physiological temperature.

Another interesting application of the methodology is the
interaction of the substrates with HSA and AAG present simultaneously.
A regression analysis of the decay traces, provides valuable information
about the binding sites of both proteins.

In conclusion, a novel method for the straightforward
determination of enantiomeric compositions is presented here. It is
based on transient spectroscopy, exploiting the differences in triplet
lifetimes within serum albumins for chiral recognition. The method is fast
and simple, as it requires just one measurement per sample to provide
accurate results. It is highly sensitive and is appropriate for analysis of
minute (ug) amounts. As further advantages, it avoids substrate
derivatization as well as chromatographic separation and does not
depend on the specific rotation on the target compound. All together, the
above reasons make this LFP-based approach a very complementary
tool to the existing techniques.
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