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RESUMEN 

Se estudia la i n t e d 5 n  enni3 oxitetrraciclma (OT) y seroaibdminas humana (HSA) y bovina (BSAJ me- 
diante diaJiais en el equilibrio. El método de determinación de OT ha sido el piopoesto por &ami1 0%4). 

La 07 se fija a L HSA en 0'2 centros de uni6n por mokula  w n  una constante de asociad& mmpren- 
dida entre 2'5 x IOS y 1'0 x 106 M-', en tanto que se une a la BSA en 1 cefitro de iñii6n por ni.d6euloic<ui ma 
wnstande de asociwibn comprendida entre 1'5 X 10' y 1'8 X 10' M-'. 

PaEIbras clave: OxitetraciEIina, seroaibbmina humana (HSA), senialbhi& bovina (BS4, di&& en el 
equilibrio, constante de asoci&6n, centros de unión. 

SUMMARY 

Interactions between oxyktracycline (OT) and human and bovine serum elbumino (WSA and BSA) wre 
studied by equilibrium dialysis. The OT daertaination melhod was the p r a p o d  by G m  (1964). 

T. OT binda to tke HSA and the BSA by 0'2 and 1 binding sites p%r mdecule respectively. The 
association constant ranges from 2'5 x 10' to 1'0 X 106 M- '  and h r n  1'5 X IB* to 1'8 X 10' M-' fw the 
respective HS and BS aibumins. 

Keywords: Oxytetracycline, human serum aJbumin (HSA), bovine serum albumin (BSA), equllibrium 
dialyds, association wnstant, bindmg sites. 

La oxitetraciclina (OT) es un antibiótico de 
amplio espectro del grupo de las tetraciclinas. 
Su utilización en oI tratamiento de las enferme- 
dades infecciosas del hombre y de los animales 
es profuso, demás de su empleo en nutrición 
animal como aditivo. 

Del grupo de lras tetraciclinas, la OT es una 
de las que prwiirta una moyw solubiiidlrd en 
agua canio rn$ican SCÉEACH y YEARY 11%3). 
Estos autores comparan L distribución claro- 
forrn~/agm de seis antibititicog de arte grupo y 
encuentran un Wiciente menor para la OT 

que para las resteurtee tetracicihas estudiadas a 
cualquier valor de pW. 

Esta amwtenstla 6siwquímb de sohbüi- 
dad en agua y dir~otvedtca b w c a s ,  va a mo- 
dular su htemeciPFn eon las pmt'dhas plasmátl- 
cas junto eon las características de la propia 
proteína y lar, condidones del ensayo (EDSALL 
y WYIMAN, 1958). 

En efeoto, su myor d u b W  en 
minuye lo uni513 b @m&ínm 
SCHACH y YWY (1%3) ~ÉuC+íl&5Ul k& OT 
se une a las p r o t e h  
un 29%, mientras que a las cid hombre lo hw 
en un 35%. De las restantes tewaciclinas esiu- 



diadas, estos autores encuentran que la 6-meti- 
lenoxitetraciclina y la 64eoxioxitetraciclina son 
las que se unen en mayor proporción a las pro- 
teínas plasmáticas del perro y del hombre res- 
pectivamente. 

PILLOUD (1973) encuentra que la OT tiene 
una capacidad de fijación mhxima de 
3'13 x lod6 Mlg de proteína plasmhtica de bo- 
vino, valor que no está muy alejado del que 
este mismo autor encuentra para el caballo y 
que cifra en 3'9 x Mlg de proteína. En 
estudios de f&a56a S* proteínas plasmki~as 
de búfaio (Bubalus bubalis), VARMA y PAUL 
(1983) encuentran que la OT se une a estas 
proteínas en un 42%. 

En el presente trabajo abordamos el estudio 
de la unión de oxitetraciclina (OT) a las albú- 
minas séricas humanas (HSA) y bovinas (BSA) 
al objeto de determinar los parámetros cinéticos 
de dicha interacción. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Hemos empleado la técnica de diáiisis en el 
eqwilibrio utjJizando membrana de celofh Vis- 
khg My-sie TutWIs Type 8/32 de Serva para la 
t l o i b Q 6  de las L s h .  E1 mndkianamiento 
de las mismas se ha realizado como proponen 
RUDMAN y KENDALL (1957) modificado por 
SERRANO y cols. (1984). 

La HSA (Behringwerke A. G. Marburg 
Lahn) y la BSA (Merck) se han utilizado a la 
concentración de 5 x M. La concentra- 
eidn de OT (Wizer) tia oscilado entre 
4'47 x lo-* y 1'34 x lo-* M. Todas las solu- 
ciones, de proteha y de antibiótico, se han rea- 
lizado en un tampón de fosfatos 0'065 molar de 
pH 7'4. 

Una vez acondicionadas las bolsas de celofán 
se han Uenado con 1 m1 de la solución de albú- 
mina humana o bovina y se han cerrado. Tras 
someterlas durante 48 horas a diálisis frente a 
tamp6na4" CseBMdj.cilizadocan9mldelas 
soluciones de OT correspondientes. Todos los 
ensayos se han realizado por triplicado para 
cada tipo de albúmina y para cada concentra- 
ci6n de ruitibi6tico al objeto de utilizar los valo- 
res medios de lo& mismos. La diálish se ha 
mantenido durante 22 a 24 horas a temperatura 
ambiente. 

La deteminncih cuantirativa de OT se ha 
realizado en un n~pechf&&netro Bausch and 
Lwntb Spectmio 2000. E! método empleado ha 
sido el de ( 5 . m ~  (1964) t m  comprobar que la 
a l W n a  m iateffiem en la determinación y 
ciilmtificacibn de! producto. 

Con los valores medios de absorbancia de las 
tres series realizadas para cada interacción OT- 
albúmina, calculamos las concentraciones de 
antibiótico empleando las mctas de calibrado 
correspondientes. El porcentaje de recupera- 
ción medio de OT ha sido de 96'79 -c 2'62 
(media 2 I.C. 95%). 

El cuadro 1 muestra los valores medios de 
concentración de antibiótico total, libre y con- 
jw a HSA, que mmsgonden respectivo- 
mente a las concentraciones en el interior de las 
bolsas de dMkis, a las de los tampones exter- 
nos y a la diferencia entre ambos valores. Tarn- 
bien se indican en este cuadro los prcentqjes 
de unión para cada concentración. 

c u m o  1 
VALORES MEDIOS DE CONCENTRACZ~N 
DE OXZTETRACZCLINA TOTAL, LIBRE Y 
CONJUGADA A SEROALB~MZNA HUMANA 

Y PORCENTMES DE U N Z ~ N  

TOTAL LIBRE CDNJUGADA I I E U N I ~ N  

El cuadro 2 es similar al cuadro 1 con la dife- 
rencia de que en este caso se r&ere a la BSA. 

Al relacionar la concentración de fannaco 
unido por m01 de proteína con la concentraci6n 
de fármaco libre, se obtiene la kincibn de 
unión, que se deduce de la Iey de & de 
masas, y cuya expresión es Ia siguiente: 

en la que ar* as la función unih ,  en, el rrú- 
mero de sitios de unión por molécula de - 
teína. aKa* la mnsUnte de asociación y 
la cowentraci6n d a r  de f&mico 1 k .  Los 
valores de y de am pwa d a  dbúmina se 
muestran en el cuadro 3. 

Los p a r b t r o s  ein&ticos de las interciccioneei 
OT-HSA y OTPSA se &dan mediaffte ios 



CWABRO 2 
VA?&%% MDIOS m ~CW~GE-M 
DE O X I B ~ d U C I C L I M  2"aTAL UBRñ Y 
CONJUGADA A LA S ~ O A L B ~ M I M  BO- 

VINA Y PORCENTAJES DE U N Z ~ N  

TOTAL LIBRE CONJUGADA - DE-ÜNI~N-  

CUADRO 3 
V A L W  MDIUS BE C~WICENTRACI~N 
DE CI~FETRACTCLINA U B R E  pM/L) Y DE 
LA REEACZ&N M O M  I I M  LA ZN'1*ElUC 

cZ&N CON AiWBlilS ~LZB~?MZNAS 

CONCEN- 
~ C I ~ N  

LIBRE 
REUCI~N 
MOLAR 

0'1418 
0" 1490 
o' rw 
w 1 a 4  
0'1716 
0'1798 
0'2250 
0'2080 

~ ~ n t o s  de lkalizaión de Lineweaver- 
Burlr, de KIotz y de (KLOTZ y 
I-IUNsrolr~, 1971) y sus vailcw&s qxwecen en el 
cuadro 4. 

En el cuadro, 1 se observa que en la interaccih 
OT-HSA existe poca diferencia entre las con- 
centraciones totales y las libres, lo que nos in- 
dica que cuando aumentamos la concentración 
de f b a c o ,  Cste se mantiene, en su mayor 
parte, en forma libre, es decir, que los incre- 
mentos de antibiótico fijado a la seroaibúmina 
son pequeííos aunque la concentración total de 

OT sea elevada. Este Mb, M que'@ @k@ 
EB~WB iZli 0n46ri +e- &s.en kk mncentw 
cisnes más €%$&ts y desciendan de Mnera m a -  
cada, hasta valores bajos, en las concentdo- 
nes m& elev-adas. 

Bar otm lado, en la iMeracci6n OF-BSA a p -  
recen unas diferencias mayoros &m las e- 
centrracbnes tatales y las %s, mm - &- 
m a  en el madm 2, por lo 
de los porcentajes de union 
la comntracih total de f h m w  B D O ~  n r e t ) ~  
&cusdos que CR el c m  a~~t* .  

En consecuencia, la rek& ñfalm en 3a hte- 
wcei6n YYT-HSA se increWnta i@er&%n&%tt? al 
aumentar la con~traci&n de o ~ e f m & b ,  
mientras que en la interi~xidn (PT-BSA lai mka- 
eidn molar aumenta &e mmm m& inmxwia 
(cuadro 31, Id qüe se tmduee en dift&m[L8 si% 
nificativas en los par&nefros cidtkms de m- 
bas interacciones. 

Al reiacbnar b s  vakm de Ist1fmwi61i mibn 
con la conce~tmcih Bbm de OT1por cu&quiera 
de ios tm pmdimientw ~ i t ~ ~ ,  tw o@m 
un bwm ajuste a la Knea mta ea  tjñ de L 
interacción con seroaúminr 
desprende de b vgkrres del 
mlaei& 1.M s.imple que peseata, en 
los casos, unos niveles de $@-da es&&- 
tica superiores al 99'9 Wr cfesrta (p < O"001) 
come se apeci8 en el cuadro 4. 

EA el WBO de la HBA, sh 
embargtcl, &E@ se de &a h lima 
recta, que sea óptimo, en el piíocedhiento de 

PARAMETROS cB@& g L ~ S  mm 
RACCZONES O X I T m U C Z  ~ZNA-ALBO- 
MINA CHVnbAnrA Y #~VINAJ 
POR L á S  P R O C E o W - S  

Z A C Z ~ N  U S U U S  

Q X ~ T E T R A C I C ~ - ~ * ~ ~  H U w A ,  

~ E w E A t r a 4 E -  
Buay. ,yn:wy 

Cornlilcidn W 8 2 ~ S r  8'W4* 4'76W 
N.O antros 0' 19 0'2 f 0 2  1 
Cte. asoc. 1'0x10 M-' 2 ' 5 x 1 0 ~  M-'5'3x10' M-' 

OXITETRACICLINA-ALBOMINA BOVINA 

LINEWEAVER- 
BURK KLOTZ SCAEHARD 

- ----- - 

C o m W  0'9%3*** 0'9951*** -0'97W** 
N.O wnms 0'84 0'93 O'% 
Cte. asoc. 1'8x10' M-' 1'6x1O4 M-'1'5x10' M-' 

* S i n e i 6 n  dd  95% (p C 0'05). 
*** Significsción superior al 99'996 @ < 0'001). 



W z ,  en el que la significación estadística del 
c m f i b ~ t e  de wrrekión W simple es de 
99'9% a m o  en el caso de la i&mcción con 
BSA. En los mtmtes pmdimientos, Line- 
weaver-Burk y Scatchard, el aijuste a la linea 
rwta es menor, aunque tannbibn significativo 
can njveles del 95% (p c 0'05). 

El nfirnero de sitios de unidn por mol6cula de 
mroaibúmina humana qbie se obtiene por los 
t w  procedimientos es de 0'2, lo que a nuestro 
entender indica.uue tan &la una de cada cinw 
moléculas de d&ímioa es cwaz d e  fijar a una 
mol6cula ile antibibtico. Cifras inferiores a la 
unidad para el vdor de un» .se sncuentmn en 
ocasiones, @sí DAVIWN y SMITH (1961) obtie- 
nen valora de 0'4 en la interacción entre el 
kido Irewico y L albúmina bovina, y de 0'3 
para el áckb sz&Uico y los restantes isbrneros 
posicionako del ácido hidroxibenzoico con la 
citada albúmina. 

La constan@ de asockián de la OT y la 
H U  aama vdom dikzmtes segb el procedi- 
miento de l ineakcih que se w n s h r e  (cua- 
dra 4). G&os vérlores están comprendidos en- 
treS'5 x 10Sy 1'0 x106M-' 

En Js refemate a la intemxjón OT-BSA, los 
v k e s  de crnr y de uKav que se &tienen son 
muy similares en b s  tres procedimientos de li- 
d z a c i ó n .  Ea~ontramos, en este caso, que el 
número de sitios de unión de la oxitetracicha a 
la albúmina bovina es de uno por moiécula con 
una constante de as0ciació.n comprendida entre 
1's x lo4 y 1.8 x 1a4 M-'. 

Para las interacciones estudiadas no se rnani- 
fiesta ningún tipo de cooperatividad a las con- 
centraciones empleadas, aunque en lo referente 
a la hteraccich .OT-HSA podrfa existir cierto 
grado #e csope~.ativid& newiva p r  el hecho 
de ue en los p&hientas de Lineweaver- ~ u i q r  y de ~Catchard aparece cierta curvatura, 
c6ncava respecto af eje de abscisas para el de 
Lineweaver-Burk y convexa respecto del orí- 
mn de ordenadas para el de Scatchard, lo que 
hace que el ajuste a la finea recta sea menos 
óptimo que en el procedimiento de Klotz. 

Las $iferea&w encontradas entre ambas in- 
teracciones se deben, al menos parcialmente, a 

la diferente procedencia específ~a de las se- 
d b f i m h s  ocnno h d h  EWL y WYMAN 
(19581. EHo se ha manif;estPdo tambi6.n m otras 
interaeciams eomo la de silimarha wn HSA y 
BSA (SERRANO y mis., 19t15), en la que. se ob- 
tienen distintos valores de u n »  y de uKa» para 
cada albúmina. 
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