MODIFICACIONS EN LA UNIO DE LA GLIPENTIDA
A COMPONENTS HEMATICS PER EFECTE
D’ALTRES MEDICAMENTS *
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Es evident que la unié d’un medicament a les estructures protei-
ques dels receptors té una gran importancia per a ’activitat farmaco-
logica del producte. Nogensmenys, cal no oblidar que les interaccions
medicament-proteina poden tenir lloc amb un gran nombre de prote'l'-
nes, cosa que regula I’absorci6, distribucié, metabolisme i excrecié del
medicament. Es per aixd que a l'estudi de I'enlla¢ se li déna actual-
ment una importancia creixent, ja que a llarg terme permetra uns mi-
llors coneixement i prediccié dels efectes terapeutics i toxics dels me-
dicaments.

La unié a ’alblimina sérica és una de les més estudiades. Aixo és
degut a que I'alblimina és una proteina perfectament caracteritzada i
que juga un important paper com a transportador i reservori, modulant
la disponibilitat de producte a nivell de receptor, sobretot si la forca
d’unié és forta.

L’albéimina sérica és el major component hematic captador de medi-
cament; perd si I'estudi es fa amb una dissolucié de la proteina pura
en tampd, es poden obtenir uns resultats bastant allunyats de la realitat
biologica. Aixd és logic si pensem en la més gran capacitat de solva-
tacié de la sang i en la preséncia 7z vivo de molts compostos endogens
i exdgens que augmenten la competéncia pels llocs d’unié. El coneixe-
ment d’aquests factors ens explicara probablement les relativament fre-
qiients pobres correlacions entre nivells hematics i eficacia terapeutica.
La importancia de tot aixd no és estranya ja que, segons BENNHOLD,
5 litres de sang contenen proteines amb una superficie minima de
336.700 Km?2!

A la figura 1 presentem un esquema de l’enlla¢ d’uns quants
productes als components hematics.

*  Sessié del dia 30 de gener de 1979.
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L’albtmina, en ser la principal proteina plasmatica (50 % del total),
és la major responsable de la unié. D’altra banda, no és la quantitat
IGnica raé de la seva importancia. L’albimina, en dissolucié, es pot
trobar en un gran nombre de complexos energéticament equivalents,
cosa que encara incrementa més la quantitat de llocs d’unié potencial
en modificar Iestructura terciaria de la proteina. Tant és aixi, que s’ha
suggerit que una de les principals funcions de I'albéimina pot ser la de
transport de materials enddgens.! Per exemple, els acids grassos i la
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Fic. 1. — Concentracions dels principals components hematics i lligament de farmacs.

L’albdmina de la sang, que representa el 30-40 % de la total del
cos, és activament intercanviada amb la dels altres fluids organics. Aixi,
de la quantitat d’albdmina intravascular (140 g per a un home de 75
Kg), un 10 % o més passa cada hora al liquid intersticial, del qual
retorna via sistema limfatic.

Es pot esperar, per tant, que disminucions en els nivells normals
d’albtimina, tal com passa en la infancia, embaras i senilitat, malalties
com nefrosis, hepatitis, cirrosis, cancers, hipergammaglobulinémies, mala
nutricié, etc., o per stress, traumatismes, alcohol, CLC, etc., produeixin
en medicaments que serien captas, augments significatius de medicament
lliure. Aixd pot produir increments de lactivitat terapeutica i/o dels
efectes toxics que no trobarfem si s’hagués donat la mateixa dosi a un
adult sa.

-



70 ANNALS DE MEDICINA

Ultra els baixos nivells d’albimina, el complex pot també estar
disminuit per la preséncia de metabolits endogens circulants. Aixd pas-
sa amb la bilirubina i els acids grassos o en preséncia d’altres medica-
ments.> Aixi, persones amb ictericia o amb dieta lipidica elevada pre-
senten una capacitat d’'unié a les drogues anioniques, com les sulfo-
namides i els salicilats, disminuida. En la fallada renal, productes com
Paspirina, acid salicilic, fenilbutazona, difenilhidantoina, tiopental, etc.,
no estan tan units. Tanmateix aquestes disminucions no es poden expli-
car completament per les disminucions en la concentracié d’albidmina,
malgrat que s’ha demostrat que aquests productes no s’uneixen significa-
tivament a les altres proteines plasmatiques.’

Les o, B i v globulines tenen també importancia en alguns casos.
Algunes o i (8 globulines tenen una gran afinitat per a alguns substrats
endogens i substancies quimiques relacionades, perd poca capacitat.
La importancia fisiologica d’aquesta alta afinitat no és clara. Probable-
ment, aquestes globulines actuen com a transportadors i reguladors
d’activitats bioldgiques.* ® Per exemple, la transferrina i la ceruloplas-
mina sén essencials per al transport del ferro i el coure. Coses sem-
blants passen amb els corticosteroides, vitamines A i By, etc.

Les y-globulines plasmatiques no presenten interaccions significati-
ves amb els medicaments. Aixd no obstant tenen importancia quan ac-
tuen com a anticossos d’ells. Aixd passa amb hormones proteiques,
com la insulina i les gonadotrofines, que perden eficicia terapeutica quan
s’'usen molt de temps. Cal dir aqui que alguns medicaments poden ac-
tuar com a haptens o antigens, cosa que pot originar anticossos circu-
lants que segrestaran rapidament el medicament.

Especialment si Palbiimina esta saturada, altres proteines poden
actuar com a fixadores. Aixi, els acids grassos lliures s’uneixen a les a
i B-lipoproteines,® la bilirubina,’ tetrahidrocannabinol i metabolits,® ? etc.
Las sulfonilurees també poden unir-se si els llocs d’unié a ’albiimina
se saturen.!”

El tipus d’unié de les sulfonamides a I’alblimina planteja també
interessants qiiestions. Mentre els treballs de Crausen," Fujrra i
Hanscu ? i ScHOLTAN B sostenen que les forces hidrofobiques sén les
que aporten la major energia de la interaccié sulfonamida-proteina,
Krorz i WALKER ™ i NAKAGAKT ¥ evidencien I'important paper de les
interaccions entre I’anié sulfonamida i la carrega positiva de la super-
ficie proteica. MORIGUCHI *® va trobar una bona correlacié entre el
pKa del nitrogen sulfamidic de 19 sulfonamides i ’enllacament, la qual
cosa explicaria un domini de les forces electrostatiques. Aixd estava
d’acord amb les conclusions del treball de NAKAGAKI ® que investigava
I’enllac de 6 sulfonilurees a 1’albiimina sérica bovina a diferents pH.
Tanmateix, NAKAGAKI no va considerar el caracter hidrofobic de les
sulfonamides i Fujita,” en reexaminar les dades, va veure que aquesta
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hidrofobicitat té una gran importancia per a la interacci6 de la mole-
cula neutra amb la fraccié hidrofobica de la superficie proteica. AGREEN
i colls.”® van demostrar una relacié directa entre lipofilicitat i unié de
26 sulfonamides a l’albéimina sérica humana. La correlacid, perd, va
ser molt millor entre unié i distribucié electronica mitjangant el me-
tode de Hiickel. Aixi pogué deduir que el major determinant de la
uni6 és Patraccié electrostatica entre la part anidonica de la substancia
i el lloc primari d’'unié a I’albimina serica humana (consistent en una
seqiiéncia d’aminoacids contenint lisina i arginina carregades positiva-
ment). Un segon paper pogué atribuir-se a ’atraccié entre els residus
de triptofan en I'albimina i I'atom en part del nucli sulfamidic, mit-
jancant enllacos hidrofobics de menys importancia.

Tots aquests treballs iHustren clarament la problematica de la inter-
pretacié dels fenomens que tenen lloc quan hi ha més d’un lloc d’unié
potencial.

Nosaltres hem abordat I’estudi de la interacci6 de les sulfonilurees,
concretament la glipentida (fig. 2), amb les proteines plasmatiques des
d’una dptica eminentment clinica. Els hipoglicemiants orals s6n produc-
tes d’Gs cronic durant 'administracié dels quals el malalt diabetic pot
necessitar el tractament amb altres medicaments. Donat lalt % d’unié
de les sulfonilurees, la presencia d’altres medicaments pot produir grans
augments de la concentracié d’hipoglicemiant lliure amb un risc evi-
dent de canvis en la toxicitat i farmacocingtica del producte i, en re-
sum, de la seva activitat terapeutica.
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Fig. 2. — Estructura de la glipentida.

Hem fet els estudis utilitzant la glipentida a les concentracions plas-
matiques normals en I'ds clinic del producte,” * amb la finalitat que
cls resultats siguin representatius del que pot passar in vivo en condi-
cions similars. Atés que la glipentida és una sulfonilurea del grup de
les de gran poténcia, les dosis a les quals s’administra sén molt peti-
tes, cosa que ens ha obligat a utilitzar técniques radioactives de deter-
minaci6 per a tenir prou sensibilitat. Hem usat glipentida marcada amb
C-14 en el carbonil ureic.

Les técniques de separacié del producte lligat i no lligat han estat:

— Filtracié molecular (Millipore SPED)

— Tiltracié en gel (Sephadex G-25 medium)

— Precipitacié (Tricloracetic 2N)

— Centrifugacié (Eritrocits)
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La figura 3 mostra el resultat de Pestudi del complex de la gli-
pentida a les proteines seriques pel metode de la filtracié en gel. Com
podeu veure, la corba d’elucié presenta un pic agut originat per la
fraccié unida. Contrariament, no apareix el pic que hauria de donar la
part lliure. Aix0 és perque, com que al ser tan petita aquesta fraccid,
ni les tecniques radioactives de determinacié poden detectar-la com a
conseqiiencia de la dilucié que implica el metode. Per aquesta rad, els
resultats que presentarem a continuacié s’han obtingut pels altres sis-
temes, especialment per filtracié molecular.
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Fic. 3. — Elucié de la glipentida-14C (60 g/ml) per filtracié en gel
de Sephadex G-25 medium.

En la figura 4 podeu veure els % d’unié de la glipentida a les
proteines del serum i del plasma. L’enllag a eritrocits, com podeu
veure, &s significativament més petit. Cal remarcar que la unié a
eritrocits, quan la glipentida s’ha afegit a sang total és bastant més
baixa del complex trobat amb els eritrocits en suspensié en serum
fisiologic.
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Fi1G. 4. — Percentatge d’unié de la glipentida (60 pg/ml)
a diferents fraccions hematiques humanes.

Fraccié hematica % d’unié de la glipentida
Sérum Db SrA= 0355
Plasma 94,52 + 0,78
Eritrocits

Suspensié en sérum fisiologic 23,86 + 0,36
Suspensié en sang total 427 + 3,13

Aquestes dades ens diuen que en sang total gairebé tota la glipen-
tida esta lligada a les proteines plasmatiques i que no hi han diferencies
significatives entre els valors en sérum i en plasma.

Veieu, a la figura 5, I'efecte de concentracions creixents d’acid sali-
cilic sobre el lligament de la glipentida. A concentracions terapeutiques,
no es produeixen variacions en el % d'unié de la glipentida amb les
proteines seriques.

Fic. 5.— Efecte de concentracions creixents d’acid salicilic sobre el
lligament de la glipentida a les proteines sérigues.

Glipentida ng/ml Ac. salicilic % d'unié de la glipentida
mcg | ml
60 16 96,2010 9
60 40 95,15 + 0,85
60 160 950065
60 400 90,93+ 0,96

Aixd pot ser conseqiiencia d’una major energia d’unié de la glipen-
tida o a fer-se la unié6 d’ambdés productes en llocs diferents. Per a
aclarir la importancia quantitativa de les dues possibilitats calen futurs
estudis de tipus termodindmic i quimico-fisic.

Tanmateix es pot dir que I'energia d’enlla¢ de la glipentida deu ser
molt intensa, ja que el complex trobat per un metode tan drastic com
el de la precipitacié déna valors tan alts com un 65 %.

A concentracions toxiques d’aspirina, la unié de la glipentida és una
mica més petita, perd quantitativament d’escassa transcendeéncia.
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La figura 6, presenta I'efecte que sobre I’enllacament de glipentida té
Pordre d’incubacié. Com podeu veure, la incubacié en primer lloc de
P’acid salicilic, a concentracions terapeutiques, no bloqueja la unié de
la glipentida.

Fic. 6.— Efecte de Pordre d’incubacié sobre la unié de la
glipentida a proteines sériques humanes.

Primer producte Segon producte % d’unié de la
incubat incubat glipentida

Glipentida Acid salicilic

60 pg/ml 16 mcg/ml 96,20 + 0,91

Acid salicilic Glipentida

16 mcg/ml 60 pg/ml 96,02 + 0,66

Glipentida Acid salicilic

60 pg/ml 40 mcg/ml 95,15 4+ 0,85

Acid salicilic Glipentida

40 mcg/ml 60 pg/ml 95,76 + 0,74

A la figura 7, podeu veure els resultats de Pestudi de la interaccié
de la glipentida amb diferents medicaments antiinflamatoris. Ni 1’aspi-
rina, ni la indometacina ni la fenilbutazona modifiquen la unid,
qualsevol que sigui I'ordre d’incubaci6.

Els mecanismes implicats en la disminucié de la glicémia per accié
de les sulfonilurees sén molt nombrosos i no gaire ben coneguts. Tan-
mateix, es pot dir que els més importants, sobretot en estats diabetics,
sén els extrapancreatics” Nosaltres hem trobat, en diabetics humans,
baixades de la glicémia, lentes i sostingudes, amb uns nivells nuls d’in-
sulina.”

Consegiientment, podem esperar que no es produiran accidents hipo-
glicémics en la utilitzacié clinica de la glipentida, per desplacament o
bloqueig de la seva unié a les proteines hematiques, si simultaniament
s’administren productes com els estudiats.

D’haver-hi alguna interaccié hauria de tenir lloc a un altre nivell;
es pot descartar també les de tipus farmacocinetic o distribucié a la
vista de les petites modificacions en els percentatges d’uni6 a les protei-
nes hematiques.
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Fic. 7. — Efecte d’alguns antiinflamatoris sobre la unio de la
glipentida a les proteines seriques humanes.

Primer producte Segon producte % d’unié de la
incubat incubat glipentida

Glipentida Acid acetilsalicilic

60 pg/ml 40 mcg/ml 96,26 + 0,58
Acid acetilsalicilic Glipentida
40 mcg/ml 60 pg/ml 94,77 + 0,65
Glipentida Indometacina

60 pg/ml 1 mcg/ml 96,46 + 0,78
Indometacina Glipentida

1 mcg/ml 60 pg/ml 95,04 + 0,78
Glipentida Fenilbutazona

60 pg/ml 100 mcg/ml 96,17 + 0,33
Fenilbutazona Glipentida

100 mcg/ml 60 pg/ml 95,71 + 0,33
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