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ETUDE DE LA LIAISON DES MEDICAMENTS AUX PROTEINES
CIRCULANTES PAR LA METHODE DU POINT D’ANNULATION EN
SPECTROPHOTOMETRIE DERIVEE ET MICRODIALYSE
Par
Maria Bernadete DE SOUSA MAIA

Dans une premiére partie nous avons comparé deux techniques d'étude de
fixation des médicaments sur les protéines circulantes: la méthode du point
d’annulation en spectrophotométrie dérivée, qui permet de détermjner simultanément
les formes libre et liée de médicament aux protéines, sans séparation physique
préalable, a partir de la différence entre leurs spectres électroniques, et l'ultrafiltration.
Pour cela nous avons étudié la fixation de la mitoxantrone & la sérum albumine (600
pM), a l'alpha-1-glycoprotéine (15 pM) et aux protéines plasmatiques humaines. A partir
des donnés obtenues par chaque méthode les modéles de fixation ont été identiques.
Les parameétres de fixation, constante d’affinité, nombre de sites de fixation et
pourcentage de fixation ne différent pas significativement et sont comparables & ceux
trouvés dans la littérature. Les résultats de cette étude suggérent que les deux
techniques scnt filables pour la détermination in vitro des caractéristiques de la fixation
de la mitoxantrone. Cependant, en raison de sa simplicité, la méthode du point
d’annulation en spectrophotométrie dérivée semble étre plus appropriée pour les
analyses de routine.

La deuxiéme partie de notre travail rapporte l'utilisation de la technique de
microdialyse pour estimer la fixation du méthotrexate a la sérum albumine (600 pM) et
aux protéines plasmatiques humaines (in vitro), aux protéines plasmatiques du rat (@in
vitro et in vivo) ainsi que pour étudier la pharmacocinétique du méthotrexate libre chez
le rat. Les résultats concernant les études in vitro s'approchent beaucoup de ceux
trouvés en utilisant l'ultrafiltration et la dialyse a I’équilibre ou la méthode du point
d’annulation en spectrophotométrie dérivée. Aprés administration intraveineuse en
bolus de 250 mg/Kg la distribution et I'élimination du méthotrexate libre suivent un
modéle bi-exponnentiel. Les phases alpha et beta ont une demi-vie de 12.27 + 2.17 et
97.06 £ 27.59 minutes respectivement. Dans le profil pharmacocinétique on observe des
fluctuations importantes des concentrations minimales et maximales. Par contre, a la
méme dose, le méthotrexate totale (libre + lié) se distribue rapidement dans le sang. La
distribution et I’élimination du méthotrexate totale suivent un modéle tri-exponne~ ~
Aucune fluctuation du profil pharmacocinétique n’'a été observée. Les temps de de
des phases alpha et beta sont de 3.16 £ 1.17 et 22.53 + 7.44 miriutes. La troi.
phase, gamma, dont la demi-vie est de 227.80 + 108.87 minute peut refléter le ¢
entéro-hépatique du méthotrexate non observé lors qu’on utilise les concentra
libres pour établir le profil pharmacocinétique. Le pourcentage de fixation établi i
en fonction du temps pour le méthotrexate a été environ 20 % plus élevé gu’in
Bien que de nombreux travaux soient consacrés & la fixation protéique de médica
certains points sont encore imprécis, notamment les caractéristique de la fix:
vivo. Leur meilleure connaissance devrait permetire d’améliorer ['effic:
I'acceptabilité des médicaments et diminuer les facteurs de variabilité i
interindividuelle.

Mots clés: Fixation protéique, ultrafiltration, spectrophotométrie dérivée, microdialyse,
mitexantrone, méthotrexate, pharmacocinétique.
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