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PRO LOGO 

El estudio de las caracteristicas estructurales de l o r  

complejos del antibibtico poliCter nigericina con diversol 

cationes metdlicos y de tierras raras busca contribuir a 

sentar las bases moleculares de la relacibn que guardan lac 

variaciones en su estructura con su capacidad de 

discriminacibn entre diferentes metales para, en su caso, 

correlacionarla con su avtividad ionofor&tica. Con este 

propbsito en mente, el presente trabajo se plante6 los 

siguientes objetivos particulares: 1. identificar l:, 

posibilidad de que la nigericina forme complejo con cationec 

metdlicos di- y trivalentes para ampliar su rango de 

selectividad ibnica; 2. determinar las caracteristicas 

estructurales de los complejos de la nigericina con cationec; 

metdlicos mono-, di- y trivalentes para relacionarla con l a  

flexibilidad estructural mostrada por este polieter; 3. 

determinar las constartes de afinidad ibnica de l', 

nigericina con metales mono-, di- y trivalentes para 

correlacionarla con su capacidad de atrapar y liberar 

cationes metdlicos en prc)cesos de transporte. Se encontrk 

que la nigericina tiene un perfil de interaccibn ibnica que  

abarca desde l o s  metales alcalinos y alcalinoterreos (Li, 

Na, K, Rb, Cs y Ca) hasta metales de transicibn y tierrat. 

raras (Cu, Fe, y Pr), ademds de que se discriminan, por- 

primera vez en el campo a nivel internacional, l o s  eventos 

fisicoquimicos que constituyen al transporte ibnico mediado 

por el ionbforo carboxilico nigericina. 

R .  A. G., Iztapalapa, D . F . ,  marzo, 1989. 



INDICE 

PROLOG0 

CAPITULO I. INTRODUCCION 

1. LOS SERES VIVOS COMO SISTEMAS 

TERMODINAMICOS 

2. EL TRANSPORTE EN SISTEMAS BIOLOGICOS 

3 .  LOS ANTIBIOTICOS POLIETERES COMO 

TRANSPORTADORES MODELO 

4. LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

Y EL TRANSPORTE 

5. LA FLEXIBILIDAD MOLECULAR DE 

LA NIGERICINA 

6. OBJETIVO 

7. DISER0 EXPERIMENTAL 

CAPITULO 11. METODOS 

1. FORMACION DE COMPLEJOS 

A. Saturacibn 

B.  Formacibn situ 

a) Titulacibn potenciom&trica 

b) Titulacibn colorim&trica 

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS 

A. Espectroscopia Ultravioleta/ 

Visible 

1 

c 

9 

11 

1 3 

14 

15 

15 

15 

1 ' I  

1 i- 

15 

2 0  

2 0  



B.  Espectroscopia de Resonancia 

Magnktica Nuclear de Protbn 

C. Espectroscopia de Resonancia 

Paramagnetica del Electrbn 

3 .  CONSTANTES DE FORMACION 

CAPITULO 111. RESULTADOS 

1. FORMACION DE COMPLEJOS 

A. Saturacibn 

B.  Formacibn in situ 
a) Titulacion potenciomCtrica 

b) Titulacibn colorimCtrica 

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS 

A. Espectroscopia Ultravioleta/ 

Visible 

B. Resonancia Magnktica Nuclear 

de Protbn 

C. Resonancia ParamagnCtica 

del Electron. 

3. C0NSTANTE:S DE FORMACION 

2 0  

21 

22 

24 

24 

24 

26 

26 

27 

2 8  

29 

3 1  

3 2  

3 2  

CAPITULO IV. DISCUSION 35 

1. SE AMPLIA EL PERFIL DE INTERACCION 

IONICA DE: LA NIGERICINA 35 

2. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE 

LOS COMPLEJOS NIGERICINA-CATION 4 3  

3 .  LA SELECTIVIDAD IONICA DE LA NIGERICINA 

Y SU RELACION CON EL TRANSPORTE 49 



4. CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DEL 

COMPORTAMIENTO DE LOS POLIETERES 

CARBOXILICOS . UNA PROPUESTA 53 

57 

57 
CAPITULO V. CONCLUSIONES 

1. ANTIBIOTICOS POLIETERES POLIVALENTES 

2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y 
58 

59 

BIOLOGI CAS 

3. MODELO DE COMPLEJACION Y TRANSPORTE 

G O  CAPITULO VI. BIBLIOGRAFIA 



CAPITULO I. INTRODUCCION 

"En ciencias exactas, causa y efecto no son mas que eventos 
ligados en secuencia. . . si los procesos que llamamos 
metabolismo y transporte representan eventos en una 
secuencia, no sblo puede el metabolismo ser causa del 
transporte, sino tambiCn el transporte puede ser la causa 
del metabolismo. I' 

Peter Mitchell. 

El presente trabajo trata sobre las "Caracteristicas 

estructurales de los complejos de nigericina con cationes 

metdlicos y su relacibn con su actividad ionofor&tica". El 

objetivo que persigue -mediante una revisibn selectiva de la 

literatura del campo y la aportacibn de informacibn 

original especifica- es e1 de contribuir a establecer las 

bases de la relacibn que guardan las variaciones físicas y 

quimicas de los complejos que pueda formar el antibibtico 

poli&ter nigericina con di-stintos cationes metdlicos, con su 

capacidad para discriminarlos y en su caso, correlacionarla 

con la actividad ionofordktica de este antibibtico. Estas 

variaciones tienen caracteristicas novedosas que son de gran 

inter&s biolbgico. 

1. LOS SERES VIVOS COMO SISTEMAS TERMODINAMICOS. 

Todo lo que existe en el i-iniverso esta formado por materia y 

energia; una forma en que se manifiesta la materia en este 
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universo es vida. Aunque toda la materia estd formada por 

mol&culas inanimadas, la materia viviente difiere 

notablemente de la materia inanimada (Lehninger, 1982). Qu& 

es lo que marca esta diferencia entre lo vivo y lo no vivo? 

Un ser vivo es un sistema que intercambia materia y 

energia con el medio circundante, manteniendose en un estado 

de equilibrio dinamico -llamado metaestable o estacionario 

(von Bertalanfi, 1 9 6 8 ) -  por lo que desde el punto de vista 

de un termodindmico se trata de un sistema abierto. Mas no 

s b l o  eso, sino que dentro de si mismo, en todas y cada una 

de las reacciones quimicas que se llevan a cabo dentro del 

microuniverso, que es un ser vivo, todos los componentes 

estdn en continuo recambio (Carrel, 1936). 

La esencia de un crganismo viviente reside en q u e  

selecciona elementos particulares de su entorno y los 

introduce a su entidad por cierto tiempo, organizdndolos en 

patrones caracteristicos. Es, por lo tanto, esta "actividad" 

de organizacibn selectiva la que caracteriza a la vida 

(Young, 1971). La materia viviente presenta, ademds, la 

propiedad de mantener este patrbn de actividades constante, 

pues esto representa su perpetuacibn. Por ello, todas las 

actividades realizadas por un organismo estdn dirigidas a 

mantener la constancia de esta organizacibn. Esto ocurre a 

pesar de los cambios constantes que se suceden en el medio 

que l o s  rodea. Esta propiedad, conocida como homeostasis, se 

conserva a todos los niveles de organizacibn del ser vivo 

(Miller, 1978) -desde e1 organelo mAs simple h a s t a  el 

planeta entero como organismo- y por supuesto requiere de un 
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justificado gasto de energla. 

Recientemente se ha establecido que la vida no puede 

ser definida por una estructura determinada o por una serie 

de componentes, sino por la intrincada relacibn dinbmica que 

guardan estos entre si mismos (Sagan, 1980) y, a su vez, con 

el ambiente. De hecho, :Los elementos constituyentes de la 

materia viviente se encuentran en constante movimiento y 

por lo tanto, no es posible decir que un sistema viviente 

est& conformado por las .mismas sustancias en dos momentos 

diferentes. 

Un organismo difiere notablemente de su medio externo, 

pues concentra y excluye -dentro de sus limites- ciertos 

componentes en una organizacibn determinada (Danielli, 

1975). Este recambio continuo define al ser vivo como un 

sistema que se encuentra en un estado de equilibrio 

dinamico, en el que una organizacibn determinada permanece 

constante gracias a -y a pesar de- la entrada y salida 

continua de materia y energia. Este estado estacionario se 

mantiene por un constante gasto de energia y para tolerar 

este deficit, el organismo dirige otras actividades 

apropiadas para obtener m A s  materia y energia. 

Como se ha hecho evidente, los sistemas vivientes, para 

mantenerse en sus estados semiconstantes, deben gastar 

energia y desde el punto de vista de la termodinbmica, eso 

ya no es equilibrio. Cuando l o s  sistemas se alejan del 

equilibrio, cuando aparecen diferencias o gradientes -de 

presibn, de actividad 12 de concentracibn, por ejemplo- 
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aparecen los flujos, como consecuencia de la tendencia del 

sistema de regresar al equilibrio. Y esa tendencia aumenta 

conforme el sistema se aleja aun mas, del equilibrio 

(Cereijido, 1983). 

Hasta el momento podemos observar que la vida es la 

expresibn de la energía contenida en un sistema y de la 

manera en que se regula .su transformacibn y transferencia 

entre fases diferentes. 

2 .  EL TRANSPORTE EN SISTEMAS BIOLOGICOS. 

Ya que est& establecido que los seres vivos difieren de su 

entorno, salta a la vista el hecho de que deben poseer 

alguna frontera fisica o estructura que mantenga la 

integridad del organismo. Simplemente no existen organismos 

vivientes, sin importar su simpleza o complejidad, que no 

posean una frontera fisicia -o membrana- que los separe del 

ambiente (Oparin, 1936). 

La importancia que reviste la existencia de sistemas 

con fases separadas radica en su facultad para impedir la 

formacibn de una solucibn homog&nea en la que se diluyan los 

componentes de cada una de ellas. Estos sistemas tienen la 

capacidad de llevar íi cabo reacciones quimicas con 

direccionalidad y a velocldades que no se logran en sistemas 

de soluciones homogthneas (Fox, 1976). A h  en l o s  modelos 

experimentales mas simples -de sistemas de fases separadas 

por fronteras coloídales- se ha observado este f l u j o  

vectorial de compuestos, activado por corrientes osmbticas, 
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desde una fase a otra (Herrera, 1942; Oparin, 1974). Cuando 

se acoplan a reacciones quimicas localizadas en las 

fronteras entre fases, estos flujos vectoriales son los 

responsables de las transformaciones de energia dentro de 

los seres vivos (Mitchell, 1982; Jencks, 1983). 

Se puede considerar que las reacciones mas importantes 

que realizan los organismos son las transferencias de 

especies quimicas de una fase a otra (Tinoco y col., 1978). 

La tranferencia o transporte de especies ibnicas a traves de 

las membranas biolbgicas genera pequeños gradientes de 

potencial elkctrico (Estrada-O., 1983) que son componentes 

vitales para la formacibn de la fuerza quimico-motriz 

responsable de la produccibn de energia biolbgica en forma 

de trifosfato de adenosina (ATP) (Mitchell, 1961). 

La mayoria de las membranas biolbgicas estdn formadas 

por una gran variedad de moléculas, que son comunes en casi 

todos los seres vivientes sobre la Tierra. Los  principales 

constituyentes son diferentes tipos de lipidos, esteroides y 

proteinas (Starzak, 1984) que se encuentran arreglados en 

una estructura de bicapa (Figura 1) -de matriz lipidica- con 

consistencia de mosaico acimetrico fluido (Singer, 1975) . La 
superficie de la membrana que esta en contacto con las fases 

acuosas es polar e hidrofilica, mientras que la matriz 

lipidica hidrofbbica es electricamente aislante o 

dielkctrica (Michel, 1983). 

Tal naturaleza de 12s membranas biolbgicas representa 

una barrera para el libre paso de especies polares o 
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Figura 1, tíodelo de mosaico fliiido (Singer y Nicolson, 1972) de las 
menbranas biolby icas (Iomado d e  Leiiniiiger, 1985) I La membrana consiste 
de una bicapa de fosfolipidos con proteinas globulares incorporadas a 
diferentes iiiueles. Las yequellas esferas representan a los grupos fos- 
fa to  asociados a l  agua; las hebras delgadas son las colas iiidrofúbicas 
que coiistitiiyeii la natriz o seno de la nenbraiia. 

Tabla I ,  Caracteristicas generales de los Polit teres Carboxilicosaa 

Pol i t te r  Especie Productorab Algunos Efectos Bio lúy  icos' 

1 ' S .  s l b i ~ r ,  Aunenta En; abate transporte 
de ser0 t on 1 na: aunen t a 1 act at o 

Aunenta l a  contractilidad 
cardiaca 

Aunenta la contractilidad 
cardiaca 

D i i ilia ': . l . , l ~  .?r r: i t: .:I 7 I I: I! I 

Eteron ic ina I hj,JI.O f i; 0 p I C?IZ 

L~~~~~~ ic ina 
L~~~~~~~ ic i 

'2, h r  oro 3 c O P I  c u: 
S h r  oro 5 c o p  1 c fui. 

Septamicina 
Sa 1 iIiOM ic iiia 

S .  h r g r o r c o r i c u r ,  C .  albris Aunenta la contractilidad 
cardiaca 

': I 3 I tlilr Aunenta l a  contract i 1 idad 
cardiaca 

1 isoce 1 iiia 
Calc im ic ilia 
Honensina 
Lasalbcido A 

Aunen ta l a  contract i 1 idad 
cardiaca - .  
Regula flu'os de M '' y Sr", 
abate En-altera [AiPcl ,[GHPcj 
hunenta in;  abate trans orte 
de serotonina; aunenta YGMPcl 
Flujo de aninas; abate En. 
inhibe sintesis de ADN, LAN 

aExtraidas de l i u  (1982) y Reled (1982). 
bTodas estas especies pertenecen a l  gtiiero streptonyces~ 
C Los slmbolos empleados significan: Em, potencial de membrana; Hg", 
magnesio; sr", estroiicio; MIPCI, coiicentraciún de AHP ciciico; 
IGflPcl, concentraciiii de 6tlP c lc l ico ,  



ibnicas, por lo que las c&lulas de los organismos contienen 

-en sus membranas- mecanismos de translocacibn de iones o 

acarreadores que facilitan el transporte ibnico a través de 

los lipidos membranales (Racker, 1979: Schultz, 1980) . 
El transporte vectorial de iones lo realizan las 

proteinas inmersas en las membranas biolbgicas (Kotik, 

1983). La direccionalidad del transporte respecto a la 

membrana es sumamente importante (Mitchell, 1961) ya que, al 

separar componentes permeables e impermeables entre 

compartimientos, se incrementa la magnitud de los gradientes 

quimicos o el&ctricos y es capaz de regular la via de l o s  

procesos metabblicos (Sauer, 1983), sea en el sentido de las 

reacciones exergbnicas o el de las endergbnicas (Tanford, 

1983). 

Por lo tanto, uno de l o s  temas de mayor interés en la 

bioquimica es la caracterizacibn de los factores 

fisicoquimicos que regulan estas transferencias ibnicas que 

son, en filtima instancia, causa y efecto del metabolismo 

vectorial (Mitchell , 1961) . 

3. LOS ANTIBIOTICOS POLIETERES COMO TRANSPORTADORES MODELO. 

L o s  antibibticos poli&teres son una familia de productos 

naturales que se aislaron, inicialmente, de varias cepas de 

bacterias filamentosas o actinomicetos (Prosser y Palleroni, 

1982; Liu, 1982) y poseen una potente actividad como agentes 

terap&uticos antimicrobianos, anticoccidiales (Ruff, 1982) y 

cardioactivos (Sutko y col., 1977; Gachon y Moins, 1982; 
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4 b  
I h$iflutJ 

Figura 2 .  Efectos de ualinomicina y iiiyericiiia sobre e l  transporte 
de potasio y yrotoiies eii mitocondria (Ionado de Pressmaii,l969), 

Tabla 11, Priiicipaies Policteres Carboxilicos publicados desde 195lSa 

Poi i t t e r  F;rnii la mi 11 ima Peso moieciilar ( y h o l )  

A 1 bor ix iiia C48H84014 885.2 
6r isor ixina C40H68010 709,0 
tionens ina A C36H62014H20 688.9 
Narasina A C43H72011 765,0 

Salinomicina C42H7001 1 751.0 
Carr iom icina C47H80015 885,l 
D ianem icina C47H78014'H20 885 I 1 
Eteromicina C48HE2016 915,2 
lenoremicina C47H77013Na 873.1 
Septam ic ina C48Y1101'6Na 937, l  
Ionom ic i iia C41H;1009Ca 7 4 6 5  
lasaldcido A C34H:i408 'C2H50H 636 .Y 

C34H59010Nam I ,,-H20 659 -8 
523,6 

1 isoce 1 ina 
Ca Ic im ic ina C29H37N306 

alnformaciúii extraida de Uestley (19821 y Taylor y col. (19821. 

Niger ic ina C40H68011 724 .Y 



Moins y col., 1982; Osbor-ne y col., 1982a; Hanley y Slack, 

1982; Reed y Bokoch, 1982; Osborne y col., 1982b) (Tabla I). 

El mecanismo de la accibn antimicrobiana de estos 

antibibticos fue descrito por primera ocasibn hace ya mas de 

dos d&cadas. En 1967, Estirada-O. y col. descubrieron que el 

modo de accibn de uno de estos antibibticos, la nigericina, 

est& asociado a su capacidad para catalizar el intercambio 

de potasio por protbn (a traves de membranas lipidicac 

(Figura 2). 

Por esta capacidad para transportar iones a travCs de 

membranas lipidicas, tanto biolbgicas como artificiales, 

esta clase de antibibticos fueron bautizados -por Pressman y 

col. (1967) - como Ilionbforos carboxilicos'l. 
En ese tiempo se conocian sblo unos cuantos de estos 

ionbforos carboxilicos. En la Figura 3 se puede observar que 

dentro de este grupo de antibibticos monocarboxilicos -con 

propiedades de solvatacibn en membranas lipidicas identicas 

a las de la nigericiria- se encuentran el X-537 A o 

lasalbcido A ,  la monensina y la dianemicina. 

En la actualidad se cuenta con alrededor de un centenar 

de antibibticos polieteres carboxilicos, muchos de los 

cuales han sido ais:.ados de diferentes cepas de 

actinomicetos, mientras que algunos han sido el producto de 

sintesis quimica (Westley, 1982). Todos ellos tienen un peso 

molecular (M) que se encuentra entre 500 y 1,000 g/mol 

(Tabla 11). 

La propiedad que caracteriza a cada uno de los 
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antibidticos poliCteres es su diferente selectividad para 

complejar iones de metales alcalinos o alcalinot&rreos y 

transportarlos a trav&s de membranas lipidicas (Pressman y 

col., 1967; Reed, 1979; Szabo, 1981; Taylor y col., 1982; 

Gad y col., 1985). lrstas selectividades han sido 

determinadas en diferentes sistemas, tanto de membranas 

biol6gicas como artificiales (Tabla 111). Por esta 

propiedad, estos ionbforos han servido como valiosos modelos 

para ilustrar las caracteristicas dindmicas de acarreadores 

en membranas (Eisenman, 1968; Pressman, 1968; Pressman, 

1973), asi como para dilucidar las bases moleculares de la 

discriminacidn idnica en diversos sistemas biolbgicos (Reed, 

1982). 

Tambien han sido ampliamente usados como herramientas 

para estudiar el papel que l o s  gradientes ibnicos de sodio, 

potasio y calcio desempeñan en el metabolismo (Feinstein y 

col., 1977; Shamoo y Murphy, 1979; Malaisse y col., 1980; 

Breitbart, 1981; Reed, 1982; Lombardini, 1985; Nuñez y 

Glass, 1985; Soltof y Mzndel, 1986), asi como en sistemas 

naturales que transforman energia, como mitocondrias 

intactas (Graven y col., 3.966; Graven y col., 1967; Estrada- 

O. y col., 1967; Pressman, 1969; Wipf y Simon, 1970; Chapel 

y col., 1979; Hatefi y col., 1982), partículas sub- 

mitocondriales (Monta1 y c o l . ,  1970), bacterias (Guffanti y 

col., 1979; Ahmed y col.., 1983), bacterias fotosint&ticas 

(Rott y Avi-Dor, 1977), particulas sub-bacteriales (Garty y 

col. , 1979), a l g a s  (Doughty y Diehn, 1982), cloroplastoc 

(Packer, 1967; Larkum y Boardman, 1974; Walker, 1975; Telfer 
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Tabla 111. Selectiuidad de 1raiispori;e Caticiiico de Pol i t te res  CarboxiIicosna 

Polieter Secuencia Hodelo Experimental 

Honens ilia A 

6r isorixina 
Niger icina 

Sa 1 inomic ina 
Narasina A 
Albor ixina 
D ianem ic ina 

Carriomiciiia 
Septam icina 
Eterom ic ina 
Calcimicina 
Lasalccido A 

Na') K t >  Lit> Rb') Cst H i tocondr ins , e r  i troc i tos y 
1 iposomas 

Ay') Ti') K') NH4') Rb') Na') Cs' Electrodo de intercambio iúiiico 
K') Rb') Na') Cs') Lit Hitocoiidrias, e r i t roc i tos  y 

1 iposomas 
Rbt, Na') K'>> Cs', !I#: Caz: Sr" Tres fases, HzO:CC14:HzO 
#a'> I?, Rb') Cs') L i t >  NH: Hitocoiidr ias 
K'> Rb') Na', Cs') L i t  Electrodo de intercambio ibnico 
Na', K', Rb', Lit ,  C s t  Hi tocoiidr ias , e r  i t roc i  tos y 

1 i posonas 
4b') K') Na')) Cs' Ires fases, H20:CCI4:H2O 
Fe2') O Liposomas 
K' , Na') Rb')) Cat Tres fases ,  H20:CHC13 :HzO 
tin2'> Caz'> Sr2'> Hg'!', Ba" Liposomas 
Caz: Cs') Ba2'> Sr2') etanolamina) Tres fases,  HzO:(39~ CHC13, 
Rb') Na') norepinefrina) Tn3') 612 decano):H20 
ep inef r i d  isoproterenol 

'1nformaci;n extraida de Taylor y :ol ,  (1982). 

Figura 3 .  Estructura qiiinica de los cuatro yol i t te res  carboxilicos conocidos 
hasta 1967: a l  iiiyericina, b )  monensina, c l  lasalúcido A y ,  d l  diaiiemicina. 



y col., 1 9 7 5 ;  Ben-Hayyim y Krause, 1 9 8 0 )  , tilacoides 

(Bulychev y Vredenberg, :L976) y microsomas vegetales (Sze, 

1 9 8 0 ) .  

4. LAS PROPIEDADES FISICOQlJIMICAS Y EL TRANSPORTE. 

Todos los ion6foros carboxilicos contienen dentro de su 

estructura quimica una variedad de Atomos de oxigeno (O) en 

anillos tetrahidrofuranos y tetrahidropiranos que participan 

como donadores de electrones para coordinar con cationec 

metA1icos (Westley, 1 9 8 2 ) .  Además poseen, por lo general, un 

grupo carboxilo (R-COOH) terminal que es el que les confiere 

el apellido de llcarboxilicosll (Figura 4). Al otro extremo de 

la molecula se encuentran uno o más grupos hidroxilo (R-OH). 

Son estos grupos los que pueden establecer puentes hidrbgeno 

(Puentes H) con el R-COOH terminal (Duesler y Paul, 1982 ;  

Anteunis, 1 9 8 2 ) ,  por lo que la mol&cula se cierra formando 

una estructura de polieter macrociclico. 

En 1 9 6 8 ,  Steinrauf y col. determinaron, por difraccibn 

de rayos->(, la estructura macrociclica cristalina de la sal 

de plata del ionbforo monocarboxilico nigericina. En la 

Figura 5 se puede observar que la esfera de hidratacibn del 

metal es sustituida por su coordinacibn con l o s  oxigenos 01, 

02, 05, O 6  y 0 7  de la rnol.&cula. Posteriormente, estudios de 

espectroscopia de resonancia magnetita nuclear de protbn 

('H-NMR) en soluci6n en cloroformo, realizados por Rodios y 

Anteunis ( 1 9 7 7 ) ,  muestran que en el complejo con sodio 

9 



Figura 4 .  Estriictiira quimica yeiieral y sistena de iiumeraciúii de &tomos de 
carboiio y oxiyeiio usados eii la 1 iteratirra sobre Pol i t t e res  Carboxi 1 icos 
(Tomados de Uest ley 1982 1 I 

C 

Figura 5.  Estructura c ic l ica  de coordiiiaciúii de la iiigericiiia con ioiies 
metdlicos basada eii los estudios por difracciún de rayos-X (Steinrauf 
y c o l , ,  19681 y por 'H-NMR en saluciún eii cloroformo deuterado (Rodios 
y Anteunis, 1977). Tomada de Ar2.t (1984). 



tambien el 08 participa en la clatracibn del metal. Las 

diferencias entre ambas condiciones experimentales sugieren 

que la nigericina puede sufrir variaciones en la geometria 

de coordinacibn con el me‘tal unido y, por lo tanto, que 

podria atrapar cationes con diferente estructura electrbnica 

y namero de coordinacibn. 

Desde que lo manifest6 Pressman ( 1 9 6 8 ) ,  se ha 

considerado que los ionbforos tipo nigericina transportan a 

los cationes de metales alcalinos como dipolos 

electricamente neutros. Se ha propuesto el siguiente modelo 

para explicar el mecanismo de transporte tipo antiport ( K / H )  

mediado por la nigericina (Figura 6): 

La carga negativa del anibn carboxilato (R-COO) anula la 

carga positiva del catibn complejado, de tal manera que el 

complejo formado es un Eiterion elbctricamente neutro. Este 

se mueve o difunde a trav&s de la matriz lipidica membranal, 

hasta el lado en el que la concentracibn del catibn es 

menor, donde se disocia e1 complejo. En este caso, no es la 

carga del ion, sino su actividad quimica o concentracibn la 

que mueve al ionbforo. IJna vez disociado el complejo, la 

nigericina adquiere de nuevo la carga negativa del 

carboxilato; la presencfia de cationes hidrbgeno o protones 

provoca que el carboxilato se protone a carboxilo y que el 

ionbforo regrese al lado de donde tomb al catibn potasio 

para sustituirlo por  el protbn, con lo que se completa un 

ciclo de transporte catibnico elbctricamente neutro. 

Este modelo explica claramente los resultados obtenidos 

en membranas mitocondriales intactas por Estrada-O. y col. 
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Fiyura 6 ,  iiodelo de traiisporte :at iúiiico electroiieutro -aiitiport- nediado 
por e l  po l i t t e r  moiiocarboxilico iiiyericiiia. los sinbolos siyiiif icaii: A - )  
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metal; ti'> catiúii metalico; H'I  prothii. 
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Figura 7.  Efecto de la coiicentrwiún de iiiyericiiia sobre la actividad de 
la ATPasa mitocoiidrial en presencia de diferentes catioiies de metales 
alcalinos (Estrada-O. y c o l , ,  1.967)- 



en 1967, asi como :Los observados en membranas 

mitocondriales, de eritrocitos y en artificiales de 

fosfolipidos (Henderson y c o l . ,  1969), en las que se observa 

un intercambio equitativo de K/H mediado por nigericina. 

5. LA F L E X I B I L I D A D  MOLECULAR DE LA N I G E R I C I N A .  

Sin embargo, ya en 1967, Estrada-O. y col. encontraron que, 

si bien a concentraciones bajas -menores de 0.1 uM- se 

promueve un intercambio antiport 1:1, a concentraciones 

mayores de polikter, la nigericina estimula la hidrblisis de 

ATP en mitocondrias intactas en presencia de potasio (Figura 

7), lo que -de acuerdo con la hipbtesis quimiosmbtica de 

Mitchell (1961)- sugiere que, ademds de actuar como 

intercambiador electroneutro, este ionbforo transportaba 

carga neta a travCs de la membrana, a favor del gradiente de 

potencial elCctrico. 

Por otra parte, Taylor y col. (1982) mencionan que 

existe evidencia de que otros poli&teres carboxilicos, como 

la grisorixina, la alborlxina y el lasalbcido A ,  comparten 

este mecanismo de transporte de carga elCctrica, aunque 

consideran que "este modo de accibn parece ser de menor 

importancia comparado con la actividad electroneutra". 

Posteriormente, con estos antecedentes, Markin y col. 

(1975) y Toro y col. (1976) demostraron, independientemente, 

-por experimentos de conductimetria en membranas de bicapas 

lipidicas (BLM) - que, efectivamente, la nigericina 
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transporta carga neta y que, ademAs, forma aglomerados 

moleculares de proporcidn o estequiometria (poli&ter:catibn) 

de 2:l (Figura 8). 

Mas recientemente, en colaboraci6n con Toro (1987) 

encontramos que la niqericina tambien cataliza la 

transferencia de carga neta a traves de BLM, a p H  4, en 

presencia de potasio con una estequiometria po1iCter:metal 

de 3:l. 

Todos estos resultados demuestran de manera definitiva 

la gran plasticidad de la nigericina para formar oligbmeros 

mdviles, en funcidn del p H  del medio y la concentracibn del 

polieter, a partir de la aqregaci6n de monbmeros en 

presencia de potasio. Por otro lado, estos cambios en la 

molecularidad no afectan de modo significativo la secuencia 

de selectividad ibnica para el transporte mediado por la 

nigericina (Tabla IV). 

A la luz de la flexibilidad mostrada por la nigericina, 

Arzt (1984), trabajando en colaboracibn con nuestro grupo, 

encontrb que este poliCter si puede interactuar con litio, 

aunque a la fecha no existe evidencia -en l o s  sistemas 

experimentales tradicionales- de que el catibn sea 

translocado (Tablas I11 y IV). El espectro de 'H-NMR de la 

nigericina se modifica notablemente en presencia de litio 

(Figura 9). L o s  ensanchamientos de algunas señales escogidas 

de acuerdo con los datos publicados por Rodios y Anteunis 

(1977), Toro y col. (1987), sugieren un cambio importante 

en la movilidad de estas regiones dentro de la estructura de 

la mol&cula. Estos efectos deben adjudicarse a la presencia 
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Figura 9. Espectros de 'H-NIIR a. 98 IHz en CDCl3 del acido libre de la 
nigericina (a) y del complejo NlG-Li' (b), Se us6 FIS como estandard 
interno (Tomados de Toro y col , 1987; y Arzt, 1984). 



del catibn dentro de la corona de coordinacibn del polieter. 

6 .  OBJETIVO. 

Son estos hallazgos -la flexibilidad molecular mostrada por 

la nigericina y su aparente capacidad para interactuar con 

el litio que es un catibn monovalente al que no transporta- 

los que conducen a considerar que este ionbforo 

monocarboxilico pueda tener un perfil de interaccibn ibnica 

mucho mas amplio que el supuesto hasta ahora. 
1 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es el de 

llcontribuir a sentar las bases fisicoquimicas de la relacibn 

que guardan las variaciones estructurales de la nigericina 

con su capacidad de diccriminacibn entre diferentes metales 

para, en su caso, ccrrelacionarla con su actividad 

ionoforCtica". 

Con este objetivo qieneral en mente, se propusieron 

inicialmente los siguientes objetivos particulares: 

1. Identificar la posibilidad de que la nigericina forme 

complejos de coordinacibn con cationes metalicos divalentes 

y trivalentes para ampliar su perfil de selectividad ibnica. 

2. Determinar las caracteristicas estructurales de los 

complejos de la nigericina con cationes mettilicos 

monovalentes, divalentes y trivalentes para relacionarla con 

la flexibilidad estructural mostrada por este polieter 
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monocarboxilico. 

3 .  Determinar las constantes de afinidad i6nica de la 

nigericina con metales monovalentes, divalentes y 

trivalentes para correlacionarla con su capacidad para 

atrapar y liberar cationes metblicos en procesos de 

transporte. 

7. DISER0 EXPERIMENTAL. 

Para alcanzar los objetivos particulares planteados, se 

desarrollb el siguiente diseño experimental central, 

complementado con otros enfoques experimentales: 

1. Se intent6 la formaci6n de complejos de nigericina con 

los cationes de los metales Ca(I1) , Cu(I1) , Fe(II1) y 

Pr(II1) por mktodos de saturaci6n quimica de fases 

sblido/liquido (Toro y c o l . ,  1987) y por titulacibn &I situ. 

2. L o s  complejos asi forma,dos se caracterizaron por analisis 

de espectroscopia ultravioleta/visible (UV/VIC), de 'H-NMR y 

de resonancia paramagnktica electrbnica ( E P R )  . 

3 .  Se determinaron las constantes de equilibrio de la 

reaccibn de formacibn de 3-0s complejos de nigericina:catibn, 

en sistemas de una sola fase homoghea de caracteristicas 

fisicoquimicas conocidas (Toro  y col., 1987). 
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CAPITULO 2. METODOS 

" F i l e t e  d e  c u l e b r a  p a l u s t r e ,  
Herv ido  e n  l a  p a i l a  y c o c i d o  a l  horno:  
Ojo de l a g a r t i j a  y dedo d e  r a n a ,  
P e l o s  d e  murc i&lago  'y l engua  d e  p e r r o ,  
Lengueta  d e  v i b o r a  y a g u i j b n  d e  sa l amandra ,  
P a t a  d e  l a g a r t o  y a l a  de l e c h u z a ,  
P a r a  un encan tamien to  d e  e f e c t o  pode roso ,  
Como un c a l d o  i n f e r n a l  h i r v i e n t e  y bu rbu jean te . l I  

Wi l l iam Shakespea re ,  Macbeth. 

1. FORMACION DE COMPLEJOS. 

A .  Por  s a t u r a c i b n .  

L o s  comple jos  de n i g e r i c i r i a  con l o s  c a t i o n e s  m e t d l i c o s  l i t i o  

( L i ( I ) ) ,  c a l c i o  ( c a ( i i ) ) ,  ciSiprico ( c u ( ~ I ) ) ,  f e r r i c 0  

( F e  (111) ) y p raseod imio  ( P r  (111) ) , se p r e p a r a r o n  p o r  

s a t u r a c i b n  d e l  & c i d 0  l i b r e  d e l  i o n b f o r o  con un exceso  de s a l  

i n o r g d n i c a  d e l  c a t i b n  -no s o l u b l e  e n  c lo ro fo rmo-  (Toro  y 

c o l . ,  1 9 8 7 ) .  

P a r a  cada  c a t i b n  e s t u d i a d o  se tomaron 1 0  mg de d c i d o  

l i b r e  d e  n i g e r i c i n a ,  c o r t e s i a  d e l  D r .  P h i l l i p  A .  Mi l l e r ,  l a  

D r a .  L i l i a n  H .  S e l l o  y el D r .  John W .  West ley (Hoffman-La 

Roche, I n c . ,  N u t l e y ,  New [ J e r s e y ) ;  se d i s o l v i e r o n  con 2 ml d e  

c l o r o f o r m o  g r a d o  e s p e c t r o s c b p i c o  (Merck) en  un t u b o  c 6 n i c o  

( P y r e x )  p rev iamen te  l avado  y en juagado con c lo ro fo rmo .  S e  

a g r e g a r o n  1 0 0  e q u i v a l e n t e s  d e  s a l  i n o r g d n i c a  c o r r e s p o n d i e n t e  
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al catibn en estudio, divyididos en tres partes, agittindose 

vigorosamente en mezcladora (Lab-Line Instruments 1290) tres 

minutos cada vez. Se sediment6 la sal inorgdnica por 

centrifugacibn a 3000 rpin durante 15 min (Centrifuga SOL- 

BAT, Aparatos Cientificos) . Se pas6 el sobrenadante 

(complejo nigericina-cati6n) a otro tubo cbnico y se lav6 el 

precipitado del primer tubo con 2 ml de cloroformo: se dej6 

sedimentar la sal inorgdnica por gravedad y se pas6 el 

sobrenadante al segundo tubo. Se concentr6 la soluci6n de 

complejo a 2 ml por evaporacibn a baño maria, bajo corriente 

de nitrbgeno gaseoso (INFRA). Se repiti6 el proceso cinco 

veces, hasta completar un exceso de 500 equivalentes de 

metal por poliéter (500:l). 

Mediante una jeringa de vidrio de 3 ml se pas6 el 

sobrenadante a través de un filtro resistente a solventes 

orgdnicos con ditimetro de poro de 0.45 micrometros (Gelman 

Science Acrodisc-CR 4 2 1 9 )  a una ampolleta tarada; se 

evaporb a sequedad a baño maria y se liofiliz6 durante tres 

horas (LABCONCO Freeze Dryer 3 ) .  Finalmente se pes6 la 

ampolleta y se calcul6 el rendimiento por peso. 

Para incrementar el rendimiento se lav6 dos veces cada 

tubo c6nico con 2 ml de cloroformo, agitando 3 minutos cada 

vez; se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se 

filtraron los sobrenadantes a la ampolleta tarada. Se 

evapor6 el solvente, se :Liofiliz6 el complejo obtenido, se 

pes6 y se calculb de nuevo el rendimiento. 

Las sales utilizadas para la formacibn de complejos por 

saturacibn en cloroformo fueron los carbonatos de litio, de 
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calcio (Merck) y cAprico,~;J.T.Baker); los cloruros ferric0 

hexahidratado (J.T.Baker) y de praseodimio (ICN); y el 

sulfato fCrrico n-hidratado (J.T.Baker). Todas estas sales 

fueron grado reactivo. 

Se observaron las propiedades fisicas mas notables de 

cada complejo preparado y se corrieron espectros de 

absorcibn electrbnica U V / V I S ,  de 'H-NMR y de EPR. 

B. Formacibn in situ. 

La formacibn in situ de los complejos se hizo por titulacibn 
del Acid0 libre de nigericina (aproximadamente 0.1 mM) con 

cantidades crecientes de cloruro del cati6n metalico 

estudiado, en una mezcla homogCnea con 45% (vol/vol) de 

dioxano grado espectroscdpico (Merck) en agua destilada y 

desionizada (Millipore Milli-Q) , con una constante 

dielectrics de 38.48, ajustada a pH 7.76 con alicuotas de 

soluciones -en dioxano/agua 45%- de hidrbxido de tetrametil 

amonio (TMAOH) 1.0 M, tri-etanol amina (TEA) 0.1 M y / o  ticido 

clorhidrico (HC1) 0.1 N (todos fueron de Merck, grado 

reactivo), y a una temperatura constante de 2521 C (298 K). 

Todas las soluciones se prepararon frescas el mismo d í a  del 

experimento. 

La formacibn de los complejos se registrb por tecnicas 

potenciomCtricas o colorimCtricas, dependiendo de l a s  

caracteristicas fisicoquimicas de cada catibn. 
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a) Titulacibn potenciomt5trica. 

Las mediciones potenciom&tricas de los cationes Li(I), sodio 

(Na(I)), potasio (K(I)), rubidio (Rb(I)), cesio (Cs(1)) y 

Ca(II), se hicieron en una celda de vidrio (Pyrex) de 5 ml 

con agitacibn continua. La temperatura se mantuvo constante 

por medio de un flujo de agua corriente. Se sigui6 

simultdneamente la lectura de pH y de diferencia del 

potencial electric0 del catidn con un electrodo combinado de 

vidrio (Orion 91-03 o A.H.Thomas 4094-S10) y un electrodo 

catibn-selectivo -con un electrodo de calomel (Beckman 

41239) como referencia- conectados a un par de 

potencibmetros (Beckman 3550 y 4500) (Toro y col., 1987). 

Los electrodos select.ivos para cati6n empleados fueron: 

el Beckman 39047, para litio, potasio, rubidio y cesio; el 

Beckman 39046 para sodio (THE BECKMAN HANDBOOK OF APPLIED 

ELECTROCHEMISTRY, 1980); y un electrodo Microelectrodes MI- 

600 para calcio. LOS electrodos se dejaron equilibrar 

durante una semana -previa a cada experimento- en una 

solucidn 0.1 N del cloruro del catibn correspondiente en 

agua. Su respuesta nernstiana se verificb previamente 

mediante curvas de calihracibn de diferencia de potencial 

electric0 (mV) contra polxencial de catibn ( pM = -log[M] ) 

en el medio de dioxano/agua 45% (Figuras 10, 11 y 12). Las 

curvas de calibracibn y :Las titulaciones, se hicieron con 

los cloruros de litio, sodio, potasio, rubidio, cesio y 

calcio, grado reactivo (Merck). 

En la titulacibn de nigericina con Li(I), Na(I), K(I), 
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Fiyura 11. Ciirua de cal ibraciúii del electrodo catiúiiico Beckmaii 39846 
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Figura 12, Curva de calibraciún del electrodo catiúiiico Hicroelectrodes 
HI-688 eii las mismas coiidicioiies que eii la Fiyura 18. La sal empleada h i e  
CaCl2, 



Rb(1) , Cs(1) y Ca(I1) , se observb la disminucibn en la 

diferencia de potencial electric0 (mV) producido por el 

catibn libre en presencia de polieter (Toro y col., 1987). 

Suponiendo que los sitios de unibn de las mol&culas de 

nigericina son identicos e independientes para ligar a cada 

uno de l o s  cationes metdlicos, se trazaron las curvas de 

unión, relativas a la concentracibn total de nigericina, de 

cada una de las titulaciones a temperatura constante (Tinoco 

y col., 1978). 

b) Titulacibn colorimCtrica. 

La deteccibn colorimCtrica de la formacibn de los complejos 

de nigericina con Li(I), Ca(I1) y Fe(II1) se hizo en 

presencia de 0.05 mM del indicador metalocrbmico 

antipirilazo I11 (AP-III), de ICN (Figura 13) (Scarpa y 

col., 1978a), en dioxanc'/agua 4 5 % ,  en celdas cuadradas de 

cuarzo (1 cm de paso de 1u.z) con una capacidad de 3 ml, con 

agitacibn continua. Los cambios en el espectro de absorcibn 

en el visible (VIS) del. indicador se registraron con un 

espectrofotbmetro ultravioleta/visible, AMINCO UV/VIS DW-2a. 

La temperatura ambiente se mantuvo constante mediante un 

acondicionador de aire (Freiven S-188-103). 

Se comprobaron los: cambios en los espectros de 

absorcibn electrbnica, absoluto y diferencial, en el VIS del 

AP-I11 -en presencia de nigericina- en el medio de 

dioxano/agua, por medio de su titulacibn con soluciones de 
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Fiyiira 13. Estructura quinica del indicador netalocrúnico para calcio 
AP-Ill (Tomada de Scarpa y co i . ,  1978a). 

Tabla U. Coiistaiite de equilibrio (Kfl para la  reacciúii de formaciúii de los 
complejos poiieter carboxiiiro-catiúii, eii soiuciúii eii iiiia soia fase coii 
propiedades f i s  icoqu i n  icas coiioc idas 

[AH-I' 1 Xf  = 
[AH1 il'i 

[A-1'1 IH'I 

iRH1  il'l 
Ka : 

Se compara la ecuaciúii de Kf coii la de la coiistaiite de acidez (Xal, que a 

correspoiide a la formaciúii de la sal pol i t te r  carboxilico-catiúii. AH) 
po l i t t e r  protoiiado; 1') c a t h i  methiico; A-1'1 sal de politter-catiún; H'I 
protún; AH-ti 1 complejo poiitter-catiúii. 



cloruro de litio, calcio y fierro (111). 

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS. 

A. Espectroscopia Ultravioleta/Visible. 

Con el objeto de identificar y cuantificar, tanto al Acido 

libre de nigericina como a l o s  complejos formados, se 

corrieron l o s  espectros de absorcibn electrbnica en el 

ultravioleta (UV) del dcido libre de nigericina (Hoffman-La 

Roche) y de la sal de sodio de la monensina (Eli-Lilly 

Laboratories, Indiana) en etanol en un espectrofotbmetro 

Beckman Acta M-IV, de 181 nm a 305 nm. Se hicieron curvas de 

absorbancia (A) contra concentracibn (c), desde 0.01 uM 

hasta 0.5 mM de cada polieter. 

La interaccibn de la nigericina con los cationes 

Ca(II), Cu(II), Fe(II1) y Pr(III), se verificb por cambios 

en el espectro de absorcibn UV del polieter; el solvente 

utilizado en cada espectro se especifica en la Figura 18. Se 

buscaron principalmente c:ambios en la longitud de onda de 

mhxima absorbancia de 1.a nigericina en presencia de los 

diferentes cationes estudiados, extincibn de las señales 

espectroscbpicas caracteristicas de los metales en cuestibn 

o la aparicibn de seilales nuevas. 

B. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Protbn. 

La espectroscopia de resonancia magnCtica nuclear de protbn 
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('H-NMR) de l o s  complejos nigericina-Li(I), nigericina- 

Ca (11) y nigericina-Pr(I1I) , formados por saturacibn, se 

realizb en solucibn en deuterocloroformo en un espectrbmetro 

NMR de 90 MHz, Varian EM-:390. Como estdndar interno se us6 

tetrametilsilano (TMS). EL espectro control del dcido libre 

de nigericina se obtuvo de una solucibn preparada 

directamente con la muestra del poli&ter proporcionada por 

l o s  Laboratorios Hoffman-La Roche. 

Para evidenciar la interaccibn de los cationes de 

Li(i), Ca(ii) y Pr(Iii) con el polieter se analizaron 

algunas señales del espectro de 'H-NMR de la nigericina 

(Rodios y Anteunis, 1977): los grupos metilo 35 (Me35), 

vecinal al oxigeno 5 (05); el protbn 21 (H21), prbximo al 

oxigeno 7 (07) y el metilo 40 (Me40) unido al oxigeno 11 

(011). Estos grupos estdn cercanos a oxigenos de 

coordinacibn (Figura 15) y ' ,  por lo tanto, sus señales de 'H- 

NMR muestran ensanchamientos y corrimientos quimicos 

importantes al interactuar con cationes metdlicos (Toro  y 

col., 1987). 

C .  Espectroscopia de Resonancia Paramagnktica del Electrbn. 

Por su configuracibn electrbnica, algunos cationes de 

metales de transicibn y de tierras raras o lantdnidos poseen 

propiedades espectroscbpicas mds ricas que los iones de 

metales alcalinos y alcalinot&rreos, por lo que cuando son 

estudiados por medio de resonancia paramagnetica del 
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electrbn o del spin del el-ectrbn (EPR) brindan informaci6n 

sobre l o s  parbmetros de su coordinacibn con electrones de 

ligandos moleculares (Wertz y Bolton, 1972). 

Los espectros de EI?R de los complejos de Cu(II), 

Fe(II1) y Pr(II1) con nigericina, formados por saturacibn, 

se obtuvieron en estado sblido, a temperatura ambiente, en 

un espectrbmetro ESR Bruklsr ER 200 D-SRC. De cada complejo 

liofilizado se pes6 1 mg y se disolvib en 1 ml de 

cloroformo. Las muestras se pasaron, con pipeta Pasteur de 

talle largo, a celdas o tubos especiales para EPR (Drago, 

1977) y se evaporaron a baño maria. 

3 .  CONSTANTES DE FORMACION. 

Las constantes de equilibrio de la reaccibn de formacibn 

(Kf) de los complejos de nigericina con los cationes Li(I), 

Na(I), K(I), Rb(I), Cs(1) y Ca(I1) se determinaron por 

titulacibn potenciom&tric!a -con electrodos selectivos para 

catibn- en el medio homog&neo de una sola fase de 

dioxano/agua 4 5 % ,  previamente descrito en FORMACION DE 

COMPLEJOS. 

La reaccibn general de formacibn de complejos 

nigericina-catibn considerada se muestra en la Tabla V. L o s  

valores de las constantes de equilibrio se calcularon como 

el log Kf cuando las concentraciones totales de catibn y 

poli&ter en el medio son equivalentes, esto es, con 

nigericina 0.1 mM y c1oru:t-o de cati6n 0.1 mM, y considerando 

una estequiometria poli&ter:metal de 1:l (Toro y col., 
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1987). Se hicieron un minfimo de siete titulaciones por cada 

catibn; se calculb un log Kf en cada titulacibn (Arzt, 1984) 

y se obtuvo la media de log Kf de todos los valores. 

2 3  



CAPITULO 111. RESULTADOS 

* l .  . . la ciencia rara vez avanza en el sentido recto y 
lbgico que imaginan los profanos. En lugar de ello, sus 
pasos hacia adelante -y, a veces, hacia atrbs- suelen ser 
sucesos muy humanos en l o s  que las personalidades y las 
tradiciones culturales desempeñan un importante papel." 

James D. Watson. 

L o s  resultados que a continuacibn se presentan constituyen 

una aportacibn original a la literatura internacional del 

campo del transporte ibnico mediado por acarreadores modelo, 

sobre las propiedades fisicoquimicas de la formacibn de 

complejos individuales que, por si solos, atestiguan la 

total veracidad y certidumbre de la amplia capacidad de los 

antibibticos poliCteres carboxilicos para interactuar de 

manera intima con una gran diversidad de cationes metblicos. 

1. FORMACION DE COMPLEJOS. 

A. Saturacidn. 

En la Tabla VI se muestran las propiedades fisicas de l o s  

complejos de nigericina formados con diferentes cationes 

metblicos. 

La saturacibn de la nigericina con carbonato de l i t i o  

di6 como resultado la formacibn del complejo nigericina- 

litio (NIG-Li(1)) con apariencia de polvo blanco cristalino, 
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Iabla U I ,  Propiedades Fisicas de los Conplejos Niyericiiia-Catiun Poliualeiite, 
formados por satiiraciúii eii CHC13 

Nigericiiia-Li(I1 
Niyer iciiia-Ca( 1 I1 

Niger icina-Cu( i 

Niger kina-Pr ( I 
Niyer iciiia-Fe( I 

Comy le jo Aparieiic ia Solubi 1 idad obseruada 

Po 1 uo b 1 aiico 
Poluo blaiico 

Soluble eii CHCI, y eii etaiiol 
Soluble eii CHCI3 y eii etaiiol 
calieiite; ¡soluble eii etaiiol 
f r i o  
Soluble eii CHCI, y eii etaiiol; 
iiisoluble eii ii-liexaiio 
Soluble eii CHCI3 y eii etaiiol 
Soluble eii CHC13 y eii etaiiol 

Pol uo yiiis-verde 

Poluo uerde 
Poluo ciife 

Figura 14. Isotermas de iiiiiún relativa de los catioiies alcaliiios y calcio a 
la nigericiiia. Se t i t u lú  (ilia soiiiciúii lxW4 tí del &ido l ib re  del polikter 
en las mismas coiidicioiies experineiitales descritas en la Fiyiira l a .  Las sales 
empleadas fiieron o LiCI, o NaCI, x KCI, RbCI,  CsCl y CaCIz. 



soluble en cloroformo y en etanol. 

Por el contrario, su caturacibn con carbonato de calcio 

produjo un polvo blanco de aspecto pastoso, lo que suqeria 

un cambio en las propiedades físicas de la niqericina por la 

formacibn de un complejo con el ion calcio (NIG-Ca(I1)); 

estos cambios hacen que el complejo, que es soluble en 

cloroformo, no lo sea en etanol frio, sino caliente. 

Tambien se observb que a partir de la saturacibn de la 

nigericina con carbonato caprico se produce la formacibn de 

un complejo con cobre (NIG-Cu(II)), que se acompaña con un 

cambio notable en sus propiedades fisicas; el complejo tiene 

aspecto de polvo gris verdoso, soluble en cloroformo pero 

insoluble en hexano. 

Debido a que el carbonato de fierro se oxida fdcilmente 

al ser expuesto al aire (Cotton y Wilkinson, 1 9 6 6 ) ,  su 

empleo en el protocolo de saturacibn establecido resultaba 

inconveniente. Por lo tanto, para probar la interaccibn de 

la nigericina con Fe(II1) se escoqib el cloruro fCrrico; sin 

embarq’o, en contraposicid5n con la informacibn contenida en 

THE MERCK INDEX ( 1 9 7 6 ) ,  esta sal de fierro es muy soluble en 

cloroformo, por lo que finalmente se eligib al sulfato 

ferric0 como la sal idbnea para la saturacibn del poliCter 

con Fe(II1). El producto obtenido, presumiblemente el 

complejo niqericina-Fe(I1i) (NIG-Fe(III)), tiene aspecto de 

polvo de color cafC claro, cuyas propiedades de solubilidad 

en solventes orqdnicos son iguales a las del dcido libre del 

polieter. 
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Por iiltimo, la interacxibn de la nigericina con clkruro 

de praseodimio -una sal fdcilmente disociable, no soluble en 

cloroformo- no altera las propiedades de solvatacibn del 

polieter en solventes orgdnicos, pero si se observa un 

colorido verde claro en el polvo obtenido que evidencia, por 

si mismo, la interaccibn del poliCter con este lantdnido 

(NIG-Pr (111) ) . 

B. Formacibn situ. 

La factibilidad termodinamica de la interaccibn de la 

nigericina con los cationes metdlicos en solucibn, se 

verificb por medio de la formacibn de los complejos in situ 

Por titulacibn en un medio favorable de constante 

dielkctrica de 38.48 y pH 7.76 (Toro y col., 1987) a 

concentraciones equimolares de politoter carboxilico y 

catibn. 

Titulacibn potenciomCtrica. 

Por las propiedades electr-oliticas de los metales alcalinos 

y alcalinoterreos en solucibn, la titulacibn potenciomCtrica 

en una sola fase homogtoriea es una tCcnica apropiada para 

confirmar la interaccibn de la nigericina con los cationes 

litio, sodio, potasio, rubidio, cesio y calcio. 

L o s  valores de la pendiente (m) de las curvas de 

calibracibn con los cationes metdlicos sugieren que la baja 

constante dielkctrica del medio (38.48) -comparada con la 
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del agua pura (78.0)- afecta la respuesta de los electrodos 

(Figuras 10, 11 y 12). Sin embargo, las lecturas de la 

diferencia del potencial electrice, en funcibn de la 

concentracibn del catibn, son estadisticamente 

significativas, por lo que los valores obtenidos son 

confiables. La diferencia mhs importante en el poder de 

resolucibn de la tCcnica potenciomCtrica la representa la 

selectividad intrinseca de l o s  electrodos usados: en 

particular la del Beckman 39047, que puede verse influida 

por la movilidad de los cationes hidratados en la solucibn 

empleada. 

En la Figura 14 se muestran las isotermas de unibn 

relativa, de concentracibn de metal unido ([M]u/[N]t) en 

funcibn de la concentracibn de metal total ([M]t/[N]t), de 

los cationes de los metales Li, Na, K, Rb, Cs y Ca a la 

nigericina; en todas ellas se puede observar una fase de 

unibn sigmoidea, con una unibn maxima, seguida de una 

disminucibn en la concentracibn de catibn unido. 

b) Titulacibn colorim&trica. 

A pesar de que el AP-I11 es un indicador metalocrbmico para 

Ca(I1) (Scarpa y col., 1978a) se estudib la formacibn de los 

complejos NIG-Li(I), NIG-Ca(1) y NIG-Fe(II1) -- in situ en 

solucibn mediante el seguimiento de sus cambios 

espectroscbpicos en presencia y ausencia de poliCter y 

catibn. 
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En la Figura 15 se muestran l o s  espectros de absorcibn 

electrbnica absoluta del AI)-I11 en presencia de los metales 

Li(I), Ca(I1) y Fe(II1). Se observa que el espectro del 

indicador se modifica drarndticamente en forma especifica en 

presencia de los cationes metblicos Ca(I1) y Fe(II1); por el 

contrario, el catibn Li(1) no altera al espectro de 

absorcibn del AP-I11 (Figura 15b). A su vez, tampoco el 

polikter nigericina produce alteraciones en el espectro VIS 

del indicador. En cambio, en las Figuras 15c y 15d, se 

observa que el espectro del AP-I11 modifica sus 

caracteristicas en presencia de los complejos NIG-Ca(I1) y 

NIG-Fe (111) . 
El efecto de l o s  cationes y los complejos sobre el 

espectro de absorcibn del AP-I11 es m b s  evidente en la 

Figura 16, en la que se ilustran los espectros diferenciales 

del indicador metalocrbmico contra varias concentraciones de 

los metales Ca(I1) , Fe(II1) y de los complejos NIG-Ca(I1) y 

NIG-Fe(II1). Como se puede observar, si bien la longitud de 

onda de maxima absorbancia no se modifica sustancialmente, 

los cambios en los coeficientes de extincibn y en l o s  puntos 

isosbdsticos son significativos y especificos de cada catibn 

y comple j o metal ico. 

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS. 

Se observb que las propiedades fisicoquimicas de la 

nigericina se modifican en funci6n del cati6n con el que 

interactha. El estudio de los cambios en estas propiedades 
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e00 600 so0 aw 

Figura 15, Espectros de absorbancia absoluta eii e l  VIS del AP-Ill (a )  y eii preseiicia 
de Lit ,  NIG-Li'(b); Caz', NiG-CaZtic); Fe3'y N1G-Fe3'(d). Los espectros del iiidicador 
en presencia y en aiiseiicia de mt:tal, coil o s in  iiigericiiia, se obtuuieroii eii u11 

espectrofotcmetro AIlNCO DU2a U U N I S ,  La celda coiiteiiia 2 m l  de AP-I11 56 eii l a  
misma solucicii que en la Fiyiira 18, Se ayreyaron 16 ,1 del cloruro del catibii H; 
donde se iiidica se ayreyaroii 18 de niyericiiia 2 x W 2  I, 



a) 

e00 70 o O 0 0  

Figura 16, Espectros de absorbancia diferieiicial del AP-I11 eii presencia de Caz', 
NIG-Ca2' (a);  Fe3' y N16-Fe3' (b) .  Se obtuuieroii eii e l  nismo espectrofotúmetro 
descrito en la Figiira 15, Tanto la celda de refereiicia como la de muestra coiiteiiiaii 
2 ml de AP-I11 58 Jí ei i  la misma so luc i~ i i  de la Figiira 18, Se agregaron alicuotas 
de 18 , , 1  del cloruro del catibii lB-" ti; doiide se  indica se ayreyaron allcuotas de 
18 ,I de niyericiiia 2x18-' tí, 



fisicoquimicas, mediante t&cnicas espectroscbpicas con 

diferentes niveles de resolucibn, permite determinar las 

huellas digitales de cada complejo formado y facilita su 

posterior identificacibn. 

A .  Espectroscopia Ultravioleta/Visible. 

Por su configuracibn electrbnica, la molCcula de nigericina 

no tiene bandas de absorcibn en el VIS: en cambio, presenta 

absorcibn en la regibn del UV lejano, cerca de los 200 nm de 

logitud de onda. Su espectro electrbnico en el UV en 

solucibn en etanol presenta un pico de absorcibn mdxima a 

205 nm, con una disminucibn pronunciada del coeficiente de 

extincibn hasta los 220 nm; a partir de esta longitud de 

onda, este antibibtico polidter no presenta absorcibn alguna 

(Figura 17a). 

Estas caracteristicas espectroscbpicas parecen ser 

comunes dentro de la familia de los antibibticos poliCteres 

carboxilicos. Por ejemplo, al obtener el espectro de 

absorcibn en el UV de la sal de sodio de la monensina en 

etanol, este presenta un pico mdximo de absorbancia 

aproximadamente a una longitud de onda de 215 nm (Figura 

1 7 b ) .  

Algo notable en la absorcibn electrbnica de esta 

familia de moldculas es que, al menos en el caso de la 

monensina y la nigericina, no se encuentra linearidad de la 

ley de Lambert-Beer en ninguna regibn del UV en el intervalo 
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a) 

Figura 17. Espectros de absorbancia absoluta de los polit teres iiigericiiia, dcido 
l ib re  i r4  M (a) y s a l  de sodio de moiieiisina N4 H (b) eii etanol absoluto, Los 
espectros se  obtiiuieron a temperatlira ambiente en u11 espectrofotbmetro Becknan Acta 
n-iu, 



de concentraciones de policbter que van del orden micromolar 

al milimolar (Tabla VII), por lo que no es posible hacer 

determinaciones directas de la concentracibn de polikter por  

m&todos de espectroscopia lJV/VIS. Adembs, l o s  espectros de 

ambas molkulas presentan corrimientos en la longitud de 

onda de mbxima absorbancia, tanto hacia el rojo como hacia 

el violeta, los cuales no se correlacionan con la 

concentracibn del poliCter (resultados no mostrados). 

En la Figura 18 se observan los espectros de absorcibn 

electrbnica, en la regibn UV del espectro electromagndtico, 

de l o s  complejos nigericina-catibn -obtenidos Por 

saturacibn- en solucibn. 

El complejo NIG-Ca(I1) en cloroformo presenta absorcibn 

desde 200 nm hasta 3 0 0  nr (Figura 18a) con un pico mdximo a 

216 nm, y hombros a 230 y 278 nm. Por otro lado, en las 

Figuras 18 b, c y d se puede observar que el Cu(II), el 

Fe(II1) y el Pr(II1) producen cambios notables en el 

espectro de absorcibn UV/VIS del Acid0 libre de la 

nigericina en etanol. El. cloruro de praseodimio en etanol 

tiene un espectro de absorcibn en el VIS con señales finas 

caracteristicas a 446, 470, 482 y 580 nm (Figura 19). Estos 

picos se extinguen en presencia del poli&ter; en su lugar se 

obtiene un ensanchamiento del espectro de absorcibn desde 

los 200 hasta l o s  400 nm, con un mdximo a 222 nm de longitud 

de onda (Figura 18d). Lo anterior sugiere fuertemente la 

interaccibn del antibibtico nigericina con estos cationes 

metblicos. 

3 0  



OO. 0.1 I 

C )  
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Figura 18. Espectros de absorbancia absoluta de los complejos de iiigericiiia coil los 
cationes Cast, eii CHCl3  (a ) ;  Cust  (b l ,  Fe3' ( c )  y Pr3' ( d l  eii etaiiol absoluto. Los 
espectros se  corrieron a temperatura ambiente, Los t r e s  primeros se  obtuuieroii eii 

1111 espectrofotúmetro Aií lNCO DU2a y e l  cuarto, eii uii Beckmaii Acta t i - IU, Los complejos 
s e  obtuuieroii por saturaciúii eii CHC13 como se describe eii netodos. 



Tabla U I I ,  Parimetros espectroscúpicos eii e l  UU de los pol i i te res  iiiyericiiia, 
ncido l ib re  y s a l  de sodio de rioiierisiiia eii fuiiciúii de la coiicentraciúii,a 

Absi.,,, Conceiitraciúii (I) - 
N iyt:r ic iiia-H Ioiieiisiiia-Na' 

0.0!;0 ' 

0 ,045 
0 ,044 
0 I0,12 
0 I 0,45 
0,0154 
0.046 
0.058 
0.045 
0.036 
0,852 
6.031 
8 ,037 

0.864 
0.032 

0.038 
0,072 
0.050 
0.074 
0,060 
0,030 
0.070 
0,074 
0.030 
0,160 
8.050 
a.842 
0,878 
0.040 
0.040 
8.026 
0.022 
0.072 
0,014 
0,034 
0.044 

Los espectros se  obtiiuieroii cono se iiidica eii la Fiyiira 17. a 

bAunqiie 110 se iiidicaii, ia ' i i j i c  a cada coiiceiitraciúii presenta corrimieiitos (u, 
explicaciúii en e l  t ex to) ,  

Figura 19, Espectro de absorbancia absoluta eii e l  VIS del PrC13 10-' ti eii etaiiol; 
s e  obtiiuo a temperatura ambiente eii uii espectrofotmetro AIINCO DW2aI 



B. Resonancia MagnCtica Nuclear de Prot6n. 

La espectroscopia de NMR ofrece la posibilidad de estudiar 

el comportamiento dinbmico de molCculas en solucibn sin la 

necesidad de I1incorporar" metales pesados, necesarios para 

l o s  estudios conformacionales por difraccibn de rayos->( 

(Anteunis, 1982). 

Se obtuvieron los espectros de IH-NMR de la nigericina 

y de los complejos NIG-Ca(I1) y NIG-Pr(III), en cloroformo 

deuterado, preparados por saturacibn. En la Figura 20 se 

puede observar que el espectro 'H-NMR del dcido libre del 

poliCter se modifica dramdticamente en presencia de los dos 

cationes. 

En la Tabla VI11 se muestran l o s  valores de corrimiento 

quimico de protbn obtenidos para la nigericina y los 

complejos con Ca(I1) y Pr(II1) -en ppm, con TMS como 

referencia interna- de las señales asignadas al H21, Me35 y 

011-Me40, segiin fueron publicadas anteriormente para la sal 

de sodio del poliCter (Rodios y Anteunis, 1977). Ademas se 

comparan estos valores con los de l o s  complejos NIG-K(1) 

(Toro y col., 1987) y NIG-Li(1) (Arzt, 1984). Se puede 

observar que se producen corrimientos quimicos notables 

cuando la nigericina se encuentra en presencia de Li(1) y 

Ca(II), mientras que los ensanchamientos son mbs importantes 

en el caso del Li(1) y el Pr(II1). En adicibn a esto, dado 

que l o s  cambios espectrales son dependientes del catibn 

presente en la muestra, esta tCcnica espectroscbpica permite 
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1 0 9  8 7 6 5 4 3 2  I O p p m  
Figura 20. Espectros de 'H-NMR a 98HHz en CDC13 de los complejos 
de niyericina con Ca2' (a) y Pr3' ( b ) ,  Los complejos se prepararon 
cono se indica en la Fiyiira 18, Las flechas indican los cambios 
mas importantes respecto a l  espectro del &cid0 l ib re ,  

Tabla UlIl, Corrimientos quimicos (en ppm, TMS como referencia 
interna) en los espectros 'H-NHR a 90 iiHz de los complejos de 
iiigericina con diferentes cationes metblicos, en CDC13aa 

nuestra 
(., Senales 

H21 Me35 Me40 
-~ ~ 

4.024 1.419 3.353 Niger ic ilia 
Niyericina-Li' 4.24-ma 1 S4-ma 3.42,3 I 44-a 
Nigericina-K' 4,25 t .6 3.62 
Nigericina-Ca2+ 4.83 i 43-a 3.383 
Niuer icina-Pr3' ma 1 -39-ma 3 , 3 3 7 ~  

'Los complejos se formaron como se  describe eii la Fiyura 18. 
a: ancha, ma: muy ancha. 

b?onados de Firzt (19841, 
'Tomados de loro y col ,  (1987). 



identificar las huellas dactilares en el espectro de 'H-NMR 

de cada complejo. 

C. Resonancia ParamagnCtica del Electron. 

L o s  estudios por espectroscopia de EPR de metales con 

propiedades magnCticas, ligados dentro de quelatos ibnicos, 

puede brindar informacibn sobre la estructura electrbnica en 

el interior de los complejos de coordinacibn. 

L o s  complejos de nigericina, formados por saturacibn en 

cloroformo, con los cationes de los metales de transicibn 

Cu(I1) y Fe(III), y el lantdnido Pr(III), se estudiaron por 

espectroscopia de EPR. 

En la Figura 21 se observan las señales paramagnCticas 

de los cationes Cu(I1) y Pr(III), y el efecto ferromagn&tico 

del Fe(III), lo que confirma la formacibn de l o s  complejos 

NIG-Cu(II), NIG-Fe(II1) y NIG-Pr(III), ya que al carecer de 

electrones no apareados dentro de su estructura, el dcido 

libre de nigericina es silencioso en este tipo de 

espectroscopia. 

L o s  diferentes complejos se identifican al caracterizar 

los parAmetros Hamiltonianos del spin del electrbn de cada 

metal, los cuales se muestran en la Tabla IX. El complejo 

NIG-Fe(II1) presenta señales ferromagnCticas caracteristicas 

del catibn Fe(II1) a campo bajo -g 4.702 y g 3.664- y ademtis 

se resuelven otros parAmetros de campo paralelo y campo 

perpendicular alrededor cie 3000 G. En cuanto al complejo 

NIG-Cu(II), su espectro paramagnCtico muestra señales de la 
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Fiyura 21. Espectros de EFR a tenperatiira ambiente de los complejos 
de niyericiiia coil Ct? (a ) ,  Fe3' ( b )  y Pr3' ( c )  eii estado s ú l i d o .  
Los conplejos se prepararon cono se indica en la Fiyura 18. 

Tabla IX. Pardmetros Hamiltoiiianos del spin del electriin de los 
espectros de EPR a temperatura ambiente de los complejos de la 
iiigericina con diferentes cationes metdlicos en estado 

N I G - C ~ I ~ ~  2,486 2,161 8.0139 e.ee4i 
NIG-Fe3' 4.702 3.664 2,401 1,953 nr iir 
NIG-Pr3' 2.444 2,272 0.0057 0.0042 

alos complejos se prepararoii como se describe en la Fiyura 18. 



estructura hiperfina, tanto en la regibn paralela como 

perpendicular a 3000 G. Finalmente, resultb posible obtener 

el espectro de EPR del complejo NIG-Pr(III), en el 

aparentemente se resuelven las señales paramagnCticas 

estructura hiperf ina con pardmetros paralelos 

perpendiculares de 2.444 y 2.272, respectivamente. 

3 .  CONSTANTES DE FORMACION. 

En la Tabla X se muestran l o s  valores de las constantes 

formacibn ( l o g  Kf) calculados para los complejos 

que 

de 

Y 

de 

de 

nigericina con l o s  cationes de los metales Li, Na, K, Rb, Cs 

y Ca a pH 7,76 y constante dielectrics de 38.48. En estas 

condiciones experimentales el 50% del dcido libre de 

nigericina se encuentra ionizado a nigericinato y la uni6n 

del poliCter al cati6n SI? ve favorecida por la presencia 

equivalente de las dos es:pecies que se han descrito para la 

formacibn de los complejos poliCter-catiOn (Pressman, 1968; 

Toro y col. I 1987). 

Las desviaciones estdndar de l o s  valores calculados de 

log Kf muestran que no existe diferencia estadisticamente 

significativa entre las Kf -en una sola fase homogCnea- de 

los seis complejos estudiados por medio de tecnicas 

potenciomCtricas. Esto sugiere que la probabilidad de que 

poliCter forme clatratos con todos estos cationes 

similar, irrespectivo de que sean o no transportados 

travCs de membranas lipidicas. Los valores de diferencia 

el 

es 

a 

de 
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Tabla X .  Ualores de loy Kf 14 eiieryia l ibre estdiidar ( C G ~ l  de los 
complejos de niyericiiia con 10s catioiies aicaiiiios y Ca2+ en una soia 
fase a pH 7,76 y 38,48,a 

Complejo log K f  AGO (Kcal/mol) 
~~~ 

NlG-L it  
NIG-Na' 

N IG-Rb' 

N IG-Ca2' 

NIG-K+ 

N IG-CS+ 

p.16 ! 0,34 -5,681 
3,91 ! 0.22 
3,70 ! 0.08 

3,82 ! 0.34 -5,271 
3S3 ! 0.29 -4,821 

-5 , 339 
-5 , 053 

3,70 ! 0.25 -5,853 

iiiyericiiia (W4 Mi se disoluiú en D:A 452 (u/u), El pH se  ajustú 
con TEA y HCI. La t i tulaciún se  hizo con e l  cloruro del  catibii como 
se indica en /¿todos, 

Tabla XI, Propiedades de Liiiiúii catiúiiica del po l i t t e r  carboxilico iiiyericiiia 
deterninadas en diferentes condiciones exper inentales ,a 

Modelo Exper imeiita 1 Secueiic i a 

K' Rb' 
ie0 13 

K' 
1 , 5 ~ 1 0 ~  

3 , 0 ~ 1 0 ~  

Na' Cs' L i t  Extracc iúii eii To lueiio - ii-biitano 1(7 : 3 1 
2 E,6 8 ,01  Fase acuosa pH 1 le - 0  , 

desp lamido 86Rb' 

Na' Constantes de fornaciún 
2 , 4 ~ 1 0 ~  poteiiciomttr ica en metaiiol 

6 . 6 ~ 1 0 ~  

9 2x111~ 

en metilcelosol - H20 (4:l) 

en metaiiol, metodos de relajaciún 

Norepinefrina ) epinefrina ) 

etaiio lam ilia 

Extracciúii en Tolueiio - ii-butanol(7:3) 
Kex : 5.0 1.8 Fase acuosa pH = 9 . 0  

aInformacidii extraida de Taylor y col.  (19821, 



energia libre estdndar de la formacibn de estos complejos 

(Tabla X), calculados a partir de los resultados de Kf, 

confirman la factibilidad termodindmica de la formacibn de 

l o s  complejos antes mencionados. 

Es importante mencionar el hecho de que el registro del 

pH en el vaso de reaccic5n no mostrb una acidificacibn 

significativa del medio cuando la concentracibn de metal 

aumenta durante la formacibn del complejo (resultados no 

mostrados), lo que confirma que el catibn -cualquiera que 

Cste sea- no desplaza al protbn, por lo que el polikter 

permanece prdcticamente sin disociar dentro del complejo de 

coordinacibn (Toro y col., 1987). 

Por otra parte, los resultados de formacibn de 

complejos aqui obtenidos n83 se correlacionan con las curvas 

y secuencias de selectividad de complejacibn y transporte 

catibnico publicadas para la nigericina en diferentes 

sistemas experimentales (Figura 2 2 ) ,  ni con ningilin otro 

pardmetro estudiado con anterioridad en la formacibn de 

complejos de polieteres carboxilicos con cationes metdlicos 

u organices (Tabla XI) (Taylor y col., 1982). 
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CAPITULO _ -  IV. DISCUSION 

IiY al principio, todo fue curiosidad." 

Isaac Asimov. 

Con base en las evidencias presentadas por Arzt (1984) que 

sugerian, por primera ocasibn, que el antibibtico poliCter 

monocarboxilico nigericina posee la capacidad de interactuar 

con cationes metzllicos a los cuales no transporta, se 

decidib emprender un anzllisis mzls ambicioso en la basqueda 

de l o s  patrones fisicoquimicos que regulan la interacci6n 

poliCter-metal, para tratar de correlacionarlos con la 

actividad ionoforCtica de esta familia de antibibticos. Por 

tal motivo, se comenzb por verificar la formacibn del 

complejo NIG-Li(1) para, posteriormente, ampliar el estudio 

a complejos catibnicos polivalentes. 

1. SE AMPLIA EL PERFIL DE INTERACCION IONICA DE LA 

NIGERICINA. 

El carbonato de litio es una sal muy poco soluble en agua 

(1.5 g en 100 ml, a O C )  e insoluble en cloroformo. Sin 

embargo, ya que el litio se ioniza fzlcilmente -con un 

potencial de ionizacibn de 5.39 ev- si es factible la 

utilizacibn de esta sal para probar la interaccibn del metal 

con el polieter nigericina. 
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Por su parte, el Li(:C) es un catibn muy pequeño -tiene 

un radio ibnico de Pauling de 0.60 A (Day y Selbin, 1969)- 

que se solvata con gran facilidad, por lo que su radio 

efectivo de hidratacibn llega a ser de 3.40 A (Cotton y 

O 

O 

Wilkinson, 1966). 

Como demuestran claramente los resultados arriba 

presentados, se verificb La capacidad de la nigericina para 

interactuar y formar complejo con el catibn Li(1) a pesar de 

que prdcticamente no lo transporta a travks de fases 

hidrbfobas. Este fenbmeno muy bien puede ser explicado si se 

considera que el litio -por su gran poder polarizante- 

tiende a formar enlaces covalentes, lo que provocaria que el 

complejo NIG-Li(1) fuera dificilmente disociable. 

El Ca(I1) es un catibn sumamente importante que 

participa en el ajuste de mililtiples propiedades vitales de 

los sistemas biolbgicos: regula la actividad enzimdtica 

(Scarpa, 1972); es un intermediario fundamental en la 

transmisibn de informacibn entre las celulas nerviosas 

(Akerman y Nicholls, 1983); juega el papel de medio de 

comunicacibn, como segundo mensajero, para la realizacibn de 

procesos metabblicos intracelulares (Berridge, 1985), y 

produce efectos significativos en la estabilidad de la 

estructura y funcibn de las membranas celulares (Mikkelsen, 

1976). De aqui el interks en estudiar el mecanismo intimo de 

interaccibn de este catibn con mol&culas modelo que 

funcionan como acarreadores ibnicos membranales. 

Tradicionalmente los antibibticos polikteres 
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carboxilicos se han clasificado como antibibticos 

monovalentes y divalentes, dependiendo del estado de 

oxidacibn de los cationes metdlicos que transportan (Taylor 

y col., 1982). Asi, los polikteres monensina y nigericina, 

que translocan sodio y potasio respectivamente, son 

antibibticos llmonovalente:sll, mientras que los acarreadores 

de Ca(I1) , lasalbcido A y calcimicina, son "divalentes". No 

obstante lo anterior, se ha establecido que estos altimos 

ionbforos tambikn pueden transportar cationes monovalentes 

como el Na(1) y trivalentes como el Pr(II1) (Ferndndez y 

col., 1973; Grandjean y Laszlo, 1982; Everett y col, 1983; 

Grandjean y Laszlo, 1984; Grandjean y Laszlo, 1986; Shastri 

y col., 1987), mientras que prdcticamente ningiSin antibibtico 

monovalente se ha mostrado capaz de movilizar cationes 

polivalentes a traves de barreras hidrbfobas. 

Experimentos realizados en BLM (Toro, 1976) han 

mostrado la imposibilidad de la nigericina para translocar 

al catibn Ca(1i). Sin embargo, los resultados aqui 

presentados indican, en forma definitiva, que este 

antibibtico si interactila con calcio; y no sblo eso, sino 

que las propiedades de solvatacibn del polieter se modifican 

de manera significativa (Tabla VI). Es probable que estos 

cambios se correlacionen con su incapacidad para actuar como 

acarreador de Ca (11) . 
La existencia de un complejo NIG-Ca(I1) no mbvil 

coincide con la funcibn que tiene el calcio en el anclaje y 

la estabilizacibn de algunas molCculas a los fosfolipidos de 

las membranas biolbgicas (Ivanov, 1975). 
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Como el Ca(ii) es un catibn que posee caracteristicas 

electrbnicas muy simples (Tabla XII), las posibilidades de 

estudiar las transiciones de los electrones en sus orbitales 

por tkcnicas fisicas o espectroscbpicas directas son 

escasas. 

Por otro lado, se ha observado que los cationes de 

metales de transicibn y de lantdnidos -o tierras raras- son 

capaces de imitar algunas €unciones del Ca(II), en ocasiones 

con mas eficiencia, o de competir con este en diversos 

sistemas biolbgicos celulares y subcelulares (Mikkelsen, 

1976; Martin y Richardson, 1979; Akerman y Nicholls, 1983). 

La comparacibn entre complejos de Ca(I1) y de metales 

de transicibn y lantdnidos brinda informacibn muy rica sobre 

las caracteristicas electrbnicas de su unibn a molCculas 

ligantes. 

La coordinacibn de cationes lantdnidos con sitios 

afines por Ca(I1) se ve f.avorecida por la similitud de sus 

propiedades fisicoquimicas. El rango del radio ibnico de los 

cationes lantdnidos trivalentes, que va desde 0.85 hasta 

1.15 A, se encuentra alrededor del valor del radio ibnico 

del calcio (0.99 A): y la estructura de coordinacibn se 

puede ajustar a la del Ca(I1) mediante la hibridizacibn de 

orbitales. 

O 

O 

Las caracteristicas electrbnicas de l o s  cationes 

lantdnidos les proporcionan propiedades bpticas que 

facilitan su rapida identificacibn. El intenso color verde 

del Pr(III), que se debe a transiciones de electrones entre 
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sus orbitales I 1 f 1 l ,  es caracterlstico del catibn trivalente y 

es independiente del ambiente en que se encuentre. De este 

modo, el color verde de:L producto de la saturacibn de la 

nigericina con cloruro de praseodimio es evidencia de que el 

catibn Pr(II1) interactha con el poliCter (Tabla VI) a pesar 

de no ser transportado por el mismo (Grandjean y Laszlo, 

1984). 

Por su parte, los complejos organometdlicos de la 

mayoria de los metales de transicibn se identifican por 

tener un fuerte caracter covalente y ser altamente estables. 

Estas caracteristicas favorecen la formacibn de enlaces de 

coordinacibn con oxigenos ligantes. Al igual que los 

lantdnidos, la configuracibn de sus electrones, en este caso 

los ubicados en orbitales II d I 1  , les confieren colores 

caracteristicos. 

La presencia del metal Cu(I1) se sugiere por el color 

verde del complejo NIG-Cu(I1) (Tabla VI) , lo que es muy 

frecuente en los complejos organometdlicos que forma este 

catibn. 

La formacibn del complejo NIG-Fe(II1) se evidencia por 

el cambio en las propiedades fisicas observadas en el 

producto, y se apoya en la gran afinidad que tiene el catibn 

Fe(II1) por oxigenos ligantes. 

Ahora bien, podria pensarse que la saturacibn de la 

nigericina con diferentes sales metdlicas obliga al poliCter 

a f o r m a r  complejos ibnicos con cualquier especie quimica que 

posea carga elCctrica positiva. Por lo tanto, resulta 
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conveniente realizar experimentos sobre la facilidad real de 

formacibn de estos complejos en condiciones menos extremas. 

Los estudios termodindmicos de la formacibn -- in situ, en una 

solucibn homogCnea con propiedades fisicoquimicas conocidas, 

de los complejos polikter-catibn proporcionan este tipo de 

informacibn. Con este fin se seleccionaron los cationes 

alcalinos, el Ca(I1) y el Fe(II1) para verificar la 

formacibn espontdnea de los complejos nigericina-catibn. 

Las isotermas de uiiibn catibnica, relativa a la 

concentracibn total de nigericina en la solucibn, sugieren 

que el poliCter se satura i n d s  rdpidamente con cesio y litio 

que con potasio, rubidio y sodio (Figura 14). Por otro lado, 

la proporcibn de litio y sodio unidos a la nigericina en la 

saturacibn es mayor que la de potasio, rubidio y cesio. Por 

su parte, el Ca(I1) muestra una saturacibn muy rdpida del 

poliCter, con una proporcibn alta de catibn unido 

(ligeramente mayor que la de litio). En todas las isotermas 

se observa una disminuci6:n en la proporcibn de catibn unido 

despuCs de la saturacibn. 'Este efecto en la concentracibn de 

metal unido podria deberse a un cambio en la molecularidad o 

estequiometria de los complejos formados o a la unibn 

inespecifica -o adsorcibn- de los cationes al polieter. 

Considerando la hipi5tesis anterior, se realizb el 

andlisis de las isotermas de unibn poliCter-catibn por medio 

de los mCtodos de Langmuir y Scatchard (Tabla XIII). Se 

encontrb que las grdficas (que se obtienen con estos modelos, 

presentan patrones poco comunes que no permiten la 
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Tabla X11, Conf iyuraciúii electrúnica y radios iúiiicos de diferentes 
cationes metAlicosna 

Catiún Conf iyuraciúii isoelectrúiiica externa Radio iúiiico (i 1 

Lit lS2 0 -68 
CaZt Q3p6 0.99 
Cu2 :!s23p63d9 0,72 

3s23y63d5 0.64 
pr3+ 4,d"5$6s2 i .e6 

aExtraidas de Cotton y Wilkinsoii (19661, Day y Selbiii (19691, 

tabla X I I I .  lsotermas de un iú i i  de Lanymuir y de Scatchard de las ti tulaciones de la iiiyericiiia 
con 10s cationes aicaiinos y Caz+ ,a 

I 

N IG-L i t  NIG-Na' NIG-K' 

Laiiymu ir Scatchard Lanymoir Scatchard Laiiymtiir Scatchard 
! ! L l l ,  l '[L!l 1' ! ' [ L l l L  1 [ t 1 3 1 r  ! [ t { 3 1 1 1  1 ! I /  [ tI3 I ,  

- 
42553 - - 48077 44843 - 
21321 89286 0.855 2389 24896 28902 8.667 1610 
14245 53191 1.435 2782 16183 28576 1.389 2168 
18707 34014 2,251 3517 12186 15432 1.732 2096 
8591 32468 2.364 2761 9709 12771 2,407 2337 
7174 62500 1.231 997 8110 18320 2,581 2093 
6165 - 6969 8650 2,733 1904 

- 

- - 

i E lT  1 [ b l ,  I '  , !!I, 

43478 - 
21834 107527 0.831 2272 
14598 82645 1.684 1922 
10977 52356 1.714 2381 
8803 52083 1.728 1831 
7353 46083 1.958 1713 
6317 49751 1,819 1316 

- 

- - 5408 - 6112 7446 2.818 1759 5540 56188 1,614 994 
4819 - 5447 6566 3,081 1674 4936 98090 1.009 527 - - 

4914 5646 2.606 1281 4454 YR~M 1.663 478 

NIG-Rb' NIG-Cs' N 1G-CaZt 

Laiiymu ir Scatchard Lanymuir Scatcliard Lanymiiir Scatciiard 
!/[RH* 1 [Rtll,, v i / [ R b l ,  1 [ Y r  1 [ ( : I , ,  I' l. [ C r l ,  ! [Y, 1 [Gill, i ! ? I ,  

seeee - 
25863 2eeeee 
16750 72993 
12594 53476 
10101 58139 
8439 46296 
7246 55555 
6357 175439 
5666 232558 
5112 25ete11 

- - 

8,447 1288 
1,228 2669 
1,679 2765 
1.548 1893 
1.949 2012 
1.629 1359 
0.517 341 
0.391 227 
0,365 190 

4831 6135 
2415 4032 
1616 4049 
1215 5650 
974 25641 
814 - 
699 - 
613 - 

546 - 
493 - 

1.633 789 
2.492 602 
2,489 402 
1.788 217 
0.395 38 

- 

a Las condiciones experimentales estan descritas en iíttodos; las concentraciones del yo l i t t e r  y 
e l  cntiún estkn en e l  orden de 18 ti. :: [Nt~t ] , / [NIT.  



determinacibn de los pardmetros de las ecuaciones 

(resultados no mostrados), como la constante de unibn y la 

fraccibn de sitios ocupados en la molCcula ligante. Por lo 

tanto, a partir de este andlisis se hace evidente que la 

dindmica de la formacibn de los complejos nigericina-catibn 

estudiados sigue un modelo de interaccibn mucho mds complejo 

que los diseñados a la fecha. 

Preocupados por la confirmacibn de los hallazgos 

anteriores -es decir, del aumento en el perfil de 

interaccibn ibnica de la nigericina- que estdn en aparente 

contradiccibn con lo previsto en la literatura 

internacional, se buscb proporcionar evidencia 

complementaria, por otro mCtodo novel, de la formacibn de 

los complejos NIG-Li(1) (Arzt, 1984), NIG-Ca(I1) y NIG- 

Fe(II1) en solucibn in -- situ. Al respecto, aunque el AP-I11 

ha sido ampliamente usado como un indicador de Ca(I1) libre 

en sistemas celulares o subcelulares a pH fisiolbgico 

(Scarpa y col., 1978b), a la fecha no existen reportes sobre 

su comportamiento espectroscbpico en medios no acuosos ni de 

su interaccibn con antibibticos poliCteres carboxilicos o 

con complejos ibnicos de los mismos. 

En la Figura 15a se muestra el espectro absoluto de 

absorcibn electrbnica VIS del AP-I11 en un medio de 

constante dielkctrica de 38.48, a pH 7.76. Si bien el 

espectro del indicador metalocrbmico libre es similar al 

publicado por Scarpa y col. (1978a; 1978b), el de su 

complejo con Ca(I1) presenta modificaciones en los puntos 

isosb&sticos y en el coeficiente de extincibn que dependen, 
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aparentemente, de las propiedades dielkctricas del medio. 

Scarpa y col. (1978a) demostraron que el espectro de 

absorcibn del AP-I11 sufre modificaciones 

significativamente diferentes en presencia de distintos 

cationes divalentes. 

Tomando en consideracibn la observacibn anterior, pero 

en funcibn de la carga el&ctrica positiva y del radio del 

ibn, se analizb la posible interaccibn del indicador AP-I11 

con los cationes Li(1) y Fe(II1) para que, de ser este el 

caso, se pudiera calificar la uni6n metalica a la mol&cula 

de nigericina (Figura 1 5 ) .  

Por un lado, la aditzibn de Li(1) no produce cambios 

espectrales mayores en el AP-111. Por el contrario, la 

presencia de Fe(II1) inlduce cambios importantes en el 

espectro del indicador, los cuales son diferentes de l o s  

producidos por el Ca(I1). A diferencia de l o s  espectros 

obtenidos en medio acuoso (Scarpa y col, 1978b), estos 

cambios no son lineales, al menos en el intervalo de 

concentraciones catibnicas estudiadas (Figura 16). 

Al llevar a cabo la titulacibn de la nigericina con los 

cationes Ca(I1) y Fe(II1) en presencia de AP-I11 se observ6 

la induccibn de cambios espectrales en el indicador 

provocados por la formacibn de los complejos NIG-Ca(I1) y 

NIG-Fe(II1). Dado que es comlln que el AP-I11 se aglomere 

alrededor del catibn ligado ( R i o s  y Schneider, 1981), es 

posible que durante la reaccibn se est& produciendo un 

complejo formado por AP-111, nigericina y catibn, o que el 
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indicador se una al complejo NIG-catibn, como lo hace con 

algunos receptores proteinicos (Dorogui, 1984). 

Hasta aqui, las evidencias experimentales de la 

interaccibn de la nigericina con los cationes Li(1) (Arzt, 

1984), Ca(II), Cu(II), !Fe(III) y Pr(II1) sugieren que la 

nigericina es un antibibtic0 poliCter monocarboxilico que 

posee un perfil de interaccibn ibnica que se extiende mds 

alla de los metales alcalinos tradicionalmente estudiados 

dentro de los antibibticos monovalentes. 

2. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS COMPLEJOS 

NIGERICINA-CATION. 

A diferencia de otras familias de productos naturales y de 

molCculas orgdnicas sintlaticas, l o s  estudios sobre la 

estructura de los poliCteres carboxilicos -similares a la 

nigericina- y de sus complejos metdlicos se han basado en el 

empleo de tCcnicas de espectroscopia de infrarrojo (IR) 

(Stempel y col., 1969; Ireland y col., 1985), de NMR 

(Anteunis, 1982; Seto y Otake, 1982; Caughey y col., 1983; 

Kuboniwa y col., 1985; Cuer y Dauphin, 1986; Evans y Bender, 

1986; Evans y DOW, 1986) y de difraccibn de rayos->( (Duesler 

y Paul, 1982; Van Roey y col., 1984). 

A causa de su estructura quimica alifdtica, la 

nigericina carece de grupos crombforos o coloridos, por lo 

que esta es una molCcula incolora. Este ha sido el motivo de 

que resulte complicada la obtencibn de informacibn 

43 



espectroscbpica UV/VIS y de la consecuente ausencia de esta 

en la literatura internacional del campo. Por lo tanto, el 

analisis espectroscbpico de absorcibn en el UV/VIS de los 

complejos nigericina:catibn, aqui presentado, es un enfoque 

novel para el estudio de las variaciones estructurales de 

los mismos. 

Por la falta de grupos crombforos la absorcibn 

electrbnica de l o s  polikteres carboxilicos nigericina y 

monensina se limita a la regibn lejana del espectro UV, a 

longitudes de onda menoices de los 220 nm. Si bien la 

longitud de onda de mcixima absorbancia es caracteristica de 

cada antibibtico, el comportamiento de ambos espectros, en 

funcibn de la concentraci&n de polieter, es similar. En la 

Tabla VI1 se observa que no existe un patrbn lineal definido 

de la absorbancia electrbnica a diferentes concentraciones 

de ionbforo. Este efecto puede deberse al potencial que 

tiene este tipo de antibibticos para agregarse en 

estructuras micelares, piropias de todas las molCculas de 

naturaleza anfipdtica. T a l  interpretacibn encuentra una 

amplia base de sustento en l o s  antecedentes existentes sobre 

la capacidad que tiene la nigericina para formar agregados 

moleculares en funcibn de SU concentracibn y en presencia de 

potasio (Ferguson y col., 1971; Toro y col., 1976; Alegria, 

1979; Toro y col., 1987:i. El andlisis cuidadoso de estos 

experimentos permite establecer, de forma definitiva, la 

gran plasticidad de este polieter para formar oligbmeros 

mbviles a partir de una concentracibn minima indispensable o 
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concentracibn micelar cr.Ltica (CMC) , la cual depende 

fuertemente de las propiedades fisicoquimicas del medio 

(Figura 23). 

Como se ha visto hasta el momento, los cambios 

conformacionales de las mo:LCculas ligantes, causados por su 

coordinacibn con cationes metAlicos, pueden hacerse 

evidentes mediante 1 i i  aplicacibn de tCcnicas 

espectroscbpicas apropiadas. Asi, mientras las tCcnicas 

tradicionales empleadas -I]?, NMR de protones y difraccibn de 

rayos->(- principalmente proporcionan informacibn sobre la 

conformacion molecular de .La especie ligante, la adquisicibn 

de datos sobre la estructura electrbnica del catibn unido ha 

estado limitada a la que se puede obtener por NMR de 

isbtopos pesados de l o s  metales (Braunlin y col., 1 9 8 5 ) ,  lo 

que constituye un problema metodolbgico y econbmico muy 

importante. 

Por este motivo, con el fin de adquirir informacibn 

electrbnica por parte del catibn ligado a la nigericina, se 

aprovecharon las propiedades fisicoquimicas que poseen los 

metales de transicibn y lantdnidos, y que son htiles para su 

ancilisis por tCcnicas de espectroscopia UV/VIS y EPR, no 

empleadas con anterioridad en el estudio de los complejos 

poliCter carboxilico-metal. 

Como ya se mencionc5 en la primera parte de la 

DISCUSION, el espectro de absorcibn VIS del Pr(II1) se debe 

a transiciones electrbnicac en los orbitales 4f. L o s  cambios 

en el ambiente de estos electrones, debidos a su interaccibn 

con ligandos moleculares, producen efectos importantes en el 
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espectro de absorcibn del catibn (Mikkelsen, 1976). Otra 

propiedad fitil del Pr(II1) es que, por su configuracibn 

electrbnica, posee un momento magnCtico neto, que se 

manifiesta como un efecto paramagnetico. 

El estudio espectroccbpico del complejo NIG-Pr(II1) 

muestra resultados sorprendentes. El hallazgo mds notable 

fue la resolucibn misma del espectro de EPR del complejo 

obtenido a temperatura ambiente (Figura 21c), ya que la 

unibn de los cationes lantdnidos a macromolCculas produce el 

ensanchamiento de sus bandas de absorcibn paramagnetica. 

Ademds, tambien se alcanza a resolver la estructura 

electrbnica hiperfina del catibn Pr(II1) dentro del complejo 

(Tabla IX). Sin embargo, esta informacibn no es suficiente 

para describir las caracteristicas ,de simetria del ambiente 

electrbnico del complejo en solucibn. Para esto es necesario 

obtener los espectros de EPR a temperatura de nitrbgeno 

liquido (-170 C). Por lo tanto, son la espectroscopia en el 

VIS y la de 'H-NMR las que ponen en evidencia las 

propiedades fisicoquimicas del complejo NIG-Pr(II1). La 

extincibn de las señales finas del Pr(II1) en el VIS 

(Figuras 18d y 19) sugiere una interaccibn muy fuerte con 

l o s  grupos ligantes de la nigericina. Esta hipbtesis parece 

confirmarse al observar los efectos que produce el catibn 

lantdnido en las señales del espectro 'H-NMR del polieter 

(Figura 20b); presentan desplazamientos y ensanchamientos 

muy grandes debidos al paramagnetismo del Pr(II1). L o s  

ensanchamientos son, ademas, consecuencia de la inmovilidad 
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de los protones en la mol&cula de nigericina. 

Estos resultados son similares a l o s  que se obtienen 

cuando se estudia el complejo NIG-Li(1) por espectroscopia 

de 'H-NMR (Arzt, 1984). A diferencia de los corrimientos del 

espectro del complejo NIG-K(1) (Tabla VIII) , publicados por 

Toro y col. (1987), el ensanchamiento del espectro del 

poliCter en presencia del catibn Li(1) es provocado por una 

disminucibn en la movilidad de la molCcula, producida por 

una interaccibn sumamente estrecha entre molCcula y catibn, 

que se correlaciona con la tendencia del Li(1) a formar 

uniones covalentes de coordinacibn con especies ligantes (v. 

primera parte de la DISCUSION). 

En cambio, el espectro 'H-NMR del complejo NIG-Ca(I1) 

presenta un patrbn de desplazamiento quimico en sus señales 

diferente al de l o s  cationes Li(1) y Pr(II1) (Tabla VIII). 

Si bien, no se observan cambios numerosos, si son notables 

los corrimientos y ensanchamientos de algunos picos que 

demuestran una modificacibn importante dentro de la 

estructura conformacional de la mol6cula de nigericina; el 

ensanchamiento de una señal a 2.2 ppm y el aumento en la 

intensidad de otra a 1.2 ppm sugieren la formacibn de, por 

lo menos, dos poblaciones de protones funcionalmente 

distintos. 

Por otra parte, la realizacibn de estudios comparativos 

con complejos formados con cationes de la serie de 

transicibn-d permite establecer patrones caracteristicos de 

coordinacibn con mol&culas ligantes. E l  espectro de 

absorcibn V I S  de los cationes de transicibn se debe a la 
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distribucibn de l o s  electrones en orbitales degenerados: al 

exponerse a la influencia del ambiente de los orbitales de 

la ,especie ligante, el espectro de absorcibn se modifica 

notablemente. En cuanto a la tecnica de EPR,  a diferencia de 

los lantdnidos, las señales paramagneticas de los cationes 

de transicibn son fdcilmente observables en los complejos de 

coordinacibn que forman. 

Lo comiln en los complejos de coordinacibn que forma el 

Cu(I1) es que sus bandas de absorcibn se vean ensanchadas 

dificultando la resolucibn de su estructura electrbnica 

hiperfina. Sin embargo, a pesar de que el espectro EPR del 

complejo NIG-Cu(I1) se ensancha apreciablemente (Figura 21a) 

-comparado con el del cloruro cristalino del Cu(I1) (Figura 

24)- se resuelven señales de la estructura hiperfina del 

catibn metdlico. A partir de estos datos (Tabla IX) es 

posible realizar algunas estimaciones de la naturaleza y 

estabilidad de la coordinacibn del Cu(I1) dentro del 

complejo (Tabla XIV) que sugieren la formacibn de enlaces de 

coordinacibn con caracter ibnico. 

Por su parte, en el experimento andlogo con el Fe(III), 

no sb lo  se resolvieron señales caracteristicas del catibn a 

campo bajo (Figura 21b) que evidencian la presencia del 

metal en el complejo, sino que se identifican otros 

pardmetros de campo paralelo y perpendicular que parecen ser 

propios del complejo NIG-Fe(II1). 

Hasta el momento es evidente que la nigericina es un 
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Figura 24 .  Espectro d,e EPfI a tenperatiira nnbieiite del CiiC12 eii 
eii estado sblido. E l  espectro se corrib como se describe eii la 
seccioii de M o d o s ,  

Tabla XIU. Pardmetros de coordiiiaciúii del C u ( I I )  deiitro de la 
noltciila de iiiyericiiiana 

Pardmetro orb i ta l  

E, 8265 
-1 -23 
-2.33 

Estos ualores se obtieiieii de la estructura liiyerf iiia resiielta 
a temyeratiira anbieiite, por lo  que soli teiitatiuos. 
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antibibtico poliCter monocarboxilico que posee una amplia 

capacidad para interactuar con distintos cationes metdlicos, 

originando una gran diversidad de complejos con variaciones 

estructurales individuales, los cuales le confieren 

propiedades fisicas y qiiimicas diferentes con un amplio 

potencial de alterar su modo de accibn en sistemas 

biolbgicos. Sin embargo, aiiln es necesario realizar estudios 

a mayor resolucibn -UV/VIS en estado sblido, 'H-NMR de dos 

dimensiones, EPR a temperatura de nitrbgeno liquido, 

cristalografi2i de rayor-X y otras tecnicas espectroscbpicas 

directas, como el dicroismo circular (CD)- para poder 

establecer las "huellas digitalest' de los complejos de 

nigericina con cationes metdlicos diferentes. 

Al respecto, es muy probable que los antibibticos 

polieteres que poseen dobles enlaces conjugados -como la 

narasina B, la dianemicina, el lasalbcido A y la 

calcimicina- presenten bandas importantes de absorcibn y 

emisibn en el espectro U\' que permitan la identificacibn de 

sus huellas dactilares, como lo sugieren los estudios 

realizados por medio de tcocnicas de CD (Pfeiffer y Deber, 

1979; Painter y Pressman, 1980; Caughey y col., 1986). 

3 .  LA SELECTIVIDAD IONICA DE LA NIGERICINA Y SU RELACION CON 

EL TRANSPORTE. 

Las membranas biolbgicas poseen componentes que facilitan la 

difusibn de iones y molCciilas necesarios para sus funciones 

metabblicas. Estos componentes son capaces de interactuar 



con uno o varios solutos ein uno de los lados de la membrana, 

para movilizarlos y liberarlos al otro extremo de la misma. 

Es esta caracteristica la que le confiere a las membranas 

biolbgicas la propiedad de seleccionar las especies quimicas 

que la atraviesan, por lo que se comportan como barreras 

semipermeables. 

A pesar de la amplitud del conocimiento acumulado sobre 

el comportamiento de las membranas biolbgicas, 

tradicionalmente el transporte ibnico ha sido visto como un 

mecanismo de "caja negra", a la que se sabe lo que entra y 

lo que sale de ella, pero de la que se desconoce el 

mecanismo -fisico y quimico- de funcionamiento interno en el 

seno de la membrana. 

El modelo de comportamiento cinCtico generalmente 

descrito para el transporte catibnico mediado por 

antibibticos poliCteres carboxilicos, es el que se muestra 

en la Figura 6 (Taylor y c~l., 1982). Sus postulados bdsicos 

son: a) que el acarreador se encuentra confinado al interior 

de la membrana; b) que su cantidad por unidad de Area 

permanece constante: c) que puede existir en forma libre o 

de complejo; y d) que las reacciones de formacibn y 

disociacibn del iIltimo se llevan a cabo en la interface 

membrana-agua (Schultz, 1980). En realidad estos postulados 

definen los diferentes pasos o reacciones que dependen de 

factores fisicoquimicos independientes, y que en su conjunto 

constituyen al proceso completo del transporte. 

Por lo tanto, para describir el mecanismo físico y 
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quimico intimo del transporte ibnico mediado por la 

nigericina es necesario analizar uno por uno los postulados 

planteados en el pdrrafo anterior. 

El estudio de la reaccibn de interaccibn de la 

nigericina con cationes metdlicos, en solucibn hornogenea de 

composicibn y propiedades fisicoquimicas conocidas, brinda 

informacibn sobre su capacidad para formar complejos 

estables. L o s  resultados presentados en la Tabla VI 

confirman la hipbtesis ya planteada de que la nigericina 

forma complejos con una gran variedad de cationes metdlicos, 

ademds de que no existe diferencia en la estabilidad de los 

mismos (Tabla VII). Se deben considerar, ademds, la 

importancia que revisten propiedades del medio, como el pH, 

que alteran la afinidad de los grupos ligantes por los 

cationes metdlicos (Tam y Williams, 1986). 

Tales hallazgos no se correlacionan con los resultados 

obtenidos en los sistemas experimentales tradicionalmente 

empleados para la determinacibn de las "secuencias de 

selectividad ionica" de complejacibn (Tabla XI) ni con las 

curvas de transporte en membranas artificiales y naturales 

(Figura 22). 

L o s  modelos de unibn catibnica ensayados, generalmente 

estdn compuestos por sistemas de dos fases, acuosa y 

orgdnica, por lo que realmente constituyen modelos de 

extraccibn en los que participan por lo menos dos 

reacciones: la formacibn del complejo en la interfase y la 

solvatacibn del m i s m o  en la fase orgdnica. Adembs, a la 

fecha no se han realizado este tipo de estudios, en forma 
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sistembtica, tomando en consideracibn las caracteristicas de 

los solventes. 

Por otra parte, los experimentos de transporte, tanto 

en sistemas naturales como artificiales, se ven complicados 

por la participacibn de todas las reacciones individuales 

que constituyen al fenbmeno general. 

La falta de correlacibn entre estos modelos 

experimentales pone en evidencia el hecho de que la 

formacibn del complejo es sblo una de la serie de reacciones 

quimicas y fisicas que constituyen al proceso del transporte 

catibnico mediado por polieteres carboxilicos. 

Las observaciones anteriores conducen directamente a 

proponer un mecanismo general para el tranporte de cationes 

metblicos mediado por los polieteres monocarboxilicos tipo 

nigericina (Figura 25). El valor de pH del microambiente 

acuoso adyacente a la membrana afecta en la disociacibn del 

grupo carboxilo del polieter, lo que depende de su constante 

de acidez; la informacibn existente sugiere que la molecula 

protonada es mds afin que la anibnica para unir al metal 

(Toro y col., 1987). La alta concentracibn química del 

catibn induce su unibn a la molCcula ligante en la interfase 

membrana-agua; si, a su vez, la concentracibn del polieter 

en la membrana es suficiente, es posible que varias 

molCculas se aglomeren alrededor del catidn en funcidn del 

pH interfasial originando un oligbmero conductor. Una vez 

formado el complejo polieter-metal, este debe solubilizarse 

en la fase orgdnica para poder difundir, a favor del 
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Figura 25. Modelo de traiiporte cat  iúiiico mediado por aiitibiúticos pol i t te res  
carboxilicos. Se distiiigiieii los eveiitos individuales que coiist itiiyeii a l  proceso 
to ta l  de la difiisiúii fac i l i t ada  a firuor del yradieiite iúiiico. Explicaciúii eii e l  
t ex to ,  
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gradiente quimico del catidn, a travt9s de las cadenas 

lipidicas de la matriz hasta el otro extremo de la membrana. 

Cuando el complejo se encuentra en la interfase, la molCcula 

se disocia del catibn que se solubiliza en el medio acuoso. 

A s i ,  el poliCter libre difunde de vuelta para completar un 

ciclo de transporte. 

La discriminacibn definitiva de los eventos y factores 

que regulan al transporte de iones llevado a cabo por los 

antibibticos poliCteres sera posible mediante la aplicacibn 

de tkcnicas cuantitativas de alta resolucibn en el estudio 

sistemdtico de diversos modelos experimentales, como 

soluciones homogkneas, sistemas de dos fases y transporte a 

travCs de membranas artificiales. 

4. CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DEL COMPORTAMIENTO DE LOS 

POLIETERES CARBOXILICOS. UNA PROPUESTA. 

Desde el descubrimiento de su mecanismo de accibn (Estrada- 

O. y col., 1 9 6 7 ) ,  el antibibtico poliCter monocarboxilico 

nigericina ha jugado un papel sumamente importante en el 

progreso del conocimiento biolbgico, bioquimico y biofisico 

de la funcibn que tienen los gradientes ibnicos en la 

regulacibn del metabo1isrr.o de los seres vivos. Su uso como 

herramienta experimental en milltiples modelos biolbgicos ha 

puesto al descubierto una gran diversidad de efectos 

bioquimicos en los sistemas estudiados (Reed, 1979; Reed, 

1982). La mayoria de estos efectos han podido ser explicados 
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por el mecanismo de transporte descrito en la literatura. 

Sin embargo, las causas de algunas alteraciones bioquimicas 

y fisiolbgicas observadas quedan poco claras. La inhibicibn 

de la mitosis de linfocitos humanos (Daniele y col., 1978), 

la inhibicibn de la sinte:sis de proteinas en reticulocitos 

de conejo (Breitbart, 1981), el aumento en la permeabilidad 

a proteinas en cClulas de mamiferos -HeLa- (Alonso y 

Carrasco, 1982) y la entrada de fierro a reticulocitos de 

conejos (Nuñez y Glass, 1985), son sb lo  algunos de los 

efectos fisiolbgicos y bioquimicos de la nigericina que 

quedan por aclarar. 

Algunos de los efectos biolbgicos, arriba descritos, de 

la nigericina podrían correlacionarse con su mostrada 

capacidad para formar complejos no mbviles con cationes de 

metales polivalentes, como el Ca(I1) o el Fe(II1). Por 

cierto, dicha capacidad es la primera aportacibn a la 

literatura del campo en que se muestra la existencia de 

"agentes quelantes lipofilicosll de origen biolbgico que 

podrian ser usados en el estudio de la accesibilidad de 

metales de transicibn -de interCs biolbgico (Nielsen, 1984; 

Mertz, 1985)- a sus sitios de unibn en biomolCculas. Un 

hallazgo notable sobre la formacibn de complejos poliCter- 

catibn no mbviles, es la hecha por Cuer y Dauphin (1986), en 

la que se encuentra que el producto final de la 

bioconversibn de un antibibtico andlogo a la nigericina, la 

grisorixina, aunque pierde su capacidad para transpotar 

potasio, sigue formando complejos de coordinacibn con el 
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catibn. Semejante observacibn no puede dejarse de lado si se 

considera que el ion6foro se convierte, entonces, en una 

poza para almacenamiento o en una via de escape de cationes 

metdlicos en los organismos. 

La otra consecuencia de los hallazgos experimentales 

del presente trabajo es el impacto que tiene el 

comportamiento fisicoquimico de los polikteres carboxilicos 

en el concepto vital de Ileconomia biolbgicall. La existencia 

de familias de molCculas que pueden modificar su funcibn 

biolbgica -dependiendo de su concentracibn, de la polaridad, 

del pH, de la conductancia del medio, de la actividad ibnica 

y de otros factores microambientales- presenta una ventaja a 

la funcibn celular. La optimizacibn de los recursos con los 

que cuentan las cClulas es una idea que ha sido planteada 

para explicar el funcionamiento de diversos procesos 

metabblicos. Por ejemplo, se ha propuesto la presencia de 

una sola l1especie1' de grupos moleculares en algunas 

proteinas de membranas que transforman energia (Cramer y 

col., 1985), asi como la existencia de un diseño comhn para 

la formacibn de canales membranales (Unwin, 1986). 

Si consideramos que los seres vivos son sistemas 

termodindmicos que aumentan su complejidad a expensas de 

incrementar el desorden del medio que los rodea, salta a la 

vista que el dispendio de los recursos del ambiente 

llevarla a los organismos a su autodestruccibn, a mediano o 

largo plazo. Si fuera este el destino de la vida -como la 

forma mds compleja de materia en el universo- resultaria, 
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entonces, muy decepcionante el final del largo camino 

evolutivo que comenzb con un inmenso estallido hace mas de 

20 mil millones de años. 

Finalmente, las consideraciones desarrolladas a lo 

largo de esta Tesis, influyen potencialmente en otros campos 

de estudio de las ciencias bioldgicas. Por ejemplo, las 

variaciones funcionales que sufren la nigericina y otros 

polikteres carboxilicos, bajo la influencia de l o s  cambios 

ambientales estudiados, dan luz sobre los efectos que pueden 

producir alteraciones similares del ambiente ecolbgico sobre 

los organismos que los habitan. La acidificacibn de los 

ecosistemas acudticos libera al medio metales que 

normalmente no son solubles. A l  mismo tiempo, los cambios en 

el pH modifican la afinidad de las membranas biolbgicas por 

l o s  cationes metdlicos (Tam y Williams, 1 9 8 6 ) ,  por lo que en 

este caso -que es solo uno de muchos cambios biolbgicos 

posibles- el impacto ecolbgico es enormemente negativo. 

A s i r  el verdadero progreso humano es la consecuencia de 

la interrelacidn -premeditada o no- que se da entre las 

diferentes actividades de investigacibn cientifica, aplicada 

y bdsica o fundamental: pero ante todo, es producto de la 

amplia perspectiva del trabajo y la mentalidad 

interdisciplinaria de los individuos que las desarrollan. 
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CAPITULO - V .  CONCLUSIONES 

"Luego esperb, poniendo en orden sus pensamientos y 
cavilando sobre sus poderes a h  no probados. Pues aunque era 
el amo del mundo, no estaba muy seguro de quC hacer a 
continuacibn. 

Mas ya pensaria en al'go." 

Arthur C. Clarke, ~- 2001. A space odyssey. 

L o s  resultados obtenidos durante el desarrollo de esta 

investigacibn representan una verdad parcial, no una teoria 

completa, sobre las propiedades de complejacibn y transporte 

catibnico mediado por antibibticos polikteres. Para ello es 

necesario realizar mas estudios fisicoquimicos fundamentales 

sobre el papel que desempeñan los diferentes eventos del 

transporte identificados. 

Mientras tanto, a continuacibn se describen las 

conclusiones directas que surgen de la discusibn de los 

resultados experimentales. 

1. ANTIBIOTICOS POLIETERES POLIVALENTES. 

A diferencia del modelo general aceptado sobre la naturaleza 

de formacibn de complejos poli&ter-catibn (Taylor y col., 

1982), se demuestra la amplia capacidad de la nigericina 

para formar complejos con los cationes metdlicos Ca(Ii), 

Cu(II), Fe(II1) y Pr(II1) (Tabla VI). De esta manera, se 

amplia el perfil de selectividad ibnica de la nigericina en 
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relacibn a su interaccibn con metales divalentes y 

trivalentes. 

Ademds se observa qula la reaccibn de formacibn de los 

complejos nigericina-catibn sigue una cinetica compleja, que 

no se puede describir por :medio de los modelos cuantitativos 

convencionales; por lo tanto, es necesario desarrollar 

modelos computacionales sofisticados -que consideren un 

mayor namero de variables- que faciliten su analisis. 

2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y BIOLOGICAS. 

El estudio de las propiedades espectroscbpicas de la 

interaccibn de la nigericina con l o s  cationes Ca(II), 

Cu(II), Fe(II1) y Pr(III), puso en evidencia las 

características generales mcis notables de l o s  complejos 

polikter-metal formados, ademds de que mostrb sus 

diferencias (Figura 18, Talblas VI11 y IX). Estas diferencias 

pueden correlacionarse con las propiedades biolbgicas 

observadas para algunos de los complejos; tambikn permiten 

predecir el comportamiento que tendrcin estos complejos al 

ensayarse en sistemas biolhgicos modelo. 

Sin embargo, la descripci6n de las variaciones 

estructurales de l o s  complejos no puede ser muy detallada, 

ya que se requiere el uso de tecnicas espectroscbpicas de 

alta resolucibn, que no estuvieron disponibles durante el 

desarrollo del trabajo experimental. Tambi&n es necesaria la 

determinacibn cuantitativa de los cambios de estequiometria 
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que sufre la nigericina en las distintas condiciones 

experimentales ensayadas. 

3 .  MODELO DE COMPLEJACION 'Y TRANSPORTE. 

La determinacibn de las constantes de formacibn de los 

complejos de nigericina con l o s  cationes monovalentes 

alcalinos y con Ca(I1) deinostrb que no existen diferencias 

significativas en la afinidad del poliCter para interactuar 

con cationes de diferente tamaño y estado de oxidacibn 

(Tabla X). 

Ademds, la correlacibn de estos resultados con datos 

publicados -obtenidos en otros sistemas y modelos 

experimentales- permitib hacer la clara discriminacibn de 

la clatracibn y la solvatacibn y la estabilidad como tres 

eventos individuales que, con independencia, forman parte y 

contribuyen a la secuencia de acontecimientos que ocurren 

dentro del proceso general del transporte catibnico mediado 

por polieteres carboxilicos (Figura 25). 
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