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PROLOGO

El estudio de las caracteristicas estructurales de los
complejos del antibiético poliéter nigericina con diversos
cationes metdlicos vy de tierras raras busca contribuir a
sentar las bases moleculares de la relacidén que guardan las
variaciones en su estructura con su capacidad de
discriminacién entre diferentes metales para, en su caso,
correlacionarla con su actividad 1ionoforética. Con este
propésito en mente, el presente trabajo se planted los
siguientes objetivos particulares: 1. identificar 1a
posibilidad de que la nigericina forme complejo con cationes
metdlicos di- y trivalentes para ampliar su rango de
selectividad idnica; 2. determinar las caracteristicas
estructurales de los complejos de la nigericina con cationes
metdlicos mono-, di- y trivalentes para relacionarla con la
flexibilidad estructural mostrada por este poliéter; 3.
determinar las constartes de afinidad iédnica de la
nigericina con metales mono-, di- y trivalentes para
correlacionarla con su capacidad de atrapar y liberar
cationes metadlicos en procesos de transporte. Se encontré
que la nigericina tiene un perfil de interaccién iédnica que

abarca desde los metales alcalinos y alcalinotérreos (Li,

Na, K, Rb, Cs y Ca) hasta metales de transicidén y tierras
raras (Cu, Fe, vy Pr), ademas de que se discriminan, por
primera vez en el campo a nivel internacional, 1los eventos

fisicoquimicos que constituyen al transporte idnico mediado

por el iondéforo carboxllico nigericina.

R. A. G., Iztapalapa, D.F., marzo, 1989.
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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 sélo puede el metabolismo ser causa del
transporte, sino también el transporte puede ser la causa

del metabolismo."

Peter Mitchell.

El presente trabajo trata sobre las "Caracterlsticas
estructurales de 1los complejos de nigericina con cationes
metalicos y su relacidén con su actividad ionoforética'". El
objetivo que persigue -mediante una revisién selectiva de la
literatura  del campo y la aportacién de informacién
original especifica- es el de contribuir a establecer las
bases de la relacidn que guardan las variaciones flsicas vy
quimicas de 1los complejos que pueda formar el antibidtico
poliéter nigericina con distintos cationes metdlicos, con su
capacidad para discriminarlos y en su caso, correlacilonarla
con la actividad ionoforética de este antibidtico. Estas
variaciones tienen caracteristicas novedosas que son de gran

interés biolédgico.

1. LOS SERES VIVOS COMO SISTEMAS TERMODINAMICOS.

Todo lo gue existe en el universo estd formado por materia vy

energla; una forma en gue se manifiesta la materia en este



universo es la vida. Aunque toda la materia estd formada por

moléculas inanimadas, la materia viviente difiere
notablemente de la materia inanimada (Lehninger, 1982). Qué
es lo que marca esta diferencia entre lo vivo y lo no vivo?

Un ser vivo es un sistema que intercambia materia vy
energlia con el medio circundante, manteniéndose en un estado
de equilibrio dindmico -1llamado metaestable o estacionario
(von Bertalanfi, 1968)- por lo que desde el punto de vista
de un termodinamico se trata de un sistema abierto. Mas no
sdlo eso, sino que dentro de sl mismo, en todas y cada una
de 1las reacciones quimicas que se llevan a cabo dentro del
microuniverso, dque es un ser vivo, todos los componentes
estan en continuo recambio (Carrel, 1936).

La esencia de un crganismo viviente reside en que
selecciona elementos particulares de su entorno y 1los
introduce a su entidad por cierto tiempo, organizandolos en
patrones caracteristicos. Es, por lo tanto, esta "actividad"
de organizacién selectiva la que caracteriza a la vida
(Young, 1971). La materia viviente presenta, ademads, la
propiedad de mantener este patrén de actividades constante,
pues esto representa su perpetuacién. Por ello, todas las
actividades realizadas por un organismo estan dirigidas a
mantener 1la constancia de esta organizacidn. Esto ocurre a
pesar de los cambios cbnstantes gque se suceden en el medio
que los rodea. Esta propiedad, conocida como homeostasis, se
conserva a todos los niveles de organizacién del ser vivo
(Miller, 1978) -desde 1 organelo mas simple hasta el

planeta entero como organismo- y por supuesto requiere de un



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 relacién dindmica 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 vy
por lo tanto, no es posible decir gue un sistema viviente
esté conformado por las mismas sustancias en dos momentos
diferentes.

Un organismo difiere notablemente de su medio externo,
pues concentra vy excluye -dentro de sus limites- ciertos
componentes en una organizacidén 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 corganizacién determinada permanece
constante gracias a -y a pesar de- la entrada y salida
continua de materia y energla. Este estado estacionario se
mantiene por un constante gasto de energla y para tolerar
este déficit, el organismo dirige otras actividades
apropladas para obtener mdas materia y energla.

Como se ha hecho evidente, los sistemas vivientes, para

mantenerse en sus estados semiconstantes, deben gastar

energla y desde el punto de vista de la termodindmica, eso
ya no es equilibrio. Cuando los sistemas se alejan del
equilibrio, cuando aparecen diferencias o gradientes -de
presidn, de actividad o de concentracidn, por ejemplo-



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
expresién de 1la energla contenida en un sistema y de la
manera en que se regula su transformacién y transferencia

entre fases diferentes.
2. EL TRANSPORTE EN SISTEMAS BIOLOGICOS.

Ya que estd establecido que los seres vivos difieren de su
entorno, salta a la vista el hecho de que deben poseer
alguna frontera filsica o estructura que mantenga la
integridad del organismo. Simplemente no existen organismos
vivientes, sin importar su simpleza o complejidad, dque no
posean una frontera flsica -o membrana- gue los separe del
ambiente (Oparin, 1936).

La importancia que reviste la existencia de sistemas
con fases separadas radica en su facultad para impedir la
formacién de una solucidn homogénea en la que se diluyan los
componentes de cada una de ellas. Estos sistemas tienen 1la
capacidad de llevar a cabo reacciones qulimicas con
direcciocnalidad y a velocidades que no se logran en sistemas
de soluciones homogéneas (Fox, 1976). Aun en los modelos
experimentales mds simples -de sistemas de fases separadas
por fronteras coloidales- se ha observado este flujo

vectorial de compuestos, activado por corrientes osméticas,



desde una fase a otra (Herrera, 1942; Oparin, 1974). Cuando
se acoplan a reacciones quimicas 1localizadas en las
fronteras entre fases, eaestos flujos vectoriales son los
responsables de las transformaciones de energla dentro de
los seres vivos (Mitchell, 1982; Jencks, 1983).

Se puede considerar que las reacciones mds importantes
que realizan 1los organismos son las transferencias de
especies qulimicas de una fase a otra (Tinoco y col., 1978).
La tranferencia o transporte de especies idnicas a través de
las membranas bioldgicas genera pequefios gradientes de
potencial eléctrico (Estrada-0., 1983) gue son componentes
vitales para la formacién de 1la fuerza qulmico-motriz
responsable de la produccién de energla bioldgica en forma
de trifosfato de adenosina (ATP) (Mitchell, 1961).

La mayorla de las membranas bioldgicas estdn formadas
por una gran variedad de moléculas, gque son comunes en casi
todos 1los seres vivientes sobre la Tierra. Los principales
constituyentes son diferentes tipos de llpidos, esteroides vy
proteinas (Starzak, 1984) que se encuentran arreglados en
una estructura de bicapa !Figura 1) -de matriz lipidica- con
consistencia de mosaico asimeétrico fluido (Singer, 1975). La
superficie de la membrana que estd en contacto con las fases
acuosas es polar e hidrofllica, mientras que 1la matriz
lipidica hidrofébica es eléctricamente aislante o)
dieléctrica (Michel, 1983).

Tal naturaleza de las membranas bioldgicas representa

una barrera para el 1libre paso de especies polares o



Figura 1. Modelo de mosaico fluide (Singe
nembranas biolagicas (Tomado de Lehminger,
de wna bicapa de fosfolipidos con protein
diferentes niveles. Las pequenas esferas r
fato asociados al agua; las hebras delgada
que constitugen la matriz o seno de la nen

Tabla [. Caracteristicas generales de los

r y Nicolson, 1372) de las

1985). La nembrana consiste
as globulares incorporadas a
epresentan a los grupos fos-
s son las colas hidrofebicas
brana.

Politteres Carboxilicos.?

Polieter Especie Productora Algunos Efectos Biolagicos®
Alborixina 5. hygroscopicus, &, xlbus
‘L topious,
lononicina Labatus e N
T apious, 5. albug, Aumenta Em; abate transporte
nger‘CI“a ‘ FONLGESL de seroton{na;aunenta lactato
Carriomicing *+ ™METRECRRICUE
: s 3. hwsrescopicus flumenta la contractilidad
Dianenicina : ! cardiaca
Eteromicina 5. hyaroscopicous
il 5. hugrozcopicus Aumenta la contractilidad
Lenorenicina _ cardiaca
Leuseranicina °+ Merestepicus
L %, hygroscopicus, S. albus Aumenta la contractilidad
Septamicina - ga’d‘§°al ectilidad
s 5.oalhuz umenta la contractilida
Salinonicina ‘ cardiaca
Grisorixina »oalbus, &, groseus
Narasina ) . auregtaclens
: : RN fumenta 1a contractilidad
Lisocelina ; ﬁard}ac?l e ey e
s egula flujos de Mg=" 4 Sr°":
Calcinicina abate Emzaltera (AHPC]: [QHPc]
Monensina 30 CLRMAMONERZL S Aumenta En; abate transporte

Lasalecido A & lasaliensis

de serotonina; aumenta [GMPc)
Flujo de aminas; abate Em;
inhibe sintesis de ADN, ARN

*Extraidas de Liv (1982) y Reed (1982).

Modas estas especies pertenecen al genero

“Los sinbolos empleados significan: En, p
magnesio; Sr*, estroncio: [AMPc], co
[GMPc], concentracicn de GMP ciclico.

Streptomyces.

otencial de membrana; g%,
ncentracion de AP ciclico;



idnicas, por lo que las células de los organismos contienen
-en sus membranas- mecanismos de translocacidn de 1iones o
acarreadores que facilitan el transporte iénico a través de
los lipidos membranales (Racker, 1979; Schultz, 1980).

El transporte vectorial de iones lo realizan las
proteinas inmersas en las membranas biolédgicas (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
quilmicos o eléctricos y es capaz de regular la via de los
procesos metabdlicos (Sauer, 1983), sea en el sentido de las
reacciones exergdnicas o el de las endergédnicas (Tanford,
1983) .

Por lo tanto, uno de los temas de mayor interés en la
biogulmica es la caracterizacidn de los factores
fisicoquimicos que regulan estas transferencias iédnicas que
son, en Wltima instancia, causa y efecto del metabolismo

vectorial (Mitchell, 1961).

3. LOS ANTIBIOTICOS POLIETERES COMO TRANSPORTADORES MODELO.

Los antibidticos poliéteres 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
terapéuticos antimicrobianos, anticoccidiales (Ruff, 1982) vy

cardiocactivos (Sutko y col., 1977; Gachon y Moins, 1982 ;
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Figura 2. Efectos de valinonicina y nigericina sobre el transporte

_

1Minuta

de potasio y protones en nitocondria (Tonado de Pressman, 1963).

Tabla 11. Principales Poli¢teres Carboxilicos publicados desde 1951.°

Politter Fornula minima Peso molecular (g/mol)
Alborixina Caghgqlyq 885.2
Grisorixina Cagles010 769.8
Monensina A CagH 20, 4H20 688.9
Narasina A C43H72011 765.8
Nigericina Caglleg0yy 124.9
Salinomicina Caathralyy 751.8
Carrionicina CarHaglys 885.1
Dianenicina Cqthgly4°H0 885.1
Eteromicina Cage201¢ 915.2
Lenoremicina CaaHy705Na 873.1
Septamicina Caghe OyNa 937.1
lonomicina C41Hyg04Ca 746.5
Lasalecido A (34H5405 " CoHsOH 636.9
Lisocelina Caqhso0ygNar s, Ho0 659.8
Calcinicina Colypaly 623.6

*Infornacion extraida de Westley (1982) y Taylor y col. {1982).



Moins y col., 1982; Osborne y col., 1982a; Hanley y Slack,
1982; Reed y Bokoch, 1982; Osborne y col., 1982b) (Tabla I).
El mecanismo de la accién antimicrobiana de estos
antibiédticos fue descrito por primera ocasién hace ya mas de
dos décadas. En 1967, Estrada-0. y col. descubrieron que el
modo de accién de uno de estos antibidticos, 1la nigericina,
est&d asociado a su capacidad para catalizar el intercambio
de potasio por protdn a través de membranas lipldicas
(Figura 2).

Por esta capacidad para transportar iones a través de
membranas lipidicas, tanto bioldgicas como artificiales,
esta clase de antibiéticos fueron bautizados -por Pressman y
col. (1967)- como "iondforos carboxlilicos".

En ese tiempo se conoclan sdlo unos cuantos de estos
iondforos carboxlilicos. En la Figura 3 se puede observar que
dentro de este grupo de antibidticos monocarboxilicos ~con
propiedades de solvatacién en membranas lipidicas idénticas
a las de 1la nigericina- se encuentran el X-537 A o
lasalécido A, la monensina y la dianemicina.

En la actualidad se cuenta con alrededor de un centenar
de antibiodticos pqliéteres carboxllicos, muchos de los
cuales han sido aislados de diferentes cepas de
actinomicetos, mientras gue 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 II).

La propiedad que caracteriza a cada uno de los



antibidticos poliéteres es su diferente selectividad para
complejar iones de metales alcalinos o alcalinotérreos vy
transportarlos a través de membranas lipldicas (Pressman vy
col., 1967; Reed, 1979; Szabo, 1981; Taylor y col., 1982;
Gad y col., 1985) . Estas selectividades han sido
determinadas en diferentes sistemas, tanto de membranas
bioldgicas como artificiales (Tabla III). Por esta
propiedad, estos iondforos han servido como valiosos modelos
para ilustrar las caracterlsticas dindmicas de acarreadores
en membranas (Eisenman, 1968; Pressman, 1968; Pressman,
1973), asl como para dilucidar las bases moleculares de 1la
discriminacién iénica en diversos sistemas bioldgicos (Reed,
1982) .

También han sido ampliamente usados como herramientas
para estudiar el papel que los gradientes idnicos de sodio,
potasio vy calcio desempenan en el metabolismo (Feinstein vy
col., 1977; Shamoo y Murphy, 1979; Malaisse y col., 1980;
Breitbart, 1981; Reed, 1982; Lombardini, 1985; Nuhez y
Glass, 1985; Soltof y Mandel, 1986), asl como en sistemas
naturales que transforman energla, como mitocondrias
intactas (Graven y col., 1966; Graven y col., 1967; Estrada-

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

y col., 1979; Hatefi y «col., 1982), particulas sub-
mitocondriales (Montal y col., 1970), bacterias (Guffanti vy
col., 1979; Ahmed y col., 1983), bacterias fotosintéticas

(Rott y Avi-Dor, 1977), partlculas sub-bacteriales (Garty vy
col., 1979), algas (Doughty y Diehn, 1982), cloroplastos

(Packer, 1967; Larkum y Boardman, 1974; Walker, 1975; Telfer



Tabla 111, Selectividad de Transporte Catienico de Politeres Carboxilicos.®

Poligter Secuencia Hodelo Experimental

Monensina & Na') K'Y Li*) ROV Cs Nitocondrias, eritrocitos y
liposomas

Grisorixina  Ag'> T1I*) K MH4") Bb") Na™ Cs* Electrodo de intercanbio i¢nico

Nigericina  K*) Rb*) Na'> Cs*) Li' Nitocondrias, eritrocitos y
liposomas

Salinomicina Bb*, Na*) H')) Cs', Mg?* Ca®* Sr* Tres fases, Hy0:CCl4iHy0

Narasina A
Alborixina
Dianemicina

Carriomicina
Septanicina
Eteromicina
Calcinicina
Lasalecido A

Na*) K, Rb*Y Cs*) Li*) MHy' Mitocondrias

K RbY) Nat, Csh Lit Electrodo de intercambio icnico

Na*, K, B Li%, Cs' Mitocondrias, eritrocitos y
liposanas

B K Nt Cs' Tres fases, Hy0:CC14:Hy0

Fe?*) 0 Liposomas

K, Na®) R G Tres fases, Hy0:CHCLy Hy0

%ty Cadty $%*) Mg**, Bad* Liposomas

Cazt Cs') Ba®*) Sr?*) etanolanina) Tres fases, Ha0: (337 CHCL;,
Rb') Na*> norepinefrina) M b1z decano):Hy0
epinefrina} isoproterencl

nformacicn extraida de Taglor y zol. (1982).

LASALOCID A, R:R,: Ay Re=Me

Figura 3. Estructura quinica de los cuatro poliéteres carboxilicos conocidos
hasta 1967 a) nigericina, b} monensina, c) lasalecido A y, d) dianemicina.



y col., 1975; Ben-Hayyim y Krause, 1980), tilacoides
(Bulychev vy Vredenberg, 1976) y microsomas vegetales (Sze,

1980).

4., TLAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y EL TRANSPORTE.

Todos 1los iondforos carboxilicos contienen dentro de su
estructura quimica una variedad de Adtomos de oxigeno (0) en
anillos tetrahidrofuranos y tetrahidropiranos que participan
como donadores de electrones para coordinar con cationes
metdlicos (Westley, 1982). Ademds poseen, por lo general, un
grupo carboxilo (R-COOH) terminal que es el que les confiere
el apellido de "carboxilicos" (Figura 4). Al otro extremo de
la molécula se encuentran uno o mas grupos hidroxilo (R-OH) .
Son estos grupos los que pueden establecer puentes hidrégeno
(Puentes H) con el R-COOH terminal (Duesler y Paul, 1982;
Anteunis, 1982), por lo que la molécula se cierra formando

una estructura de poliéter macrocliclico.

En 1968, Steinrauf y col. determinaron, por difraccién
de rayos-X, la estructura macroclclica cristalina de la sal
de plata del iondéforo monocarboxilico nigericina. En 1la

Figura 5 se puede observar que la esfera de hidratacién del
metal es sustituida por su coordinacién con los oxigenos 01,
02, 05, 06 y 07 de la molécula. Posteriormente, estudios de
espectroscopla de resonancia magnética nuclear de protédn
('H-NMR) en solucién en cloroformo, realizados por Rodios y

Anteunis (1977), muestran que en el complejo con sodio



"o ® N> {7}

(10I0H
Figura 4. Estructura quinica general y sistema de mmeracion de atomos de

carbono y oxigeno usados en la literatura sobre Policteres Carboxilicos
(Tomados de Westley, 1982).

Figura §. Estructura ciclica de coordinacion de la nigericina con iones
metalicos, basada en los estudios por difraccion de rayos-X (Steinrauf
y col., 1968) y por “H-NMR en solucien en cloroforno deuterado (Rodios
y Anteunis, 1977). Tomada de Arzt (1984).



también el 08 participa en la clatracidn del metal. Las
diferencias entre ambas condiciones experimentales sugieren
gque la nigericina puede sufrir variaciones en la geometrla
de coordinacién con el metal unideo y, por 1lo tanto, due
podria atrapar cationes con diferente estructura electrénica
y ntmero de coordinacién.

Desde que lo manifestd Pressman (1968), se ha

considerado que los iondéforos tipo nigericina transportan a
los cationes de metales alcalinos como dipolos
eléctricamente 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 anién carboxilato (R-COO) anula la
carga positiva del catién complejado, de tal manera que el
complejo formado es un zwiterion eléctricamente neutro. Este
se mueve o difunde a través de la matriz lipldica membranal,
hasta el 1lado en el gue la concentracidén del catidn es
menor, donde se disocia el complejo. En este caso, no es la
carga del ion, sino su actividad quimica o concentracién la
que mueve al ionéforo. Una vez disociado el complejo, 1la
nigericina adquiere de nuevo la carga negativa del
carboxilato; 1la presencia de cationes hidrégenoc o protones
provoca dque el carboxilato se protone a carboxilo y que el
iondforo regrese al lado de donde tomd al catiédn potasio
para sustituirlo por el protén, <con lo que se completa un
ciclo de transporte catiédnico eléctricamente neutro.

Este modelo explica claramente los resultados obtenidos

en membranas mitocondriales intactas por Estrada-0. y col.

10



Figura 6. Hodelo de transporte catignico electroneutro -antiport- nediado
par el polieter nonocarboxtlico nigericina. Los sinbolos significan: A7)
acarreador anicnico; AH) acarreador protonado; AN) complejo acarreador-
netal; M) cation metalico; H') proten.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de nigericina sobre la actividad de
la ATPasa nitocondrial en presencia de diferentes cationes de metales
alcalinos (Estrada-0. y col., :967).



en 1967, asi como los observados en membranas
mitocondriales, de eritrocitos y en artificiales de
fosfollpidos (Henderson y <ol., 1969), en las que se observa

un intercambio equitativo de K/H mediado por nigericina.

5. LA FLEXIBILIDAD MOLECULAR DE LA NIGERICINA.

Sin embargo, vya en 1967, Estrada-0. 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 poliéter, la nigericina estimula la hidrdlisis de
ATP en mitocondrias intactas en presencia de potasio (Figura
7y, lo gue -de acuerdo con la hipédtesis quimiosmébtica de
Mitchell (1961)- sugiere que, ademd&s de actuar como
intercambiador electroneutro, este iondforo transportaba
carga neta a través de la membrana, a favor del gradiente de

potencial eléctrico.

Por otra parte, Taylor y col. (1982) mencionan due
existe evidencia de que otros poliéteres carboxllicos, como
la grisorixina, 1la alborixina y el lasaldcido A, comparten
este mecanismo de transporte de carga eléctrica, aunque
consideran que "este modo de accidn 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

lipldicas (BLM) - que, efectivamente, la nigericina

11



transporta carga neta y que, ademds, forma aglomerados
moleculares de proporcién o estequiometria (poliéter:catidn)

de 2:1 (Figura 8).

MAs recientemente, en colaboracién con Toro (1987)
encontramos que la nigericina también cataliza la
transferencia de carga neta a través de BLM, a pH 4, en

presencia de potasio con una estequiometria poliéter:metal
de 3:1.
Todos estos resultados demuestran de manera definitiva

la gran plasticidad de la nigericina para formar oligémeros

méviles, en funcién del pH del medio y la concentracidn del
poliéter, a partir de la agregacién de mondmeros en
presencia de potasio. Por otro lado, estos cambios en la

molecularidad no afectan de modo significativo la secuencia
de selectividad iénica para el transporte mediado por 1la
nigericina (Tabla IV).

A la luz de la flexibilidad mostrada por la nigericina,
Arzt (1984), trabajando en colaboracidén con nuestro grupo,

encontrd que este poliéter si1 puede interactuar con 1litio,

aunque a la fecha no existe evidencia -en 1los sistemas
experimentales tradicionales- de que el catidn sea
translocado (Tablas IIT y IV). El espectro de 'H-NMR de 1la

nigericina se modifica notablemente en presencia de 1litio
(Figura 9). Los ensanchamientos de algunas senales 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 molécula. Estos efectos deben adjudicarse a la presencia

12
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Figura 8. Efecto de la concentracien de nigericina en la conductancia

de BLM, a pH 8.8 en presencia de X' 100 m¥ (Toro y col., 1976).

Tabla IV, Potenciales biisnicos (Eqp) para bicapas lipidicas en
presencia de nigericina, y su secuencia de selectividad iunica a

diferentes valores de pH.*

Electrolito A (in)'B (ex) Eqgp (nV)

pH 4.8 pH 8.8
KR -5 -10.87
K :Na* -3 -12.6
K iCs' -28 -16.83
K :Li* -3 -28.6
pH Secuencia de Selectividad
8.8 K> Rb*Y Na*) Cs*y Lif
4.8 K RbYY Cs*) Ma'y Lit

*Tomada de Toro y col. (1987:.
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Figura 9. Espectros de “H-NMR a 98 Mz en (DCly del &cido libre de la
nigericina (a) y del complejo NIG-Li* (b). Se uss TS como estandard
interno (Tomados de Toro y col ., 1987; y Arzt, 1984).



del catién dentro de la corona de coordinacién del poliéter.

6. OBJETIVO.

Son estos hallazgos -la flexibilidad molecular mostrada por
la nigericina y su aparente capacidad para interactuar con
el 1litio que es un catién monovalente al que no transporta-
los dque conducen a considerar gue este iondforo
monocarboxilico pueda tener un perfil de interaccién idnica
mucho mas amplio que el supuesto hasta ahora. ’

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es el de
"contribuir a sentar las bases fisicoqulimicas de la relacién
que guardan las variaciones estructurales de la nigericina
con su capacidad de discriminacidn entre diferentes metales
para, en su caso, ccrrelacionarla con su actividad
ionoforeética®.

Con este objetivo general en mente, se propusieron

inicialmente los siguientes objetivos particulares:

1. Identificar 1la posibilidad de que la nigericina forme
complejos de coordinacién con cationes metdlicos divalentes

y trivalentes para ampliar su perfil de selectividad iénica.

2. Determinar las caracterlsticas estructurales de 1los
complejos de la nigericina con cationes metalicos
monhovalentes, divalentes y trivalentes para relacionarla con

la flexibilidad estructural mostrada por este poliéter
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monocarboxilico.

3. Determinar las constantes de afinidad 1iénica de la
nigericina con metales monovalentes, divalentes y
trivalentes para correlacionarla con su capacidad para
atrapar y liberar cationes metdlicos en procesos de

transporte.

7. DISENO EXPERIMENTAL.

Para alcanzar 1los objetivos particulares planteados, se

desarrolld el siguiente disefioc experimental central,

complementado con otros enfogques experimentales:

1. Se intentd la formacién de complejos de nigericina con
los cationes de los metales Ca(II), Cu(ll), Fe(III) vy
Pr(III) por métodos de saturacidn quimica de fases

sdlido/1liquido (Toro y col., 1987) y por titulacién in situ.

2. Los complejos asl formados se caracterizaron por analisis
de espectroscopla ultravioleta/visible (UV/VIS), de 'H-NMR y

de resonancia paramagnética electrénica (EPR).

3. Se determinaron las constantes de equilibrio de 1la
reaccidn de formacidn de los complejos de nigericina:catidn,
en sistemas de una sola fase homogénea de caracterlsticas

fisicoquimicas conocidas (Toro y col., 1987).

14



CAPITULO 2. METODOS

"Filete de culebra palustre,

Hervido en la paila y cocido al horno;

0jo de lagartija y dedo de rana,

Pelos de murciélago y lengua de perro,

Lengueta de vibora y aguijén de salamandra,

Pata de lagarto y ala de lechuza,

Para un encantamiento de efecto poderoso,

Como un caldo infernal hirviente y burbujeante."

William Shakespeare, Macbeth.

1. FORMACION DE COMPLEJOS.

A. Por saturacidn.

Los complejos de nigericina con los cationes metdlicos litio
(Li(1)), calcio (Ca(I1)), chprico (Cu(I1)), féerrico
(Fe(III)) vy praseodimio (Pr(III)), se prepararon por
saturacién del acido libre del iondforo con un exceso de sal
inorgdnica del <catién -no soluble en cloroformo- (Toro Yy
col., 1987).

Para cada catién estudiado se tomaron 10 mg de 4&cido
libre de nigericina, cortesla del Dr. Phillip A. Miller, la
Dra. Lilian H. Sello y el Dr. John W. Westley (Hoffman-La
Roche, Inc., Nutley, New Jersey); se disolvieron con 2 ml de
cloroformo grado espectroscépico (Merck) en un tubo cénico
(Pyrex) previamente lavado y enjuagado con cloroformo. Se

agregaron 100 equivalentes de sal inorgadnica correspondiente

15



al catién en estudio, divididos en tres partes, agitandose
vigorosamente en mezcladora (Lab-Line Instruments 1290) tres
minutos cada vez. Se sedimentd 1la sal 1inorgdnica por
centrifugacidn a 3000 rpm durante 15 min (Centrifuga SOL-
BAT, Aparatos Cientificos). Se pasd el sobrenadante
(complejo nigericina-catién) a otro tubo cénico y se lavd el
precipitado del primer tubo con 2 ml de cloroformo: se dejd
sedimentar la sal inorgdnica por gravedad y se pasd el
sobrenadante al segundo tubo. Se concentrd la solucidn de
complejo a 2 ml por evaporacién a bano marla, bajo corriente
de nitrégeno gaseoso (INFRA). Se repitid el proceso cinco
veces, hasta completar un exceso de 500 equivalentes de
metal por poliéter (500:1).

Mediante una Jjeringa de vidrio de 3 ml se pasd el
sobrenadante a través de un filtro resistente a solventes
orgdnicos con didmetro de poro de 0.45 micrometros (Gelman
Science Acrodisc-CR 4219) a una ampolleta tarada: se
evapord a sequedad a bano marila y se liofilizé durante tres
horas (LABCONCO Freeze Dryer 3). Finalmente se pesé la
ampolleta y se calculd el rendimiento por peso.

Para incrementar el rendimientc se lavéd dos veces cada

tubo c¢énico con 2 ml de cloroformo, agitando 3 minutos cada
vez; se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se
filtraron 1los sobrenadantes a 1la ampolleta tarada. Se

evapord el solvente, se liofilizd el complejo obtenido, se
pesd y se calculd de nuevo el rendimiento.
Las sales utilizadas para la formacién de complejos por

saturacidén en cloroformo fueron los carbonatos de litio, de
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calcio (Merck) y cuprico (J.T.Baker); los cloruros férrico
hexahidratado (J.T.Baker) vy de praseodimio (ICN); vy el
sulfato férrico n-hidratado (J.T.Baker). Todas estas sales
fueron grado reactivo.

Se observaron las propiedades flsicas md&s notables de
cada complejo preparado y se corrieron espectros de

absorcién electrénica UV/VIS, de 'H-NMR y de EPR.

B. Formacién in situ.

La formacién in situ de los complejos se hizo por titulacidn

del &cido libre de nigericina (aproximadamente 0.1 mM) con

cantidades crecientes de cloruro del catiédn metalico
estudiado, en una mezcla homogénea con 45% (vol/vol) de

dioxano grado espectroscépico (Merck) en agua destilada vy
desionizada (Millipore Milli-Q), con una constante
dieléctrica de 38.48, ajustada a pH 7.76 con allicuotas de
soluciones -en dioxano/agua 45%~ de hidréxido de tetrametil
amonio (TMAOH) 1.0 M, trietanol amina (TEA) 0.1 M y/o &cido
clorhidrico (HC1) 0.1 N (todos fueron de Merck, grado
reactivo), Yy a una temperatura constante de 25+1 C (298 K).
Todas las soluciones se prepararon frescas el mismo dila del
experimento.

La formacién de los complejos se registrd por técnicas
potenciométricas o <colorimétricas, dependiendo de las

caracterlsticas fisicoqulmicas de cada catién.
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a) Titulacidn potenciométrica.

Las mediciones potenciométricas de los cationes Li(I), sodio
(Na(I)), potasio (K(I)), rubidio (Rb(I)), cesio (Cs(I)) vy
Ca(II), se hicieron en una celda de vidrio (Pyrex) de 5 ml
con agitacién continua. La temperatura se mantuvo constante
por medio de un flujo de agua corriente. Se siguid
simultAdneamente 1la lectura de pH y de diferencia del
potencial eléctrico del catién con un electrodo combinado de
vidrio (Orion 91-03 o A.H.Thomas 4094-S10) y un electrodo
catién~selectivo -con un electrodo de calomel (Beckman
41239) como referencia- conectados a un par de
potencidmetros (Beckman 3550 y 4500) (Toro y col., 1987).

Los electrodos selectivos para catidn 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
solucién 0.1 N del cloruro del catidn correspondiente en
agua. Su respuesta nernstiana se verificd previamente
mediante curvas de calibracién de diferencia de potencial
eléctrico (mV) contra potencial de catidn ( pM = ~log[M] )
en el medio de dioxano/agua 45% (Figuras 10, 11 y 12). Las
curvas de calibracién y las titulaciones, se hicieron con
los cloruros de litio, sodio, potasio, rubidio, cesio vy
calcio, grado reactivo (Merck).

En la titulacién de nigericina con Li(I), Na(I), K(I),
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El{mV)

Figura 10, Curva de calibracion del electrodo catienico Beckman 39847
en solucien de dioxano:agua (D:A) 457, ajustado con TMAOH y HCI a pH 7.76.
Se agregaron alicuotas de 18 1 de soluciones salinas Bx1873 M en DA, a

una celda de 4 ml con agitacion contimva. Las sales empleadas fueron:
o LiCl, o KC1, x RbCI y x CsCl.
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Figura 11, Curva de calibracien del glectrodo cationico Becknan 33846
en las nfsnas condiciones que en la Figura 18, La sal empleada fue NaCl.
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Figura 12. Curva de calibracion del electrodo catienico Microelectrodes

NI-688 en las nismas condiciones que en la Figura 18, La sal empleada fue
C&Clz.



Rb(I), Cs(I) y Ca(II), se observd la disminucidén en la
diferencia de potencial eléctrico (mV) producido por el
catién libre en presencia de poliéter (Toro y <c¢ol., 1987).
Suponiendo que los sitios de unién de las moléculas de
nigericina son idénticos e independientes para ligar a cada
uno de 1los cationes metdlicos, se trazaron las curvas de
unién, relativas a la concentracién total de nigericina, de
cada una de las titulaciones a temperatura constante (Tinoco

y col., 1978).

b) Titulacién colorimétrica.

La deteccidn colorimétrica de la formacién de los complejos

de nigericina con Li(I), Ca(II) y Fe(III) se hizo en
presencia de 0.05 mM del indicador metalocrémico
antipirilazo III (AP-III), de ICN (Figura 13) (Scarpa vy
col., 1978a), en dioxanc/agua 45%, en celdas cuadradas de
cuarzo (1 cm de paso de luz) con una capacidad de 3 ml, con
agitacién continua. Los cambios en el espectro de absorcidn

en el visible (VIS) del indicador se registraron con un
espectrofotémetro 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 1los espectros de
absorcidn electrénica, absoluto y diferencial, en el VIS del
AP-TIIT -en presencia de nigericina- en el medio de

dioxano/agua, por medio de su titulacidn con soluciones de
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Figura 13. Estructura quinica del indicador metalocrénico para calcio
AP-T11 (Tomada de Scarpa y col., 1978a).

Tabla V. Constante de equilibeio (Kf) para la reaccion de formacion de los
conplejos polieter carboxilico-cation, en solucion en una sola fase con
propiedades fisicoguinicas conocidas.*

LN ¥
AH o+ M

LN |

t
i - (AH-H']
[AHT N

-nt +
b [AN') )

(AH] (']

*Se compara la ecuacion de K con la de la constante de acidez (Ka), que
corresponde a la formacion de la sal polieter carboxilico-cation. AH)
poligter protonado; M*) catien metalico: AN') sal de polieter-cation; i)
proten; AH-N ) complejo polieter-cation.



cloruro de litio, calcio y fierro (III).

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS.

A. Espectroscopla Ultravioleta/Visible.

Con el objeto de identificar y cuantificar, tanto al &cido

libre de nigericina como a 1los complejos formados, se

corrieron los espectros de absorcién electrdénica en el

ultravioleta (UV) del acido libre de nigericina (Hoffman-La
Roche) y de 1la sal de sodio de 1la monensina (Eli-Lilly
Laboratories, Indiana) en etanol en un espectrofotdmetro

Beckman Acta M-IV, de 181 nm a 305 nm. Se hicieron curvas de
absorbancia (A) contra concentracién (c), desde 0.01 uM
hasta 0.5 mM de cada poliéter.

La interaccién de 1la nigericina con los cationes
Ca(II), Cu(II), Fe(III) y Pr(I1l), se verificd por cambios
en el espectro de absorcidn UV del polidter; el solvente
utilizado en cada espectro se especifica en la Figura 18. Se
buscaron principalmente cambios en la longitud de onda de
maxima absorbancia de la nigericina en presencia de 1los
diferentes cationes estudiados, extinciédn de las senales
espectroscédpicas caracterlsticas de los metales en cuestién

o la aparicidén de sehales nuevas.

B. Espectroscopla de Resonancia Magnética Nuclear de Protdn.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén
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('H-NMR) de 1los complejos nigericina-Li(I), nigericina-
ca(II) vy nigericina-Pr(IIX), formados por saturacién, se
realizd en solucidén en deuterocloroformo en un espectrdémetro
NMR de 90 MHz, Varian EM-390. Como est&ndar interno se usod
tetrametilsilano (TMS). El espectro control del acido libre
de nigericina se obtuvo de una solucién preparada
directamente con la muestra del poliéter proporcionada por
los Laboratorios Hoffman-La Roche.

Para evidenciar 1la interaccidn de los cationes de
Li(I), ca(II) y Pr(III) con el poliéter se analizaron
algunas senales del espectro de 'H-NMR de la nigericina
(Rodios y Anteunis, 1977): 1los grupos metilo 35 (Me35),
vecinal al oxigeno 5 (05); el protén 21 (H21), prdédéximo al
oxigeno 7 (07) y el metilo 40 (Me40) unido al oxlgeno 11
(011) . Estos grupos estdn cercanos a oxlgenos de
coordinacién (Figura 15) y, por lo tanto, sus senales de 'H-
NMR muestran ensanchamientos y corrimientos qulmicos
importantes al interactuar con cationes metdlicos (Toro vy

col., 1987).

C. Espectroscopla de Resonancia Paramagnética del Electrén.

Por su configuracién electrdnica, algunos cationes de
metales de transicidn y de tierras raras o lantanidos poseen
propiedades espectroscépicas mds ricas gque los 1ones de
metales alcalinos y alcalinotérreos, por lo que cuando son

estudiados por medio de resonancia paramagnética del
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electrédn o del spin del electrén (EPR) brindan informacién
sobre 1los parametros de su coordinacién con electrones de
ligandos moleculares (Wertz y Bolton, 1972).

Los espectros de EPR de los complejos de Cu(IIl),
Fe(III) y Pr(III) con nigericina, formados por saturacidn,
se obtuvieron en estado sdlido, a temperatura ambiente, en
un espectrémetro ESR Bruker ER 200 D-SRC. De cada complejo
liofilizado se pesd 1 mg y se disolvidé en 1 ml de
cloroformo. Las muestras se pasaron, con pipeta Pasteur de
talle 1largo, a celdas o tubos especiales para EPR (Drago,

1977) y se evaporaron a bano marla.

3. CONSTANTES DE FORMACION.

Las constantes de equilibrio de la reaccidén de formacién
(Kf) de los complejos de nigericina con los cationes Li(I),
Na(I), K(I), Rb(I), Cs(I) vy Ca(Il) se determinaron por
titulacién potenciométrica -con electrodos selectivos para
catién- en el medio homogéneo de una sola fase de

dioxano/agua 45%, previamente descrito en FORMACION DE

COMPLEJOS.
La reaccién general de formacidn de complejos
nigericina-catién considerada se muestra en la Tabla V. Los

valores de las constantes de equilibrio se calcularon como
el 1log Kf cuando las concentraciones totales de catidn vy
poliéter en el medio son equivalentes, esto es, con
nigericina 0.1 mM y cloruro de catidn 0.1 mM, y considerando

una estequiometria polidter:metal de 1:1 (Toro y col

7
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1987). Se hicieron un minimo de siete titulaciones por cada
catidn; se calculd un log Kf en cada titulacidn (Arzt, 1984)

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

", . . 1la ciencia rara vez avanza en el sentido recto vy
ldgico que imaginan los profanos. En lugar de ello, sus
pasos hacia adelante -y, a veces, hacia atras- suelen ser
sucesos muy humanos en los que las personalidades y las
tradiciones culturales desempenan un importante papel."

James D. Watson.

Los resultados que a continuacién se presentan constituyen
una aportacién original a la literatura internacional del
campo del transporte idnico mediado por acarreadores modelo,
sobre las propiedades fisicoquimicas de la formacién de
complejos individuales que, por sli solos, atestiguan la
total veracidad y certidumbre de la amplia capacidad de los
antibidticos poliéteres carboxllicos para interactuar de

manera 1intima con una gran diversidad de cationes metdlicos.
1. FORMACION DE COMPLEJOS.
A. Saturaciédn.

En la Tabla VI se muestran las propiedades filsicas de 1los
complejos de nigericina formados con diferentes cationes
metdlicos.

La saturacién de la nigericina con carbonato de litio
did como resultado la formacidn del complejo nigericina-

litio (NIG-Li(I)) con apariencia de polvo blanco cristalino,
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Tabla V1. Propiedades Fisicas de los Comple jos
formados por saturacien en CHCI5.

Nigericina-Cation Polivalente,

Comple jo

Apariencia

Solubilidad observada

Nigericina-Li(I)
Nigericina-Ca(1I)
Nigericina-Cu(11)

Nigericina-Pr(11D)
Nigericina-Fe(I11)

Polvo blanco
Poluo blanco
Polvo gris-verde

Polvo verde
Palvo cafe

Soluble en CHCl3 y en etanol
Soluble en CHCl; y en etanol
caliente: isoluble en etanol
frio

Soluble en CHCly y en etanol;
insoluble en n-hexano
Soluble en CHCl3 y en etanol
Soluble en CHCl5 y en etanol

3ol
20
M)z [N),
x10”'
.o}
o
)

"0 M1, 7 N,

2.0

Figura 14. Isotermas de union relativa de los cationes alcalinos y calcio a
la nigericina. Se tituls wna solucien 1x18™* N del acido libre del polister
en las mismas condiciones experinentales descritas en la Figura 18, Las sales
empleadas fueron 0 LiCl, o NaCl, x KC1,  RbCI, 4 €sCl y , CaCl,.



soluble en cloroformo y en etanol.

Por el contrario, su saturacién con carbonato de calcio
produjo un polvo blanco de aspecto pastoso, 1o que sugerla
un cambio en las propiedades fisicas de la nigericina por la
formacién de un complejo con el ion calcio (NIG-Ca(II)):
estos cambios hacen dque el complejo, dgque es soluble en
cloroformo, no lo sea en etanol frio, sino caliente.

También se observd que a partir de la saturacién de la
nigericina con carbonato cuprico se produce la formacién de
un complejo con cobre (NIG-Cu(II)), due se acompana con un
cambio notable en sus propiedades flsicas; el complejo tiene
aspecto de polvo gris verdoso, soluble en cloroformo pero
insoluble en hexano.

Debido a que el carbonato de fierro se oxida faAcilmente
al ser expuesto al aire (Cotton y Wilkinson, 1966), su
empleo en el protocolo de saturacidn establecido resultaba
inconveniente. Por lo tanto, para probar la interaccidn de
la nigericina con Fe(III) se escogid el cloruro férrico; sin
embargo, en contraposicién con la informacidén contenida en
THE MERCK INDEX (1976), esta sal de fierro es muy soluble en
cloroformo, por 1lo que finalmente se eligid al sulfato
férrico como la sal iddbnea para la saturacidén del poliéter
con Fe(III). El producto obtenido, presumiblemente el
complejo nigericina-Fe(III) (NIG-Fe(III)), tiene aspecto de
polvo de color café claro, cuyas propliedades de solubilidad

en solventes orgdnicos son iguales a las del &cido libre del

poliéter.
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Por #ltimo, la interaccién de la nigericina con cloruro
de praseodimio -una sal fdcilmente disociable, no soluble en
cloroformo- no altera las prqpiedades de solvatacién del
poliéter en solventes orgdnicos, pero sl se observa un
colorido verde claro en el polvo obtenido que evidencia, por
si mismo, 1la interaccidén del poliéter con este lantadnido

(NIG-Pr(III)).
B. Formacién in situ.
La factibilidad termodindmica de la interacciédn de 1la

nigericina con los cationes metdlicos en solucidn, se

verificd por medio de la formacién de los complejos in situ

por titulacidén en un medio favorable de constante
dieléctrica de 38.48 y ©pH 7.76 (Toro y col., 1987) a
concentraciones equimolares de polieéter carboxilico Y
catidn.

a) Titulacién potenciométrica.

Por las propiedades electrolliticas de los metales alcalinos
y alcalinotérreos en solucién, la titulacidn potenciométrica
en una sola fase homogénea es una técnica apropiada para
confirmar 1la interaccién de la nigericina con los cationes
litio, sodio, potasio, rubidio, cesio y calcio.

Los valores de la pendiente (m) de 1las curvas de
calibracién con los cationes metdlicos sugieren que la baja

constante dieléctrica 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 Ila
diferencia del potencial eléctrico, en funcién de 1la
concentracién del catién, son estadlsticamente
significativas, por lo que los valores obtenidos son
confiables. La diferencia mas importante en el poder de

resolucidn de 1la técnica potenciométrica la representa la
selectividad intrinseca de 1los electrodos usados; en
particular 1la del Beckman 39047, que puede verse influida
por la movilidad de los cationes hidratados en la solucidn
empleada.

En 1la Figura 14 se muestran las isotermas de uniédn

relativa, de concentracién de metal unido ([M]Ju/[N]}t) en

funcién de la concentracién de metal total ([MIt/[Njt), 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
unién sigmoidea, con una unidén mdaxima, segquida de una

disminucién en la concentracién de catidn unido.

b) Titulacién colorimétrica.

A pesar de que el AP-III es un indicador metalocrémico para
Ca(II) (Scarpa y col., 1978a) se estudid la formacidn de los
complejos NIG-Li(I), NIG-Ca(I) vy NIG-Fe(III) in situ en
soluciédn mediante el seqguimiento de sus cambios

espectroscédpicos en presencia vy ausencia de poliéter vy

catién.
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En la Figura 15 se muestran los espectros de absorcién
electrénica absoluta del AP-III en presencia de los metales
Li(I), Ca(II) vy Fe(III). Se observa que el espectro del
indicador se modifica dramdticamente en forma especifica en
presencia de los cationes metdlicos Ca(II) y Fe(III); por el
contrario, el catidn Li(I) no altera al espectro de
absorcidn del AP-III (Figura 15b). A su vez, tampoco el

poliéter nigericina produce alteraciones en el espectro VIS

del indicador. En cambio, en las Figuras 15c vy 15d, se
observa que el espectro del AP-II1I modifica sus
caracterlsticas en presencia de los complejos NIG-Ca(II) vy

NIG-Fe(III).

El efecto de 1los cationes y los complejos sobre el
espectro de absorcién del AP-III es mas evidente en 1la
Figura 16, en la que se ilustran los espectros diferenciales
del indicador metalocrémico contra varias concentraciones de
los metales Ca(II), Fe(III) y de los complejos NIG-Ca(Il) y
NIG-Fe(III). Como se puede observar, si bien la longitud de
onda de maxima absorbancia no se modifica sustancialmente,
los cambios en los coeficientes de extincidn y en los puntos
isosbésticos son significativos y especlficos de cada catiédn

y complejo metalico.
2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS.

Se observd que las propiedades fisicoqulimicas de la
nigericina se modifican en funcidn del catidn con el que

interacttia. El1 estudio de los cambios en estas propiedades
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Figura 15. Espectros de absorbancia absoluta en el VIS del AP-111 (a) y en presencia
de Li*, NIG-Li*(b): Ca?*, NIG-CaZ*ic); Fe¥*y NIG-Fe™*(d). Los espectros del indicador
en presencia y en ausencia de metal, con o sin nigericina, se obtuvieron en wn
espectrofotenetro  AMINCO DUZa WAVIS. La celda contenia 2 nl de AP-111 58 M en la
nisma solucion que en la Figura 18, Se agregaron 18 1 del clorure del caticn 1972 H;
donde se indica se agregaron 18 1 de nigericina X872 N,
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Figura 16. Espectros de absorbancia diferiencial del AP-1I1 en presencia de Ca*
NIG-Ca®* (a): Fe™* y NIG-Fe®* (b). Se obtuvieron en el misno espectrofotometro
descrito en la Figura 15, Tanto la celda de referencia como la de muestra contenian
Znl de AP-I158 Men la nisma solucizn de la Figura 18. Se agregaron alicuotas
de 18,1 del cloruro del cation 167 ; donde se indica se agregaron alicuotas de
18 .1 de nigericina 2x187% 1,



fisicoquimicas, mediante técnicas espectroscépicas con
diferentes niveles de resolucién, permite determinar las
huellas digitales de cada complejo formado y facilita su

posterior identificacién.

A. Espectroscopla Ultravioleta/Visible.

Por su configuracién electrénica, 1la molécula de nigericina
no tiene bandas de absorcién en el VIS; en cambio, presenta
absorcién en la regién del UV lejano, cerca de los 200 nm de
logitud de onda. Su espectro electrdnico en el UV en
solucidn en etanol presenta un pico de absorcidén maxima a
205 nm, con una disminucién pronunciada del coeficiente de
extincién hasta los 220 nm; a partir de esta longitud de
onda, este antibiético poliéter no presenta absorcién alguna
(Figura 17a}.

Estas caracteristicas espectroscépicas parecen ser
comunes dentro de la familia de los antibiéticos poliéteres
carboxllicos. Por ejemplo, al obtener el espectro de

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

etanol, ¢ste presenta un pico maximo de absorbancia
aproximadamente a wuna longitud de onda de 215 nm (Figura
17b) .

Algo notable en la absorcién electrénica de esta
familia de moléculas 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 regién del UV en el intervalo
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Figura 17. Espectros de absorbancia absoluta de los polieteres nigericina, acido
libre 1874 ¥ (a) y sal de sodio de nonensina 187* M (b) en etanol absoluto. Los

espectros se obtuvieron a temperatura ambiente en un espectrofotemetro Beckman Acta
H-1v.



de concentraciones de poliéter gue van del orden micromolar
al milimolar (Tabla VII), por lo que no es posible hacer
determinaciones directas de la concentracidn de poliéter por
métodos de espectroscopla UV/VIS. Ademds, los espectros de
ambas moléculas presentan corrimientos en la longitud de
onda de maxima absorbancia, tanto hacia el rojo como hacia
el violeta, los cuales no se correlacionan con la
concentracién del poliéter (resultados no mostrados).

En la Figura 18 se observan los espectros de absorciédn
electrdnica, en la regién UV del espectro electromagnético,
de los complejos nigericina-catién -obtenidos por
saturacién~ en solucién.

E1l complejo NIG-Ca(II) en cloroformo presenta absorcidn
desde 200 nm hasta 300 nr (Figura 18a) con un pico maximo a
216 nm, Yy hombros a 230 y 278 nm. Por otro lado, en las
Figuras 18 b, ¢ y d se puede observar que el Cu(Il), el
Fe(III) y el Pr(III) producen cambios notables en el
espectro de absorcién UV/VIS del A&cido libre de la
nigericina en etanol. El cloruro de praseodimio en etanol
tiene un espectro de absorcién en el VIS con sehales finas
caracterlsticas a 446, 470, 482 y 580 nm (Figura 19). Estos
picos se extinguen en presencia del poliéter; en su lugar se
obtiene un ensanchamiento del espectro de absorcidén desde
los 200 hasta los 400 nm, con un maximo a 222 nm de longitud
de onda (Figura 18d). Lo anterior sugiere fuertemente la
interaccién del antibiédtico nigericina con estos cationes

metdlicos.
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Figura 18. Espectros de absorbancia absoluta de los comple jos de nigericina con los
cationes Ca?*, en CHCly (a); Gt ), Fe** () y Pr®* (4) en etanol absoluto. Los
espectros se corrieron a temperatura ambiente. Los tres primeros se obtuvieron en
un espectrofotinetro ANINCO DWZa y el cuarto, en un Becknan Acta M-1V. Los comple jos
se obtuvieron por saturacien en CHCl; como se describe en Metodos.



Tabla VII. Parametros espectroscipicos en el W de los poliéteres nigericina,
scido libre y sal de sodio de monensina en funcien de la concentracion.®

Concentracien (M) Abs, 5
Nigericina-H Monensina Na*

1x1078 g.Ese - 8.0
xi078 8.845 8.672
4x107 8.044 8,650
bx18°® 8.842 0474
gx10°® 8.845 8,060
11877 8854 3638
1877 8.846 8.078
4187 9.858 8674
6x187? B.845 8.038
Bx1877 9.8% 8168
1x187® 8.852 8,650
1878 8.831 3.042
4x187° 8.8%7 8.678
bxif™® 8.832 8,04
fx107® 8.864 8,048
1x107 - 0. 106
x18° B.844 8.022
4x187 9.040 8.072
6x187 8.628 5.014
Bx18™ B.644 8.0
ixtp™ 9.130 8,644

*Los espectros se obtuvieron cono se indica en la Figura 17,
hﬂunque no se indican, la ", a cada concentracion presenta corrinientos (v,
explicacion en el texto).

400am 500 600 00

Figura 19, Espectro de absorbancia absoluta en el VIS del PrCly 1872 M en etanol;
se obtuvo a temperatura ambiente en un espectrofotinetro AMINCO DUZa.



B. Resonancia Magnética Nuclear de Protén.

La espectroscopla de NMR ofrece la posibilidad de estudiar
el comportamiento dindmico de moléculas en solucién sin 1la
necesidad de "incorporar" metales pesados, necesarios para
los estudios conformacionales por difraccién de rayos-X
(Anteunis, 1982).

Se obtuvieron los espectros de '"H-NMR de la nigericina
y de los complejos NIG-Ca(II) y NIG-Pr(III), en cloroformo
deuterado, preparados por saturacidén. En la Figura 20 se
puede observar que el espectro 'H-NMR del &cido libre del
poliéter se modifica dramdticamente en presencia de los dos
cationes.

En la Tabla VIII se muestran los valores de corrimiento
quimico de protdn obtenidos para 1la nigericina y 1los

complejos con Ca(II) y Pr(III) -en ppm, con TMS como

referencia interna- de las senales asignadas al H21, Me35 y
011-Me40, segulin fueron publicadas anteriormente para la sal
de sodio del poliéter (Rodios y Anteunis, 1977). Ademds se

comparan estos valores con los de los complejos NIG-K(I)
(Toro vy col., 1987) y NIG-Li(I) (Arzt, 1984). Se puede
observar que se producen corrimientos quimicos notables
cuando la nigericina se encuentra en presencia de Li(I) vy
Ca(II), mientras gue los ensanchamientos son m&s importantes
en el caso del Li(I) y el Pr(III). En adicién a esto, dado
que 1los cambios espectrales son dependientes del catidn

presente en la muestra, esta técnica espectroscodpica permite
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Figura 28. Espectros de IH-NHR a 9BMHz en COCl, de los complejos
de nigericina con Ca2* (a) y Pr®* (b). Los complejos se prepararan
cono se indica en la Figura 18, Las flechas indican los cambios
mas inportantes respecto al espectro del écido libre.

Tabla V111, Corrinientos quinicos (en ppm, THS como referencia
interna) en los espectros IH-MMR & 98 Mz de los complejos de
nigericina con diferentes cationes netalicos, en (OCL °

Muestra j Seiales

H2t Med5 Medd
Nigericina 4,824 1.419 3.393
Nigericina-Li* *  4.24ma 154w 3.42,3.44-2
Nigericina-K' © 4.25 1.6 3.6
Nigericina-Ca®* 4.8 1432 3.3
Nigericina-Pr®* na 1.3%-ma 3.33m

*os complejos se formaron como se describe en la Figura 18.
a ancha, ma: muy ancha.

Btonados de Arzt (1984),

“Tomados de Toro y col, (1987).

0873339



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

de cada complejo.

C. Resonancia Paramagnética del Electrédn.

Los estudios por espectroscopla de EPR de metales con
propiedades magnéticas, 1ligados dentro de quelatos iénicos,
puede brindar informacidn sobre la estructura electrénica en
el interior de los complejos de coordinacién.

Los complejos de nigericina, formados por saturacién en
cloroformo, con 1los cationes de los metales de transicidn
Cu(II) y Fe(III), vy el lantdnido Pr(III), se estudiaron por
espectroscopla de EPR.

En la Figura 21 se observan las sehales paramagnéticas
de los cationes Cu(II) y Pr(III), y el efecto ferromagnético
del Fe(III), 1lo que confirma la formacién de los complejos

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

electrones no apareados dentro de su estructura, el 4cido
libre de nigericina es silencioso en este tipo de
espectroscopla.

Los diferentes complejos se identifican al caracterizar
los pardmetros Hamiltonianos del spin del electrdn de cada
metal, 1los cuales se muestran en la Tabla IX. El1 complejo
NIG-Fe(III1) presenta senales ferromagnéticas caracteristicas
del catidn Fe(III) a campo bajo -g 4.702 y g 3.664- y ademas
se resuelven otros pardmetros de campo paralelo y campo
perpendicular alrededor de 3000 G. En cuanto al complejo

NIG-Cu(II), su espectro paramagnético muestra senales de la
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Figura 21. Espectros de EFR a temperatura ambiente de los comple jos
de nigericina con W (), Fe™* () y Pr™* (c) en estado slido.
Los conple jos se prepararcn como se indica en la Figura 18.

Tabla IX. Parametros Hamiltonianos del spin del electran de los
espectros de EPR a temperatura ambiente de los comple jos de Ia
nigericina con diferentes cationes metalicos en estado selido.?

Complejo gy 02 gy 4= ﬁu(cm'l) Aulen)

NIG-Cuét 2486 2.163  9.8139  0.68841
NIG-Fet  4.782 3.664 2.401 1.953 e ne
NIG-Pr®* 2,444 2272 0.0857  9.60842

*los comple jos se prepararon como se describe en la Figura 18.



estructura hiperfina, tanto en 1la regién paralela como
perpendicular a 3000 G. Finalmente, resulté posible obtener
el espectro de EPR del complejo NIG-Pr(III), en el que
aparentemente se resuelven las sehales paramagnéticas de
estructura hiperfina con parametros paralelos Y%

perpendiculares de 2.444 y 2.272, respectivamente.

3. CONSTANTES DE FORMACION.

En 1la Tabla X se muestran los valores de las constantes de
formacién (log Kf) calculados para los complejos de
nigericina con los cationes de los metales Li, Na, K, Rb, Cs
y Ca a pH 7,76 y constante dieléctrica de 38.48. En estas
condiciones experimentales el 50% del &cido 1libre de
nigericina se encuentra ionizado a nigericinato y la unién
del poliéter al catidén se ve favorecida por 1la presencia
equivalente de las dos especies que se han descrito para la
formacién de los complejos poliéter-catién (Pressman, 1968;
Toro y col., 1987).

Las desviaciones estdndar de los valores calculados de
log Kf muestran que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las Kf -en una sola fase homogénea- de
los seis complejos estudiados por medio de técnicas

potenciométricas. Esto sugiere que la probabilidad de que el

poliéter forme clatratos con todos estos cationes es
similar, irrespectivo de que sean o no transportados a
través de membranas lipildicas. Los valores de diferencia de
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Tabla X. Valores de log Kf y energia libre estandar (yq0) de los
conplejos de nigericina con los cationes alcalinos y Ca®* en wna sola
fase a pH 7.76 y  38.48.°

Conple jo log Kf s60 (Kcal/mol)
NIG-Li* 4161 0.3 -5 681
NIG-Na' 3911 0.2 5,339
NIG-¥* 3.78 ¢ 0.08 5,853
NIG-Rb* 3.78 % 0.25 -5,853
NI6-Cs* 3.2 8. 5,21
NIG-Ca?* 153109 -4,821

*La nigericina (1874 M) se disolvic en DA 454 (wv), El pH se ajusts
con TEA y HCI. La titulacien se hizo con el cloruro del cation como
se indica en Metodos.

Tabla XI. Propiedades de unien catisnica del polieter carboxilico nigericina
deterninadas en diferentes condiciones experimentales.®

Modelo Experinental Secuencia
A | S A VA A Extraccion en Tolueno - n-butanol(7:3)
8 13 2 86 9.0 Fase acuosa pH = 10.8,
desplazando %Rb*

¥ Na* Constantes de formacian
1,5¢16° 2.410° potenciométrica en metanol
3.6¢16* 6.6x16° en metilcelosol - Hy0 (4:1)

- 9.2x10° en netanol, metodos de relajacien

Norepinefrina ) epinefrina Extraccien en Tolueno - n-butanol(7:3)

Kex = 5.0 1.8 Fase acuosa pH = 9.8
etanolanina

*Informaci¢n extraida de Taylor y col. (1982).



energla 1libre estdandar de la formacidn de estos complejos
(Tabla X), calculados a partir de los resultados de Kf,
confirman 1la factibilidad termodindmica de la formacidén de
‘los complejos antes mencionados.

Es importante mencionar el hecho de que el registro del
pPH en el vaso de reaccidén no mostrd una acidificacidén
significativa del medio cuando la concentraciédn de metal
aumenta durante la formacién del complejo (resultados no
mostrados), lo que confirma que el catidn -cualquiera que
éste sea- no desplaza al protén, por lo que el poliédter
permanece practicamente sin disociar dentro del complejo de
coordinacién (Toro y col., 1987).

Por otra parte, los resultados de formacidn de
complejos aqul obtenidos no se correlacionan con las curvas
y secuencias de selectividad de complejacidén y transporte
catiénico publicadas para la nigericina en diferentes
sistemas experimentales (Figura 22), ni con ningdn otro
pardmetro estudiado con anterioridad en la formacién de
‘complejos de poliéteres carboxllicos con cationes metdlicos

u orgdnicos (Tabla XI) (Taylor y col., 1982).
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Figura-2Z. Comparacicn de la selectividad icnica de formacien de comple jos
nigericina-catisn, como log Kf, con la curva de transporte catisnico mediado
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restauracion de la respiracion en presencia de gramicidina (Estrada y col.,

1967b).



CAPITULO IV. DISCUSION

"Y al principio, todo fue curiosidad."

Isaac Asimov.

Con base en las evidencias presentadas por Arzt (1984) que
sugerian, por primera ocasién, que el antibiédtico poliéter
monocarboxilico nigericina posee la capacidad de interactuar
con cationes metdlicos a los <cuales no transporta, se
decidié emprender un andlisis mds ambicioso en la busqueda
de 1los patrones fisicoquimicos que regulan la interaccién
poliéter-metal, para tratar de correlacionarlos con 1la
actividad ionoforética de esta familia de antibiéticos. Por
tal motivo, se comenzd por verificar 1la formacidn del
complejo NIG-Li(I) para, posteriormente, ampliar el estudio

a complejos catidnicos 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 0 C) e insocluble en cloroformo. Sin
embargo, vya gque el 1litio se ioniza facilmente -con un
potencial de ionizacidn de 5.39 ev- si es factible 1la
utilizacién de esta sal para probar la interaccién del metal

con el poliéter nigericina.
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Por su parte, el Li(I) es un catién muy pequenc -tiene
un radio idnico de Pauling de 0.60 2 (Day y Selbin, 1969)-
que se solvata con gran facilidad, por lo que su radio
efectivo de hidratacién 1llega a ser de 3.40 Z (Cotton vy
Wilkinson, 1966).

Como demuestran claramente 1los resultados arriba
presentados, se verificd la capacidad de la nigericina para
interactuar y formar complejo con el catién Li(I) a pesar de
que practicamente no 1lo transporta a través de fases
hidréfobas. Este fendmeno muy bien puede ser explicado si se
considera que el 1litio =-por su gran poder polarizante-
tiende a formar enlaces covalentes, lo gque provocarla que el
complejo NIG-Li(I) fuera dificilmente disociable.

El Ca(II) es un catidén sumamente importante que
participa en el ajuste de miltiples propiedades vitales de
los sistemas bioldgicos: regula la actividad enzimatica
(Scarpa, 1972); es un intermediarioc fundamental en la
transmisién de informacidn entre 1las células nerviosas
(Akerman y Nicholls, 1983); 3juega el papel de medio de
comunicacién, como segundo mensajero, para la realizacién de
procesos metabdlicos intracelulares (Berridge, 1985), vy
produce efectos significativos en la estabilidad de 1la
estructura y funcién de las membranas celulares (Mikkelsen,
1976). De aqul el interés en estudiar el mecanismo intimo de
interaccidn de este catién con moléculas modelo que
funcionan como acarreadores idnicos membranales.

Tradicionalmente los antibiéticos poliéteres

36



carboxllicos se han clasificado como antibiéticos
monovalentes y divalentes, dependiendo del estado de
oxidacién de los cationes metdlicos que transportan (Taylor
y col., 1982). Asl, los poliéteres monensina y nigericina,
que translocan sodio y potasio respectivamente, son
antibidticos '"monovalentes'", mientras que los acarreadores
de Ca(II), 1lasaldcido A y calcimicina, son "divalentes". No
obstante 1lo anterior, se ha establecido gque estos Wltimos
ionéforos también pueden transportar cationes monovalentes
como el Na(l) y trivalentes como el Pr(III) (Ferndndez vy
col., 1973; Grandjean y Laszlo, 1982; Everett y col, 1983;
Grandjean y Laszlo, 1984; Grandjean y Laszlo, 1986; Shastri
y col., 1987), mientras que practicamente ningtn antibidtico
monovalente se ha mostrado capaz de movilizar cationes
polivalentes a través de barreras hidrdfobas.

Experimentos realizados en BLM (Toro, 1976) han

mostrado la imposibilidad de la nigericina para translocar

al catidn Ca(II). Sin embargo, los resultados aqul
presentados indican, en forma definitiva, que este
antibiético si1 interactttia con calcio; vy no sbélo eso, sino

que las propiedades de solvatacidn del poliéter se modifican
de manera significativa (Tabla VI). Es prokable que estos
cambios se correlacionen con su incapacidad para actuar como
acarreador de Ca(II).

La existencia de un complejo NIG-Ca(II) no mdvil
coincide con la funcién que tiene el calcio en el anclaje y
la estabilizacidén de alguras moléculas a los fosfollpidos de

las membranas bioldgicas (Ivanov, 1975).
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Como el Ca(II) es un catién que posee caracteristicas
electrénicas muy simples (Tabla XII), las posibilidades de

estudiar las transiciones de los electrones en sus orbitales

por técnicas flsicas o espectroscédpicas directas son
escasas.
Por otro lado, se ha observado gque los cationes de

metales de transicién y de lantdnidos -o tierras raras- son
capaces de imitar algunas funciones del Ca(II), en ocasiones
con mas eficiencia, o de competir con éste en diversos
sistemas bioldgicos celulares y subcelulares (Mikkelsen,
1976; Martin y Richardson, 1979; Akerman y Nicholls, 1983).

La comparacién entre complejos de Ca(II) y de metales
de transicién y lantdnidos brinda informacidén muy rica sobre
las caracterlisticas electrénicas de su unidn a moléculas
ligantes.

La coordinacién de <cationes lantdnidos con sitios
afines por Ca(II) se ve favorecida por la similitud de sus
propiedades fisicoqulimicas. El rango del radio idnico de los

cationes lantanidos trivalentes, que va desde 0.85 hasta

o

1.15 A, se encuentra alrededor del valor del radio idnico
o

del <calcio (0.99 A); vy la estructura de coordinacién se

puede ajustar a la del Ca(II) mediante la hibridizacién de

orbitales.
Las caracteristicas electrdnicas de 1los cationes
lantdanidos les proporcionan propiedades dpticas que

facilitan su rapida identificacidn. El intenso color verde

del Pr(III), gue se debe a transiciones de electrones entre
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sus orbitales "f", es caracteristico del catién trivalente y
es independiente del ambiente en que se encuentre. De este
modo, el color verde del producto de la saturacidn de 1la
nigericina con cloruro de praseodimio es evidencia de que el
catién Pr(III) interactuia con el poliéter (Tabla VI) a pesar
de no ser transportado por el mismo (Grandjean y Laszlo,
1984) .

Por su parte, 1los complejos organometdlicos. de 1la
mayoria de los metales de transicién se 1identifican por
tener un fuerte caracter covalente y ser altamente estables.
Estas caracteristicas favorecen la formacién de enlaces de
coordinacién con oxligenos 1ligantes. Al igual que los
lantdnidos, la configuracién de sus electrones, en este caso
los ubicados en orbitales "a", les confieren colores
caracteristicos.

La presencia del metal Cu(II) se sugiere por el color
verde del complejo NIG-Cu(II) (Tabla VI), lo que es muy
frecuente en los complejos organometdlicos que forma este
catién.

La formacién del complejo NIG-Fe(III) se evidencia por
el cambio en las propiedades filsicas observadas en el
producto, y se apoya en la gran afinidad gque tiene el catidn

Fe(III) por oxlgenos ligantes.

Ahora bien, podria pensarse que la saturacidn de la
nigericina con diferentes sales metdlicas obliga al poliédter
a formar complejos idnicos con cualquier especie quimica que

posea carga eléctrica positiva. Por 1lo tanto, resulta
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conveniente realizar experimentos sobre la facilidad real de
formaciédn de estos complejos en condiciones menos extremas.
Los estudios termodindmicos de la formacién in situ, en una
solucidn homogénea con propiedades fisicoqulimicas conocidas,
de 1los complejos poliéter-catién proporcionan este tipo de
informacidn. Con este fin se seleccionaron 1los cationes
alcalinos, el Ca(II) y el Fe(III) para verificar 1la
formacidn espontidnea de los complejos nigericina-catién.

Las isotermas de unién catiédnica, relativa a 1la
concentracién total de nigericina en la solucién, sugieren
que el poliéter se satura mds rdpidamente con cesio y 1litio
que con potasio, rubidio y sodio (Figura 14). Por otro lado,
la proporcidén de litio y sodio unidos a la nigericina en la
saturacién es mayor que la de potasio, rubidio y cesio. Por
su parte, el Ca(II) muestra una saturacidén muy rdpida del
poliéter, con una proporcién alta de catién unido
(ligeramente mayor que la de litio). En todas las isotermas
se observa una disminucidn en la proporcién de catisén unido
después de la saturacién. Este efecto en la concentracién de
metal unido podria deberse a un cambio en la molecularidad o
estequiometria de 1los complejos formados o a la unién
inespecifica -o adsorcidn- de los cationes al poliéter.

Considerando 1la hipdtesis anterior, se realizd el
andlisis de las isotermas de unién poliéter-catidn por medio
de 1los métodos de Langmuir y Scatchard (Tabla XIII). Se
encontrd que las grdficas gque se obtienen con estos modelos,

presentan patrones poco comunes gque no permiten la
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Tabla XII. Configuracion electrenica y radios ionicos de diferentes
cationes metalicos.®

Cation Conf iguracicn isoelectronica externa Radio ienico (3)
Lit ts? 8.68
Ca* 3?38 8.99
Cu? 3s23p83¢° 8.72
fe’* 33P0 B.64
P 441955652 1,06

*Extraidas de Cotton y Wilkinson (1966), Day y Selbin (1969).

Tabla XIII. Isotermas de unien de Langmulr y de Scatchard de tas titulaciones de la nigericina
con los cationes alcalinos y Ca?,

NI6-Li* NIG-Na' NIG-K'

Langmuir Scatchard Langmuir Scatchard Langmuir Scatchard
AL AL, v wALLY,  1INa] toTHal, v v/Na), LRL, LTRD nEDL
253 - - - 48077 44043 - - 4 - - -

21321 89286 8.855 2389 248% 20982 @.667 1610 21834 187527 0.831 2272
14245 53191 1.435 7782 16163 78576 1.383 2188 14598 G264 1.864 1922
16707 34814 2,251 317 12186 15432 1732 20% 18977 52356 1714 238t
8591 32468 2.364 2761 983 127711 2,487 2337 8803 52883 1.728 1831
4 62588 1.231 997 8118 16326 2.581 2893 7353 46883 1.958 1713

bl6d - - - 6%9 8658 2.733 1984 6317 49751 1.819 1316
M - - - b112 7446 2.878 1799 5548 G618 1.684 9%
819 - - - 5447 6566 3.881 1674 493% 990% 1.889 527
4914 5646 2.686 1281 4454 9M898 1.883 478

NIG-Fb* NIG-Cs* NIG-Ca*

Langmuir Scatchard Langmuir Scatchard Langmuir Scatchard
{/(RbY, L/(RR] v 740} D P V(%D P P £ D wlled,  L00al, 100aD v wilisl,
Seae - - - 47847 - - - 4831 6135 1.633 769

25063 200669 0.447 1208 23981 156250 8.634 1795 415 4832 2.492 o2
16758 72993 1.228 2669 16826 6@241 1.648 3599 616 4849 2489 482
12594 5347 1.679 2765 12048 52632 1.898 2954 1215 5658 1.788 217
1018t 58139 1.548 1893 9%52 92592 1.878 1161 974 25641 8.3%5 38
8439 4629 1.949 2012 8864 61358 1.638 1513 B4 - - -
7246 55555 1.629 1359 6338 212766 0.471 33 9 - - -

6357 175439 B.517 341 a9 - - - 613 - - -
o666 232558 8.391 227 o417 - - - o6 - - -
5112 250008 8.365 198 4888 - - - 493 - - -

*Las condiciones experinentales estan descritas en Metodos; las concentraciones del polieter y
el cation estan en el orden de 10 M. , . (g, /TN,
Y



determinacién de los pardmetros de las ecuaciones

(resultados no mostrados), como la constante de unién y 1la
fraccién de sitios ocupados en la molécula ligante. Por lo
tanto, a partir de este andlisis se hace evidente que la

dindmica de la formacién de los complejos nigericina-catién
estudiados sigue un modelo de interaccién mucho mds complejo
que los disenados a la fecha.

Preocupados por la confirmacidén de los hallazgos
anteriores -es decir, del aumento en el perfil de
interaccién 1iénica de la nigericina- que estdn en aparente
contradiccidén con lo previsto en la literatura
internacional, se buscd proporcionar evidencia
complementaria, por otro método novel, de la formacidn de
los complejos NIG-Li(I) (Arzt, 1984), NIG-Ca(II) y NIG-
Fe(III) en solucidn in situ. Al respecto, aunque el AP-III
ha sido ampliamente usado como un indicador de Ca(II) libre
en sistemas celulares o subcelulares a pH fisioldgico
(Scarpa y col., 1978b), a la fecha no existen reportes sobre
su comportamiento espectroscépicq en medios no acuosos ni de
su interaccién con antibidéticos poliéteres carboxllicos o
con complejos idnicos de los mismos.

“En la Figura 15a se muestra el espectro absoluto de
absorcisén electrénica VIS del AP-IITI en un medio de
constante dieléctrica de 38.48, a pH 7.76. Si bien el
espectro del indicador metalocrémico libre es similar al
publicado por Scarpa y col. (1978a; 1978b), el de su
complejo con Ca(II) presenta modificaciones en 1los puntos

isosbésticos y en el coeficiente de extincién que dependen,
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aparentemente, de las propiedades dieléctricas del medio.

Scarpa Yy col. (1978a) demostraron que el espectro de
absorcién del AP-IIT sufre modificaciones
significativamente diferentes en presencia de distintos
cationes divalentes.

Tomando en consideracién la observacidn anterior, pero
en funcién de la carga eléctrica positiva y del radio del
ién, se analizé la posible interaccidn del indicador AP-III
con los cationes Li(I) y Fe(III) para que, de ser éste el
caso, se pudiera calificar la unidn metdlica a la molécula
de nigericina (Figura 15).

Por un lado, la adicidén de Li(I) no produce cambios

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

presencia de Fe(III) induce cambios importantes en el

espectro del indicador, 1los cuales son diferentes de los
producidos por el Ca(II). A diferencia de 1los espectros
obtenidos en medio acuoso (Scarpa y col, 1978b), estos
cambios no son 1lineales, al menos en el intervalo de

concentraciones catiédnicas estudiadas (Figura 16).

Al llevar a cabo la titulacidén de la nigericina con los
cationes Ca(II) y Fe(III) en presencia de AP-III se observd
la induccién de cambios espectrales en el indicador
provocados por la formacién de los complejos NIG-Ca(II) vy
NIG-Fe(III). Dado gue es comtin que el AP-III se aglomere
alrededor del catién ligado (Rlios y Schneider, 1981), es
posible que durante la reaccién se esté produciendo un

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

algunos receptores protelnicos (Dorogui, 1984).

Hasta aqui, las evidencias experimentales de la
interaccidn de la nigericina con los cationes Li(I) (Arzt,
1984), cCa(II), Cu(II), Fe(III) vy Pr(II1) sugieren que la

nigericina es un antibiético poliéter monocarboxilico que
posee un perfil de interaccién idnica que se extiende mas
alld de los metales alcalinos tradicionalmente estudiados

dentro de los antibidticos monovalentes.

2. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS COMPLEJOS

NIGERICINA-CATION.

A diferencia de otras familias de productos naturales y de
moléculas orgdnicas sintéticas, los estudios sobre la
estructura de 1los poliéteres carboxilicos -similares a la
nigericina- y de sus complejos metdlicos se han basado en el
empleo de técnicas de espectroscopla 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 difraccidn de rayos-X (Duesler
y Paul, 1982; Van Roey y col., 1984).

A causa de su estructura gqulimica alifatica, la
nigericina carece de grupos croméforos o coloridos, por 1lo
que esta es una molécula incolora. Este ha sido el motivo de

que resulte complicada 1la obtencién de informacidén
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espectroscépica UV/VIS y de la consecuente ausencia de ésta
en la literatura internacional del campo. Por lo tantc, el
andlisis espectroscépico de absorcidn en el UV/VIS de los
complejos nigericina:catién, aqul presentado, es un enfoque
novel para el estudio de las variaciones estructurales de
los mismos.

Por la falta de grupos cromdforos la absorcidén
electrénica de 1los poliéteres carboxilicos nigericina vy
monensina se limita a la regidn lejana del espectro UV, a
longitudes de onda menores de los 220 nm. Si bien 1la
longitud de onda de maxima absorbancia es caracterlistica de
cada antibiético, el comportamiento de ambos espectros, en
funcién de la concentracién de poliéter, es similar. En la
Tabla VII se observa que no existe un patrén lineal definido

de 1la absorbancia electrénica a diferentes concentraciones

de ionéforo. Este efecto puede deberse al potencial que
tiene este tipo de antibiéticos para agregarse en
estructuras micelares, propias de todas las moléculas de

naturaleza anfipatica. Tal interpretacidn encuentra una
amplia base de sustento en los antecedentes existentes sobre
la capacidad que tiene la nigericina para formar agregados

moleculares en funcién de su concentracidn y en presencia de

potasio (Ferguson y col., 1971; Toro y col., 1976; Alegrla,
1979; Toro vy col., 1987). El andlisis cuidadoso de estos
experimentos permite establecer, de forma definitiva, la

gran plasticidad de este poliéter para formar oligédmeros

méviles a partir de una concentracién minima indispensable o



concentracién micelar critica (CMC), la cual depende
fuertemente de 1las propiedades fisicogquimicas del nmedio

(Figura 23).

Como se ha visto hasta el momento, los cambios
conformacionales de las moléculas ligantes, causados por su
coordinacién con cationes metdlicos, pueden hacerse
evidentes mediante la aplicacién de técnicas

espectroscépicas apropiadas. Asl, mientras las técnicas
tradicionales empleadas -~IR, NMR de protones y difraccién de
rayos-X- principalmente proporcionan informacién sobre 1la
conformacion molecular de la especie ligante, la adquisicién
de datos sobre la estructura electrénica del catién unido ha
estado 1limitada a la que se puede obtener por NMR de
isdtopos pesados de los metales (Braunlin y col., 1985), lo

que constituye un problema metodolédgico y econdmico muy

importante.
Por este motivo, <con el fin de adquirir informacién
electrénica por parte del catidn ligado a la nigericina, se

aprovecharon 1las propiedades fisicoquimicas que poseen 1los
metales de transicién y lantdnidos, y que son ttiles para su
analisis por técnicas de espectroscopla UV/VIS vy EPR, no
empleadas con anterioridad en el estudio de los complejos
poliéter carboxilico-metal.

Como ya se menciond en la primera parte de la
DISCUSION, el espectro de absorcién VIS del Pr(III) se debe
a transiciones electrénicas en los orbitales 4f. Los cambios
en el ambiente de estos electrones, debidos a su interaccién

con ligandos moleculares, producen efectos importantes en el
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Figura 23. Efecto de la concentracion de nigericina en la conductancia
de BLM a dos valores de pH, en presencia de K' 180 mM. a) pH 9.4 con
TEA y NaOH, glicina 8.85 N; b) pH 4.8 con TEA y écido fermico 8.85 N,



espectro de absorcidn del catién (Mikkelsen, 1976). Otra
propiedad Wtil del Pr(III) es que, por su configuracién
electrénica, posee un momento magnético neto, gque se
manifiesta como un efecto paramagnético.

El estudio espectroscépico del complejo NIG-Pr(III)
muestra resultados sorprendentes. El hallazgo mds notable
fue 1la resolucidn misma del espectro de EPR del complejo
obtenido a temperatura ambiente (Figura 21c), vya que la
unién de los cationes lantdnidos a macromoléculas produce el
ensanchamiento de sus bandas de absorcién paramagnética.
Ademas, también se alcanza a resolver la estructura
electrénica hiperfina del catién Pr(III) dentro del complejo
(Tabla IX). Sin embargo, esta informacidn no es suficiente
para describir las caracterlsticas de simetria del ambiente
electrénico del complejo en solucidn. Para esto es necesario

obtener los espectros de EPR a temperatura de nitrdgeno

liguido (-170 C). Por lo tanto, son la espectroscopla en el
VIS y la de 'H-NMR las que ponen en evidencia las
propiedades fisicogquimicas del complejo NIG-Pr(III). La

extincién de 1las senales finas del Pr(III) en el VIS
(Figuras 18d y 19) sugiere una interaccién muy fuerte con
los grupos ligantes de la nigericina. Esta hipdtesis parece
confirmarse al observar los efectos que produce el catién
lantdnido en las senales del espectro 'H-NMR del poliéter
(Figura 20b); presentan desplazamientos y ensanchamientos
muy dgrandes debidos al paramagnetiémo del Pr(I1ii). Los

ensanchamientos son, ademds, consecuencia de la inmovilidad
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de los protones en la molécula de nigericina.

Estos resultados son similares a los que se obtienen
cuando se estudia el complejo NIG-Li(I) por espectroscopla
de 'H-NMR (Arzt, 1984). A diferencia de los corrimientos del
espectro del complejo NIG-K(I) (Tabla VIII), publicados por
Toro y col. (1987), el ensanchamiento del espectro del
poliéter en presencia del catién Li(I) es provocado por una
disminucién en la movilidad de la molécula, producida por
una interaccién sumamente estrecha entre molécula y catién,
que se correlaciona con la tendencia del Li(I) a formar
uniones covalentes de coordinacién con especies ligantes (v.
primera parte de la DISCUSION).

En cambio, el espectro 'H-NMR del complejo NIG-Ca(II)
presenta un patrén de desplazamiento quimico en sus senales
diferente al de los cationes Li(I) y Pr(III) (Tabla VIII).
Si bien, no se observan cambios numerosos, sl son notables
los corrimientos y ensanchamientos de algunos picos due
demuestran una modificacidn importante dentro de la
estructura conformacional de la molécula de nigericina; el

ensanchamiento de wuna senal a 2.2 ppm y el aumento en 1la

intensidad de otra a 1.2 ppm sugieren la formacién de, por
lo menos, dos poblaciones de protones funcionalmente
distintos.

Por otra parte, la realizacidén de estudios comparativos
con complejos formados con cationes de 1la serie de
transicién-d permite establecer patrones caracterlsticos de
coordinacién con moléculas ligantes. El espectro de

absorcién VIS de los cationes de transiciédn se debe a 1la
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distribucién de los electrones en orbitales degenerados; al
exponerse a la influencia del ambiente de los orbitales de
la ,especie ligante, el espectro de absorcidén se modifica
notablemente. En cuanto a la técnica de EPR, a diferencia de
los lantdanidos, 1las sefnales paramagnéticas de los cationes
de transicién son facilmente observables en los complejos de
coordinacién que forman.

Lo comtn en los complejos de coordinacidn que forma el
Cu(Il) es que sus bandas de absorcidn se vean ensanchadas
dificultando 1la resolucidn de su estructura electrénica
hiperfina. Sin embargo, a pesar de que el espectro EPR del
complejo NIG-Cu(II) se ensancha apreciablemente (Figura 21a)
-comparado con el del cloruro cristalino del Cu(II) (Figura
24)- se resuelven senales de la estructura hiperfina del
catidn metdlico. A partir de estos datos (Tabla IX) es
posible realizar algunas estimaciones de la naturaleza vy
estabilidad de 1la coordinacién del Cu(II) dentro del
complejo (Tabla XIV) que sugieren la formacién de enlaces de
coordinacién con caracter iénico.

Por su parte, en el experimento andlogo con el Fe(III),
no sdlo se resolvieron senales caracteristicas del catién a
campo bajo (Figura 21b) que evidencian la presencia del
metal en el complejo, sino que se identifican otros
parametros de campo paralelo y perpendicular gque parecen ser

propios del complejo NIG-Fe(III).

Hasta el momento es evidente que la nigericina es un
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Figura 24. Espectro de EPR a fenmperatura ambiente del CuCly en
en estado salido. El espectro se corrit como se describe en la
seccion de Metodos.

Tabla XIV, Parametros de coordinacien del Cu(Il) dentro de la
molecula de nigericing.®

Paranetro orbital Valor calculado

0.8265
-1.23
-2.33

s

.2
o2
ad

y&

*Estos valores se obtienen de la estructura hiperfina resuelta
a temperatura anbiente, por lo que son tentativos.



antibidético poliéter monocarboxilico que posee una amplia
capacidad-para interactuar con distintos cationes metalicos,
originando una gran diversidad de complejos con variaciones
estructurales individuales, los cuales le confieren
propiedades flsicas y qulmicas diferentes con wun amplio
potencial de alterar su modo de accidn en sistemas
bioldgicos. Sin embargo, aun es necesario realizar estudios
a mayor resolucién -UV/VIS en estado s&élido, 'H-NMR de dos
dimensiones, EPR a temperatura de nitrdgeno 1liquido,
cristalografid de rayor-X y otras técnicas espectroscédpicas
directas, como el dicreismo circular (CD)- para poder
establecer 1las '"huellas digitales" de los complejos de

nigericina con cationes metalicos diferentes.

Al respecto, es muy probable que 1los antibiéticos
poliéteres que poseen dobles enlaces conjugados -como la
narasina B, la dianemicina, el lasaldcido A vy la

calcimicina- presenten bandas importantes de absorcién vy
emisidn en el espectro UV que permitan la identificacién de
sus huellas dactilares, como 1lo sugieren 1los estudios
realizados por medio de técnicas de CD (Pfeiffer vy 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 bioldgicas poseen componentes que facilitan la
difusién de iones y moléculas necesarios para sus funciones

metabdlicas. Estos componentes son capaces de interactuar
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con uno o varios solutos en uno de los lados de la membrana,
para movilizarlos y liberarlos al otro extremo de la misma.
Es esta caracterlstica la que le confiere a las membranas
bioldgicas la propiedad de seleccionar las especies qulmicas
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 bioldgicas,
tradicionalmente el transporte idnico ha sido visto como un
mecanismo de '"caja negra", a la que se sabe lo que entra y
lo qgque 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 cineético generalmente
descrito para el transporte catidnico mediado por
antibidticos poliéteres carboxllicos, es el gue se muestra

en la Figura 6 (Taylor y col., 1982). Sus postulados basicos
son: a) que el acarreador se encuentra confinado al interior
de 1la membrana; b) que su cantidad por unidad de Aarea
permanece constante; c¢) gue puede existir en forma libre o
de complejo; y d) gque las reacciones de formacién vy
disociacidén del tltimo se llevan a cabo en 1la interfase
membrana-agua (Schultz, 1980). En realidad estos postulados
definen 1los diferentes pasos o reacciones que dependen de
factores fisicoqulmicos independientes, y que en su conjunto
constituyen al proceso completo del transporte.

Por 1lo tanto, para describir el mecanismo filsico vy
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quimico intimo del transporte 1idénico mediado por la
nigericina es necesario analizar uno por uno los postulados
planteados en el parrafo anterior.

El estudio de 1la reaccidn de interaccién de la
nigericina con cationes metdlicos, en solucidn homogénea de
composicidn y propiedades fisicoquimicas conocidas, brinda
informacién sobre su capacidad para formar complejos
estables. Los resultados presentados en 1la Tabla VI
confirman 1la hipédtesis ya planteada de que la nigericina
forma complejos con una gran variedad de cationes metalicos,
ademds de que no existe diferencia en la estabilidad de los
mismos (Tabla VII). Se deben considerar, ademads, la
importancia que revisten propiedades del medio, como el pH,
que alteran 1la afinidad de los grupos ligantes por los
cationes metadlicos (Tam y Williams, 1986).

Tales hallazgos no se correlacionan con los resultados
obtenidos en 1los sistemas experimentales tradicionalmente
empleados para 1la determinacidén de 1las "secuencias de
selectividad ionica" de complejacidn (Tabla XI) ni con las
curvas de transporte en membranas artificiales y naturales
(Figura 22).

Los modelos de unién catidnica ensayados, generalmente

estdn compuestos por sistemas de dos fases, acuosa vy

orgdnica, por 1lo que realmente constituyen modelos de

extraccidn en los que participan por 1o menos dos

reacciones: la formacién del complejo en la interfase y la

solvatacién del mismo en la fase orgdnica. Ademds, a la

fecha no se han realizado este tipo de estudics, en forma
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sistemdtica, tomando en consideracién las caracteristicas de
los solventes.

Por otra parte, 1los experimentos de tranéporte, tanto
en sistemas naturales como artificiales, se ven complicados
por 1la participacién de todas las reacciones individuales
que constituyen al fendmeno general.

La falta de correlacién entre estos modelos
experimentales pone en evidencia el hecho de que 1la
formaciédn del complejo es sédlo una de la serie de reacciones
quimicas y fisicas que constituyen al proceso del transporte
catidnico mediado por poliéteres carboxlilicos.

Las observaciones anteriores conducen directamente a
proponer un mecanismo general para el tranporte de cationes
metdlicos mediado por los poliéteres monocarboxlilicos tipo
nigericina (Figura 25). E1l valor de pH del microcambiente
acuoso adyécente a la membrana afecta en la disociacién del
grupo carboxilo del poliéter, lo que depende de su constante
de acidez; 1la informacién existente sugiere que la molécula
protonada es mas afiln que la anidnica para unir al metal
(Toro y <col., 1987). La alta concentracién quilmica del
catidn induce su unién a la molécula ligante en la interfase
membrana-agua; si, a su vez, la concentracién del poliéter
en la membrana es suficiente, es posible que varias
moléculas se aglomeren alrededor del catidn en funcién del
pH interfasial originando un oligémero conductor. Una vez
formado el complejo poliéter-metal, éste debe solubilizarse

en la fase organica para poder difundir, a favor del
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gradiente quimico del catidn, a través de 1las cadenas
lipildicas de la matriz hasta el otro extremo de la membrana.
Cuando el complejo se encuentra en la interfase, la molécula
se disocia del catidén que se solubiliza en el medio acuoso.
Asl, el poliéter libre difunde de vuelta para completar un

ciclo de transporte.

La discriminacién definitiva de los eventos y factores
que regulan al transporte de iones llevado a cabo por 1los
antibiéticos poliéteres serd posible mediante la aplicacidén
de técnicas cuantitativas de alta resolucién en el estudio
sistematico de diversos modelos experimentales, Como
soluciones homogéneas, sistemas de dos fases y transporte a

través de membranas artificiales.

4. CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DEL COMPORTAMIENTO DE LOS

POLIETERES CARBOXILICOS. UNA PROPUESTA.

Desde el descubrimiento de su mecanismo de accién (Estrada-
0. vy col., 1967), el antibidético poliéter monocarboxilico
nigericina ha Jjugado un papel sumamente importante en el
progreso del conocimiento biolégico, bioquimico y biofilsico
de la funcién que tienen los gradientes idénicos en 1la
regulacién del metabolismo de los seres vivos. Su uso como
herramienta experimental en miltiples modelos bioldgicos ha
puesto al descubierto una gran diversidad de efectos
bioqulimicos en los sistemas estudiados (Reed, 1979: Reed,

1982). La mayorla de estos efectos han podido ser explicados
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por el mecanismo de transporte descrito en la 1literatura.
Sin embargo, 1las causas de algunas alteraciones biogqulmicas
y fisioldgicas observadas quedan poco claras. La inhibicién
de la mitosis de linfocitos humanos (Daniele y col., 1978),
la inhibicién de la sintesis de proteinas en reticulocitos
de conejo (Breitbart, 1981), el aumento en la permeabilidad
a proteinas en células de mamiferos -Hela- (Alonso y
Carrasco, 1982) vy la entrada de fierro a reticulocitos de
conejos (Nuhez vy Glass, 1985), son sélo algunos de los
efectos fisioldgicos y Dbiogulmicos de la nigericina que
quedan por aclarar.

Algunos de los efectos bioldgicos, arriba descritos, de
la nigericina podrlian correlacionarse con su mostrada
capacidad para formar complejos no méviles con cationes de
metales polivalentes, como el Ca(Il) o el Fe(III). Por
cierto, dicha capacidad es la primera aportacién a 1la
literatura del campo en que se muestra la existencia de
"agentes gquelantes lipofllicos" de origen bioldgico que
podrian ser usados en el estudio de la accesibilidad de
metales de transicién -de interés bioldgico (Nielsen, 1984;
Mertz, 1985)- a sus sitios de qnibn en biomoléculas. Un

hallazgo notable sobre la formacidn de complejos poliéter-

catién no méviles, es la hecha por Cuer y Dauphin (1986), en
la que se encuentra qgue el producto final de la
bioconversién de un antibiético andlogo a la nigericina, la
grisorixina, aunque pierde su capacidad para transpotar
potasio, sigue formando complejos de coordinacidn con el
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catidn. Semejante observacién no puede dejarse de lado si se
considera que el iondforo 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 1impacto que tiene el
comportamiento fisicoquimico de los poliéteres carboxllicos
en el concepto vital de "economla bioldgica". La existencia
de familias de moléculas que pueden modificar su funcién
bioldgica -dependiendo de su concentracién, de la polaridad,
del pH, de la conductancia del medio, de la actividad idnica
y de otros factores microambientales- presenta una ventaja a
la funcidn celular. La optimizacién de los recursos con los

que cuentan las células es una idea que ha sido planteada

para explicar el funcionamiento de diversos procesos
metabdlicos. Por ejemplo, se ha propuesto la presencia de
una sola ‘"especie" de grupos moleculares en algunas

proteinas de membranas que transforman energla (Cramer vy
col., 1985), asl como la existencia de un diseno coméin para
la formacién 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 1los recursos del ambiente
llevaria a los organismos a su autodestruccién, a mediano o
largo plazo. Si fuera este el destino de la vida -como la

forma mas compleja de materia en el universo- resultaria,
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entonces, muy decepcionante el final del 1largo camino
evolutivo gque comenzd con un inmenso estallido hace mds de

20 mil millones de anos.

Finalmente, 1las consideraciones desarrolladas a 1lo
largo de esta Tesis, influyen potencialmente en otros campos
de estudio de las ciencias biolédgicas. Por ejemplo, las
variaciones funcionales dque sufren la nigericina y otros
poliéteres carboxilicos, bajo la influencia de los cambios
ambientales estudiados, dan luz sobre los efectos que pueden
producir alteraciones similares del ambiente ecoldgico sobre
los organismos que los habitan. La acidificacién de los
ecosistemas acuaticos libera al medio metales que
normalmente no son solubles. Al mismo tiempo, los cambios en
el pH modifican la afinidad de las membranas bioldgicas por
los cationes metdlicos (Tam y Williams, 1986), por lo que en
este caso -que es solo uno de muchos cambios bioldgicos
posibles- el impacto ecoldgico es enormemente negativo.

Asi, el verdadero progreso humano es la consecuencia de
la interrelacidn -premeditada o no- que se da entre las
diferentes actividades de investigacién cientifica, aplicada
y badsica o fundamental; pero ante todo, es producto de la
amplia perspectiva del trabajo Yy la mentalidad

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

"Luego esperd, poniendo en orden sus pensamientos y
cavilando sobre sus poderes a‘in no probados. Pues aungque era
el amo del mundo, no estaba muy seguro de qué hacer a
continuaciédn.

Mas ya pensarla en algo."

Arthur C. Clarke, 2001. A space odyssey.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
investigacién representan una verdad parcial, no una teorla
completa, sobre las propiedades de complejacidn y transporte
catidénico mediado por antibiéticos poliéteres. Para ello es
necesario realizar mds estudios fisicoquimicos fundamentales
sobre el papel que desempenan los diferentes eventos del
transporte identificados.

Mientras tanto, a continuacién se describen las
conclusiones directas que surgen de la discusién de los

resultados experimentales.

1. ANTIBIOTICOS POLIETERES POLIVALENTES.

A diferencia del modelo general aceptado sobre la naturaleza
de formacidn de complejos poliéter-catidén (Taylor y col.,
1982), se demuestra la amplia capacidad de 1la nigericina
para formar complejos con los cationes metdlicos Ca(II),

Cu(II1), Fe(III) vy Pr(III) (Tabla VI). De esta manera, se

ampllia el perfil de selectividad iénica de la nigericina en
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relacién a su interaccién con metales divalentes y
trivalentes.

Ademas se observa que la reaccién de formaciédn de los
complejos nigericina-catién sigue una cinética 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 niimero de variables- que faciliten su andlisis.

2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y BIOLOGICAS.

El estudio de las propiedades espectroscépicas de la
interaccidn de 1la nigericina con 1los cationes Ca(II),
Cu(II), Fe(III) y Pr(III), puso en evidencia las
caracteristicas generales mds notables de 1los complejos
poliéter-metal formados, ademas de due mostréd sus
diferencias (Figura 18, Tablas VIII y IX). Estas diferencias
pueden correlacionarse con las propiedades bioldgicas
pbservadas para algunos de los complejos; también permiten
predecir el comportamiento que tendrdn estos complejos al
ensayarse en sistemas bioldgicos modelo.

Sin embargo, la descripcién de las variaciones
estructurales de los complejos no puede ser muy detallada,
ya gque se requiere el uso de técnicas espectroscépicas de
alta resolucidn, que no estuvieron disponibles durante el
desarrollo del trabajo experimental. También es necesaria la

determinacidn cuantitativa de los cambios de estequiometria



que sufre 1la nigericina en las distintas condiciones

experimentales ensayadas.

3. MODELO DE COMPLEJACION Y TRANSPORTE.

La determinacidn de las constantes de formacién de 1los
complejos de nigericina con los cationes monovalentes
alcalinos y con Ca(II) demostrd que no existen diferencias
significativas en la afinidad del poliéter para interactuar

con cationes de diferente tamano y estado de oxidacién

(Tabla X).
Ademds, la correlacidén de estos resultados con datos
publicados -obtenidos en otros sistemas y modelos

experimentales—- permitid hacer la clara discriminacidén de
la clatracién y la solvatacidn y la estabilidad como tres
eventos individuales qgue, con independencia, forman parte y
contribuyen a la secuencia de acontecimientos que ocurren
dentro del proceso general del transporte catiénico mediado

por poliéteres carboxilicos (Figura 25).
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