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Rt:S U M E N 

Los numerosos estudios realizados hasta la fecha sobre la interacción de diversos 
antibiótico9 poliénicos con el colesterol. en ciispersión acuosa, han puesto de 
manifiesto diferencias de magnitud en <l1cha interacción, pero no en loa principios. 
t.n los que la misma está basada. Por el contrario, en el p.resente trabajo se apor­
tan datos experimentales que permiten aclarar la naturaleza y distinto modo de­
acción de las fuerzas intermoleculares en cada caso, estableciendo que la inter­
acción de la etruscomicina con el colesterol da lugar a un complejo con estequio­
metria única y definida, mientras que la de la nistatina con el esterol conduce 
a la formación de agregados moleculares o comicelados de progresiva complejidad. 

S t: MM A RY 

The large number of ~tuóies carried out to date about the interaction of several 
polyene antibiotics with cholesterol, in aqueous dispersión, had ahowed magnltude­
differences in such interaction, but not in the principies on it is baacd. On the­
contrary, in thc present work we endeavoured an experimental study, in order· 
to know on the nature and action mode of the intermolecular forces. lnteraction8' 
between struscomycin-cholesterol, leads to the formation of a romplexe with a 
Hry well described steochiometry. On the other hand, interactions nyetatin-cho­
lesterol. arise the molecular aggregatea or co-micellar structure of progre11ive 
complexity formation . 
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INTRODUCCIÓN 

Las experiencias realizadas por diversos autores encaminadas 
a tratar de averiguar cuál es la naturaleza de las fuer;as que gobier­
nan ia interacción entre lo:; antibióticos poliénicos y los esteroles 
s?n muy numerosas, tanto en aquellos sistemas en los que las sustan­
Clas se encuentran dispersadas en un medio acuoso, como en los que 
el esterol forma parte de modelos lipídicos de membrana, o de mem­
branas naturales (1-5). En general, los resultados obtenidos coinciden 
~n seña_l~r que ~s m?Y. pro~able que la naturaleza principal de la 
~nteracc10~ sea 111drof_ob1ca, sin excluir la posibilidad de que, con una 
1~p~rta11c1a secundaria, se puedan establecer enlaces por puentes de 
h1drogeno que colaboren a estabilizar los complejos formados. 
. Por_ ,10 que se refiere a la estequiometria de . estos compleja.s de 
111terac1on, parece desprenderse de los estudios realizados . hasta la 
fecha, que el número de mo'éculas de esterol por molécula de antibió­
tico es de un orden comparable en todos los casos. En la tabla I, 
tomada de un importante trabajo publicado por Kruijff y Demel (6), · 
se resumen _los datos. que se p~seen hasta el momento a este respecto, 
y que. han sido obtenidos, en diversos sistemas, por diferentes técnicas 
experimentales. . · 

TABLA 1 

.t:.sUquiometría d.: la interacción a11tibiótico poJiénico-rolesterol, obtenida de 
diferentes estwdios 

A"ti/Jldtlco polil1tic11 n 111 IV V 
"'ª"" -~-·---··--- - ------·--

Filipina .••.. . ........ u 0.80 ·0,96 t,2 0,7 1.2 
Anfolerlclna B .... . ... 3.9 s,s 0,7 
Ni1tatlna ............ , 1,2 1,6 
Btruacomlcina ......... 0,6 0,3 1.6 
Piramioina .•. .•... • , •• 1,7 1,5 

l : 1.-:spectro~copía VV aobre colesterol libre e incorporado a lípoaomas, (1), (2). 
11 : Espectroíluorometría sobre coleaterol libre (4). 

lU : Análisis calorimétrico · dUerencial sobre liposomas que incorporan coleste­
rol (1) . I.o• elatos están corregidos para la can~idad de colesterol no 
accesible, en los liposomu, a los antibióticos poliénicos (7). 

1 V : Estudios de permeabilidad sobre rtlulas Je A. laidkrwii conteniendo coles­
terol (7) . 

V : l '. nión a membranas de A. laidlou.ij conteniendo colesterol (S). 
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Pa:ra la filipina, por ej~mplo, que ~a sido la más ampliamente 
est~~1ada, los datos que existen en. la hteratura indican que la inter­
acc1on con ~I .~º!esterol. ~s? aproximadamente, equimolecular; para 
los otros anttb1ot1cos poliemcos los resultados obtenidos con distintas 
técnicas s~n m~s. dispersos, a,unque en general se observa que sólo 
un pequeno numero de moleculas de colesterol interaccionan con 
cada molécula de antibiótico. 

Por nuestra parte, y como aportación a estas cuestiones, hemos 
reahzado el estudio de la influencia de la fuerza iónica de la solución 
y. de 1.a ten:iperatura, sobre la interacción de la etruscomicina y de la 
n1stat1na dispersadas en agua, con el colesterol así como el efectb 
que ejerce la dilución sobre la estabilidad de lo~ posibles comp:ejoa 
forma~os. ~demás, he~os intentado establecer, en cada caso, la 
estequ1ometna de los mismos por medio de la espectrofotometría UV 
basándon<>s en los cambios espectrales ocasionados por la presenci~ 
del colesterol en el medio. Sobre todos estos aspectos no hemos 
encontrado referencia alguna en la bibliografía. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Antibióticos y colesterol 

La procedencia de estos productos, así como su reconocimiento, 
preparación y control de las soluciones madres ya ha sido descrito 
en un trabajo anterior (5). 

Preparación. de las muestras 

Análoga a !~ ya exp':'esta e~ publicaciones anteriores (5). 
En los estudios de la mfluenc1a de Ja temperatura y de la dilución 

en la estabilidad del complejo de interacción, así como para determinar 
la estequiometría del mismo, el medio dispersante era una solución 
tampón 50 mM tris-40 mM HCI de pH ""'7,4. 

En la-s experiencias destinadas a establecer el efecto de Ja fuerza 
iónica, los diferentes valores de este parámetro se obtienen disolviendo 
en el mencionado tampón cantidades crecientes de KCl. Si se atri­
buye e! ~alor de fuerza iónica cer~, a dicho tampón, y no se igualan 
l~s actividades con las concentrac1ones molares, las diferentes solu­
c10nes tenían, como magnitud del citado parámetro O 15 O 30 O 50 
1,0 y 3,0. El pH de estas soluciones se mantuvo sie~p~e 

1

en 'ur: v~lo; 
de 7,45. La concentración de antibiótico fue de l,5 · 10-1 M, y la de 
colesterol de 5,17 · 10-1 M, lo que equivale a una relación molar 
colesterol/antibiótico de 3,45. 
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Medidas espectrofotométricas 

Se realizaron con un espectrofotómetro Shimadzu QV-50. Con 
ellas se estableció el valor de la relación de absorbancias entre los 
picos 3 y 1 de los espectros UV d~, los antib!ótifos, antes y d,espués 
<ie la adición de colesterol, establec1endose as1 el valor del parametro 
A. 3/1, en el caso de la determinación de la e.s!e9uiometría o el (3/l)rel. 
para la medida de la influencia de la fuerza tomca o de la temperatura. 

Medidas esf'ectrofluorimétricas 

Se aplicaron al estudio del ·efecto de la dilución sobre la estabili­
dad del producto resultante ~e. la · interacc!ón . ~ntibió~i~? poliéni~o­
colesterol, en las mismas cond1c1ones de exc1tac1on, em1s1on y medida 
que las empleadas en trabajos anteriores (5). 

RESULTADOS 

Influencia de la fturza i6nica 

El efecto que ejerce la fuerza iónica sobre la interacción anti­
biótico-colesterol queda reflejado en la figura 1, donde se utiliza el 
valor de (3/l)rel. como una medida de la extensión en que se ha 
formado el complejo resultante de aquélla (3, 7). En ~1 caso de la 
etruscomicina, las lecturas de las absorbancias en los picos 3 y 1 de 
su espectro, después de su interacción con el colesterol, se efectuaron 
~uando había finalizado el proceso cinético que se presenta en este 
caso (8). 

Como se puede observar a través de la mencionada figura, un 
aumento de la fuerza iónica no sólo no destruye la interacción, como 
podría esperarse si ésta dependiera de . fuerzas electrostáticas, .s!no 
<¡Ue la favorece ligeramente. La magnitud de este· efecto pos1t1vo 
llega a ser hasta de un 3,7 y 7,1 por 100 del valor a fuerza iónica cero, 
para los sistemas de etruscomicina y nistatina respectivamente. Estos 
resultados son semejantes a los obtenidos por ~orman y col~. (2) 
para t-1 complejo f ilipina-cole!literol, y parecen conf 1rmar que las .mt.er­
acciones hidrof óh¡cas son las de mayor importancia en la asoc1ac16n 
entre el antibiótico y el t>stero1. 
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3/1 REL. 

3.0 

2.5 

2.0 

1.5 

l. 

f 
~____.__ ____ ! 

ID 2.0 
Ft.ERZA IONICA 

3.0 l 
t'ig. 1.-Influencia de la fuerza 1omca aobre la interacción antibiótico poliénico· 

colesterol. Etruscomicjna: &. Nistatina: A,. 

Influencia de la tnnptratur(I 

El efecto de la temperatura sobre las interacciones que estamos 
estudiando se realizó midiendo el cambio espectral a través del pará­
metro {3/l)rel. Las temperaturas a las que se investigó el fenómeno 
fueron O". 10º, 20• y !iOO C. Antes de proceder a la duperaión del 
colesterol la muestra del antibiótico fue incubada durante quince 
minutos ~ la temperatura constante a la que se iba a efectuar la 
experiencia, determinando luego el ,va}or de 3/1,. mediante las corres­
pondientes lecturas espectrofotometncas. Añadido el colesterol en 
la muestra se incuba de nuevo durante otro.s quince minutos a la 
misma temperatura, al cabo de los cuales se procedía a la medida de 
las absorbancias en los picos 3 y 1 respectivos de cada i1istema, obte­
niendo así el nuevo valor de 3/1, y de aquí et del parámetro (8/l)rel. 
Se manejaron dos concentraciones de antibióticos : 3.0 · 10-• M Y 
1,6 · 10-1 M, y una de colesterol: 8,0- · 10-1 M, con lo que reSiUltaba 
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que finalmente e) fenómeno quedaba investigado para dos relaciones. 
molares de colesterol/antibiótico, de valor 10,0 y 2,0, respectivamente_ 
Los resultados obtenidos se reflejan en la figura 2. 
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o 10 10 :ao •o •e 

Fi¡. 2.-lnfluelicia de Ja temperatura sobre la intuacción antibiótico poliénico­
cotuterol. 

En las >estructuras formadas a expensas de lis interacciones hidro­
f óbicas, el factor de la distancia entre las especies reaccionantea u 
de primordial importancia, ya que el origen de la eatabilización ener­
getJCa de estas asociaciones moleculares debe buscarse, fundamen­
tat.ente, en la1 fuerzas de dispersión de London, que se establecen 
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cooperativamente cuando las distancias intermoleculares son adecua­
das. Por esta razón, un aumento del movimiento browniano de la..s 
moléculas, ocasionado por un incremento de la temperatura motiva 
Ja disociación de aquellas estructuras. Este es el resultado ;1 que se 
llega por medio de nuestras experiencias, por lo que a los complejos 
del colesterol con la etruscomicina y nistatina se trata. · 

Et fenómeno al que nos estamos refiriendo se pone claramente 
de manifiesto en presencia de un exceso de colesterol, como refleja. 
la gráfica precedente, en la que a.simismo ~ puede observar cómo 
cursa de una forma casi paralela para los dos antibióticos estudiados. 
Numéricamente se puede comprobar que, en ambos casos, la cantidad 
de complejo antibiótico poliéníco-colcsterol, formado a 40" C, repre­
senta un 85,()7 y 84,46 por 100, del formado a O" e para los sistemas 
que contienen etruscomicina y nistatina respectivamente. Para el 
complejo nistatina-cole&terol, y cuando la mencionada relación molar 
adquiere el valor 2,0, el fenómeno muestra los mismos caracteres 
cualitativos, ~unque 1a variación se hace menos significativa. De 
todo lo anterior ·se desprende que la interacción e8 máxima a O" C. 
Resultados similares fueron obtenidos por de Kruijff y cols. (3) para 
las interacciones de la filipina y anfotericina B, con el colesterol en 
m~~io acuoso,. y para la filipina, anfotericina B, nistatina y etrusco­
m1cma con hposomas y membranas de A. Iaidlawii que contenían 
colesterol. 

En el- caso del complejo de la etruscomicina, y cuando la relación 
molar colesterol/antibiótico toma asimismo el valor de 2,0, el com­
portamiento del sistema presenta unos rasgos característicos que 
juzgamos del mayor interés. Así podemos ver c6mo después de 
un ligero descenso del parámetro (3/l)rel. al pasar de O" a 100 C, 
nos encontramos con que el valor correspondiente a los 20" C iguala 
al obtenido a O" e, continuando ta tónica ascendente hasta los 400 e 
donde el valor del citado parámetro llega a representar aproximada: 
mente un M6,5 por 100 del que corresponde a 00 C. Esto parece 
contradecir el supuesto, enunciado anteriormente, de que la inter­
acción era máxima a la temperatura más baja. Sin embargo, tal con­
~radíciói:t. es, a nuestro juicio •. ~parente. No podemos olvidar que la 
interacc1on entre Ja etruscom1cma y el colesterol está condicionada 
por un proceso cinético (8), que como tal ha de venir influenciado 
en su desarrollo por varios factores, Uno de eltos es· precisamente 
la temperatura, que se encuentra ligada a la constante de velocidad 
por medio de la ecuación de Arrhenius. Desde nuestro punto de 
vista, la interacción, que por la naturaleza de sus fuerza<S está favo­
recida a baja temperatura, ya tien~ lugar a 00 C, pero no en Ja exten­
sión que correspond:rí~ a las cantidades presentes de los reactivos .. 
porque el proceso cmetico es muy lento a esta temperatura. Esto 
mismo parece Válido para e( intervalo de 0"-10" C, V el sistema !OC 

comporta en él de la misma forma a como lo hace cuando la relación 
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mo ar es 10,0, dado que los incrementos de (a/l)rel. son práctica­
mente iguales. Sin embargo, a partir de esta última temperatura, el 
proceso cinético comienza a ser significativo y sus consecuencias se 
l·ef!ejan en el valor del cambio espectral. Así, a 20" C el valor de 
.(a/l)rel. iguala al obtenido a O" C, pero mientras que en este caso 
la extensión que alcanza la interacción es debida a la magnitud de 
las fuerzas que ·la gobiernan, en aquél, en el que, como· hemos visto, 
dicha magnitud es menor, los efectos dt: la puesta en marcha del 
proceso cinético compensan, durante el mismo período de incubación, 
este factor negati\'o, alcanzándose finalmente la formación de una 
misma cantidad de complejo, a juzgar por el parámetro (3/l)rel. 
Por encima de los tO" C, el efecto acelerador de la temperatura es 
más acusado, ..,poniéndose de manifiesto toda la capacidad de 
cambio es.pectral que son capaces de originar las proporciones pre­
sentes de los reacth·os, durante quince minutos de incubación. De 
hecho, en este tiempo y a la temperatura de 40" e, la magnitud de 
dicho cambio ··se aproxima bastante al valor final que alcanza este 
parámetro en el curso del proceso cinétko a 23" C, al cabo de tres 
horas. 

Cuando el coles.terol se encuentra en exceso, como el proceso 
cinético t'S mucho más rápido, se puede estudiar con más claridad la 
influencia de la temperatura ·sobre las fuerzas. de interacción. 

Efecto dt la diluci6ti 

Con el objeto de estudiar la estabilidad de los productos resul­
tantes de la interacción antibiótico-colesterol, frente a la dilución, 
se preparó cada uno de ellos en la forma habitual, caracterizándolos 
por medio de la lectura de un valor estable en su señal de fluores­
cencia, que coincidía con los de experiencias anteriores. Una vez 
logrado esto se procedía a diluir progresivamente cada sistema con 
la solución fondo en la que habían sido preparados, de forma que la 
concentración final resultaba ser de hasta l/2r'l6 veces la original. 
Preparada11 en cada caso las series, se efectuaron las lecturas de la 
seftal dt. fluorescencia correspondiente (a). La concentración de los 
antibióticos en las muestras sin diluir er·a de 7,5 · 10-1 M, ·y la de 
~olesterol de US,0 · 10-1 M y 30,0 · 10-1 M, que corresponden a las 
relaciones molares colesterol/antibiótico de 2,0 y 4,0. 

Los resultados obtenidos se reco&'en en las figuras 3 y 4, 
donde se representan los valores de cada lectura, mu!tiplicados por 
-el correspondiente factor de dilución, frente a una coordenada que 
expresa esta última variable. 

Como se puede observar, una progtt~iva dilución lleva, aparen­
temente, a la destrucción del complejo nistatina-colesterol, mientraa 
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-<JUe, por el contrario, el complejo formado por la etruscomicina y 
.el colesterol no se ve afectado en absoluto por este fenómeno. 

Para el sistema que contiene nistatina, la representación gráfica 

1 S F 
• hc.•;I. 
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•o 

110 

,,. .. ... ,,, 
........ ·-···-·- ..... · 

o¡_ __ ...,. ____ .._ __ ..,..__ __ ...., ____ .i,... __ ~--~~--~~--rr.r-
~ 1 ~ 4 1 11 H 

11 lUIDN-1 

Fig. 3.-l::fecto de la dilución sobre la estabilidad del producto de la interacción 
-de la nístatina con el colesterol. Concentración inicial del antibiótico : '1,3 • 18-• M : 

relación molar colesterol/antibiótico: 4 - A y 2 - A. 

'de los datos obtenidos nos permite comprobar, que cuando la relación 
·molar colesterol/antibiótico vale 4,0, el complejo que resulta parece 
ser estable dentro del rango de concentraciones de colesterol com­
·prendido entre 9,38 ·lO-T y 2,34 · 10-r. M, que corresponde al rango 
de concentraciones de antibiótico de 2,34 · JO-' y 5,86 · 10-• M. Cuando 
1a mencionada relación molar vale 2,0, aparecen dos situaciones se· 
uiejantes de estabilidad. La primera comprende el rango de concen-
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traciones de cole.sterol de 3, 75 · 10-• a 9,38 · 10-r M, correspondiente­
ª las concentraciones de antibiótico de 1,88 · 10-• a 4:,69 · 10-' M, T 
Ja · segunda abarca, para el colesterol, las concentraé:ione~ .co~pren­
didas entre 4,69 · 10-1 y 2,34 · 10-'- M, y para el ant1b16tico de: 

. 100 

'º 

o o o 
0 o 

'º 
·•-·-•--·------... -·-·!.: ________ ~-·-·¡·---. 

:110 

o+----!o----~t----~.----~.~--~,~.---=~~1----=1~.--~,~.~.--~.~.~.­
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Fic. 4.-Efecto de la dilución 10bre ta atabilidad del producto de Ja interacció,. 
de Ja etnaacomicina con el cole1terol. Concentración inicial del antibi6tico : 

1.~ · 10-• M; relación molar colesterol/antibiótico: 4 --O y 2 - •· 

2,8' · 10-1 a 1,17 · 10-' M. A través de estos datos podemos compro-· 
bar que ambOe sistemas sólo tienen un campo de existenda comúrr 
que es el que corresponde a las concentraciones de colest~ro1 ~om­
prend1das entre los valores 4r,89 · lO-t: y 2,3' · 10-' M, 1nclus1ves. 
Entre estos límites, el producto de la interacción entre ·la ntstatina: 
y el colesterol tiene las mismas características, a jugar por la seftaT 
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..de fluorescencia y su comportamiento frente a la dilución, con inde­
pendencia de que Ja relación molar inicial colesterol/antibiótico valga 
-4,0 ó 2,0. 

En el caiso del complejo etruscomicina-colestero\, como ya hemos 
mencionado, la dilución no parece afectar a la estabilidad del sistema, 
y, salvo unas pequeñas desviacio?es en los .valor~s límites, que se 
puede atribuir a un esperado fenomeno de ftltro mterno, los resul­
-tados son muy satisfactorios, mostrando cada una de las relaciones 
molares su propio valor de la señal de fluorescencia. 

ESTEQUIOMETRÍA DE LAS INTERACCIONES 

a) Nistalit1a-colesterol 

Para tratar de establecer la estequiometría de la interacción nis­
·tatina-colesterol se determina la variación del parámetro /J. 3/1 con 
respecto a concentracionei; crecientes de colesterol, para ca~tidades 
tijas de antibiótico. La presencia de una meseta en el perfil de la 
representación de /J. 3/1, frente a la concentración de colesterol, se 
atribuye a que en esas condiciones se forma un comp!ejo estable. 
La relación molar entre sus constituyentes queda así definida, dentro­

-del error experimental, por el comienzo de la misma, suponiendo 
que la magnitud del cambio de 3/1 es proporcional a la cantiáad de 
complejo formado, de acuerdo con los estudios de Norman y cols. (2) 

.en el caso de la interacción de la filipina con el colesterol. 
Como se puede ver en las figuras 5 y 6, que son tan solo una 

muestra del conjunto de nuestras experiencias, parece •ser que de la 
interacción de la nistatina con el colesterol no surge un solo producto, 
:sino un total de hasta cuatro. Reagrupados todos los res.ultados 
obtenidos, podríamos decir, en primera instancia, y dentro del rango 
·de relaciones molares colesterol/antibiótico investigados, que estas 
cuatro formaciones poseen las siguientes estequiometrfas : 

J II nr IV 

0.4-0.6 1.2-1,7 :u-u 3.0-8.8 

Estos datos confirman la existencia de un agregado de estequio­
mería 1,2-1,7, ya citado por Norman y cols. (1) a partir del análisis 
·calorimétrico diferencial realizado sobre liposomas que incorporan 
-<:o1esterol, y por de Kruijff y cols. (7), en sus estudios de permea­
l>ilidad en célulais de ·A. Laidla'Wii que contenían colesterol. 
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b) Etruscomicina-colesterol 

El planteamiento, en este carn, es el mismo que en el sistema· 
anterior, salvo que aquí, debido a la existencia de un proceso cinético. 
en la interacción, las medidas fueron realizadais al cabo de tres horas 
de incubación a 22" C, es decir, cuando el parámetro f1 3/1 ya per-

'·"' 

1,17 

COLHTll'IOL to-'M 

Fig. l\.-Nistatina en medio acuoso. Vnriación de A 3/1 con la concentración de­
coleaterol. Concentración del antibiótico: 1 ,n · 10-• M - e y JO • 10-• M - Q. 
l.as cifras al comirnro de la1 mesetas indican d valor correspondiente a la rela-

ción molar colfSterol/nistatina. 

manecia constante. Al igual que en el sistema que incorporaba nis­
tatina, las experiencias se realizaron con diferentes concentraciones 
de antibiótico. La figura 7 es un ejemplo del tipo de perfil de 'a 
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variac1on de A 3/1 con Ja concentración de coles.terol, en este caso. 
Aquí la adición de cantidades crecientes de colesterol parece provocar 
un crecimiento indefinido del parámetro A 3/1, sin que surja ninguna 
situación de estabilidad, semejante a la que en el sistema nistatina­
colesterol daba lugar a la aparición de dive~s mesetas en esta 
misma representación. 

Un análisis matemático de las curvas obtenidas demuestra que se 

,61 
. T 

'lt.H 

o.t 

0 .1 

10 !COLE5TEllDL)10"1 • 

Fíg, 6.-Nir.tatina en medio acuoso. Variación de /¡ 8/1 con la concentración de­
colesterol. Concentración del antibiótko: 1,0 · 10-1 M. Las cifras al comienzo 
de las meseta,s indican e\ corTeapondiente valor de la relación molar colesterol( 

· nistatina. 

trata de una familia de hipérbolas equilátéras. Norman y cola. (2) 
en el estudio de la estequiom~a del complejo filipina-colesterol. 
encontraron que la represéntáción gráfica del parámetro A 3/1 frente 
a la concentración de colesterol presente en el medio, al comienio de­
la interacción, daba lugar asimismo a una hipérbola equilátera, cuya 
asíntota era paralela al eje en el que se representaban las concentra­
ciones de colesterol. En el citado trabajo, estos autores determinan 
la estequiometría ·· del comp!ejo filipina-colesterol a partir de una 
familia de curvas que son semejantes a las obtenidas por nosotros, 
pero con la diferencia ya res~ftada en cuanto a taa características dét 
asintotismo de aqUéllais. 

Nosotros hemos desarrollado un planteamiento semejante basado. 
en Jas siguientes corisideracic>nes. A las · cu.rvas obtenidas · 1e1 corres-



ANALES DE LA REAL ACADEMIA DF. FARMACIA 

pande una asíntota que es paralela al eje que representa los valores 
de a 3/1. Sin que podamos explicar la razón profunda que motiva 
esta conducta, lo que sí podemois afirmar es que la forma de la curva 
surge como resultado de una tendencia mucho más rápida a la anula­
ción de la absorbancia en el pico 1 del espectro UV del antibiótico, 
.que la que corresponde al pico 3, después de la interacción del mismo 

0.4 

Q2 

o 3.0 9,0 2.o IS.O • 
COLESTEROL IO·• M 

ft"i¡. 1.-Etrutcomicina en medio acuoao. Variación de 111/1 con la concentración 
de coleaterol. Concentración del antibiótico: 7,15 •l ... ' M. 

-con el colesterol, lo que hace que ~ 3/l tienda a infinito. En la prác· 
tica uto no es así, y la curva no tiene un campo de existencia real 
más allá de los valores consignados ; de hecho, sucesivo¡ incrementoa 
de la concentración de colesterol provocan una ruptura en las carac­
terlatic:M de crecimiento de la curva. Sin embargo, en su campo de 
existencia, la misma es válida para establecer la estequiometria de 
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la interacción etruscomicina-colesterol, como vamos a tratar de 
demostrar. 

En la figura 8 se muestra una de las posibilidades de cambio de 
ejes que sobre una hipérbola del tipo: .:v · x = a, daría lugar a una 
representación gráfica semejante a la obtenida por medio de nuestros 
resultados experimentales. Sin c:mbargo, un análisiis matemático de 
la tr~nsfor~ación nos indica que la . ~cuaci,ól! que surge después de 
la misma, impone que la representac1on grahca del inverso de a 3/1 
frente al inverso de la concentración de colesterol re l. sea una 

y 

)-

X Xo 
xo 

y' 

X 

Fig. 8 

iínea recta del tipo de la incluida en la citada figura. Los hechos 
que se desprenden de dicha representación, sin embargo, no están 
de acuerdo con los resultados experimentales, ya que, como se 
puede ver, 1a misma implica una disminución progresiva del valor 
de A S/J a medida que aumenta fa concentración de colesterol. Dicha 
transformación, por lo tanto, no resulta válida. 

Por el contrario, si aceptamos el esquema indicado en la figu 
ra 9, la situación cambia bastante En efecto en este caso la 
ecuación de la curva, que en el sistem:i de refe~encia (X, Y) es-: 
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x ·y =-a, en el sistema (X', Y') es, como se puede demostrar: 

o lo que es idéntico : 

de donde surge : 

y' 

Yo= 

~8/1 = 
-y. [e] 

[c]-s 

1/ ~ = (x/y) • 1/[c] -1/y 

y 

en la que hemos imstitutido 4 3/1 por A. Como se ve, en la repre­
sentación gráfica de l/A frente a l/•[tl, se obtiene una recta del 
tipo de la incluida en la figura 9, y en la que ahora se cumple que 
a concentraciones crecientes de . colesterol corresponden valores ere· 
cientes de ~ S/l. 
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Los parámetros x e y son dos constantes, ya que se tHta de las 
coordenadas del origen del sistema de referencia (X', Y') con res­
pecto al (X, Y), y su significado físico es el siguiente. 

Si en Ja ecuación de Ja recta, hacemos : 

1/c = O, tendremos: l/ ~ = -1/y 

Entonces, independientemente del signo, que en este caso no 
tiene un sentido físico, es evidente que 'Y representa un determinado 
valor del parámetro .1 :vi. De acuerdo con la ecuación de la curva 
en el sistema de referencia (X, Y). 

- s •y = - s/2 (y + y 0 ) 

!\lego: 

Otorgando a los símbolos su significación, tenemos: 
x = concentración necesaria de colesterol para producir el valor 

máximo, teóricament~ _ infinito, del parámetro A 3/1. 
x /2 = mitad de la concentración de colesterol necesaria para pro­

ducir el valor máximo del parámetro a 3/1. 
)'o = valor del parámetro ~ 3/1 correspondiente a la mitad de la 

concentración de colesterol necesaria para producir el valor 
máximo de a 3/1. 

El valor de x .se obtiene en ce.da caso por medio de la abscisa en 
el origen de 1a representación l/~ frente a 1/c. 

Por el mismo tipo de razonamiento que el expuesto por N orman 
y cols (2). es de esperar que si el complejo etruscomicina-colesterol 
tiene una estequiometría definida, Ja representación de una serie de 
concentraciones de antibiótico frente a ia concentración de colesterol 
necesaria para dar . lugar al valor máximo de A 3/1, esto es, cuando 
en la solución ya no se encuentra el antibiótico libre, sino que todo 
él está formando parte del complejo, y mostrando, por tanto, su 
propio valor de la relación ~/l, ésta sea una línea recta de cuya pen­
diente obtengamos el valor de la razón ~stequiométrica: mol~culas de 
colesterol¡moléculas de etruscomicina. 

Por otra parte, queda así establecida la diferencia entre los pará­
metros empleados por Norman y cols. en el citado trabajo, y los 
utilizado~ por nosotro.s. Así, mientras que ellos determinan la con­
centración de colesterol necesaria para producir la mitad del valor 
máximo de a 3/1, punto en el que suponen que las concentraciones 
de complejo y antibiótico libre son iguales, nosotros podemos deter­
minar precisamente la concentración de colesterol que provoca dicho 
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cambio máximo, instante en eJ que ya no hay antibiótico libre en 
~] .medio. 

La figura 10 representa una aplicación ·de las anteriores hipótesis 
a nuestros datos experimentales. Para la construcción de este tipo 
<le rectas hemos aplicado el método de los mínimos cuadrados a Ja 
dispersión de los puntos experimentales, con e1 fin de determinar 
la ecuación de las rectas de regresión correspondientes, y asi poder 

1 
ó. 

18 

16 

12 / 

) 

4 l/(C)·I05· 
fi¡'. 10.-Hepresentación gráfica de l / A frente a 1¡, para determinar la caneen· 
traclóu nec:enria de colesterol para lo¡rar el valor máximo de A 8/1. Concentración 

de etruscomicina: '1 JS ·JO-• M. 

hallar, con el mínimo error. los respectivos valores de cada una de 
las abscisas en el origen. En algún caso, en lugar de utilizar los 
valores experimentales se ha manejado el valor teórico predecible por 
la curva, eon 1o que se lograba una .correlaci6n lineal más ajustada . 
. Ctia11do se ha efectuado este cambio, el mismo ha afectado casi 
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siempre al valor más bajP de 6. 3/l -uno o dos puntos- que eran 
también los que por su pequeña magnitud podrían contener mayor 
error. Los valores de los factores de correlación encontrados fueron 
del orden de 0,999. 

Averiguadas cada una de las concentraciones de colesterol capé¡lces 
de producir, en cada caso, el valor máximo de A 3/1, se. procedió a 
Ja representación gráfica de . .Jas concentraciones de etruscomic'.na 
frente a aquéllas. El resultado se muestra en la figura 11. pudiendo 
comprobarse que, en efecto, se produce una relación lineal que prueba 
la existencia de una única y definida estequiometría en ta interacción 

C/ E • 4,5 

10"1 1111 (C 1 

Fig. 11. 

de Ja etruscom1cma con el colesterol, cuyo valoi, deducido, comq 
hemos dicho, a través de la pendiente de la recta, corresponde a '·' 
moléculas de colesterol por cada molécula de antibi6tico. 

El valor estequiométrico hallado por nosotros es superior a loa 
que se pueden encontrar en la bibliografía, y que, obtenidos ~ 
diversas técnicas, difieren significativamente entre sí. Por el momento 
no disponemos de argumento.s suficientes que nos permitan aclarar 
los motivos de tales discrepancias. 
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D1scus1óN 

Del estudio de ia influencia de la fuerza iónica y la temperatura 
sobre la interacción antibiótico poliéníco-colesterol. surgen nuevos 
dato..; q_ue apoyan la supo~ición de que las fuerzas que desempeñan 
el principal papel en la misma son fundamental~ente de: naturaleza 
hidrofóbica. Sin embargo, a pesar de que las mteracciones de la 
etruscomicina y de la nistatina con el colesterol muestran, en términos 
generales, unas características semejantes. hecha abstracción. d~ la 
magnitud de cada una de ellas, algunos resultados parecen md1car 
que txisten diferencias de hase entre una y ctra. Así, aparte de las 
ya señaladas en trab~j?s anteriores (á, 8), hay que conside~ar ,que 
el complejo etruscom1c111a-colesterol es estable frente a la dducion. 
a juzgar por la variación de la intensidad de la señal de fluorescencia 
con !a misma, al contrario de lo que ocurre ccn el que corresponde 
al formado por la nistatina y el colesterol, ya que el descenso que 
se produce, en este caw, en el anterior parámetro, es superior al 
que cabría esperar por la simple dilución del sistema, lo que parece 
indicar que con la misma tiene lugar la disociación del producto 
resultante de esta interacción. 

Por otro lado, el estudio estequiométrico, por espectrofotome­
tría UV, de ambas interacciones, en un medio acuoso, demuestra 
que mientras que la etruscomicina da lugar a la formación de un 
complejo con una estequiometría única y definida, en la que aproxi­
madamente dos moléculas de este antibiótico .se unen a nueve de 
colesterol, la interacción de éste con la nistatina ofrece distintas 
posibilidades de agregación, que dependen del valor que alcance la 
relación molar colesterol/antibiótico y que son, al menos, cuatro, 
dentro del rango de relaciones molares qne se han investigado. 

Por estas razones, pensamos que hay que considerar la posibilidad 
de que de la interacción de la etruscomicina con el colesterol surja 
una asociación cerrada, en lá qu~ muy posiblemente exista un equi­
librio entre el complt'jo resultnnte y sus constituyentes, mientras que 
en el caso de la interación de la nistatine1. con el colesterol los resul­
tados ohtenidos parecen indicar que se podrla estar produciendo 
un tipo de asociación abierta. o bien que en et fenómeno ccexistieran 
dos o más procesos cte asociación abierta y cerrada en forma com­
plementaria. Este último modo de comportamiento es asimilable a 
un proceso de polimerización por condensación, y en cierta forma 
recuerda a la respuesta de Jos sistemas micelares frente a un incre­
mento de la concentración de la sustancia anfíJica. 

Todo ello nos sugiere que, mientras que la asociación de la nista­
tina y el colesterol pudiera tener lugar, tan sólo, como resultado de 
la interacC'ión entre tstos productos y el medio en et que se encuen-
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tran con la consiguiente tendencia a la formación de agregados 
rno!;culares o comicelados, integrados por moléculas de ambas sus­
tancias, que exhiben una edificación progresiva de su estructura a 
medida que aumenta la relación molar colesterol/antibiótico, la inter­
~cción de la etruscomicina con el colesterol, permite que sus moléculas 
.se encuentren a la distancia adecuada para que la acción de fuerzas 
de corto enlace originen una asociación, que, tanto desde el punto 
de vista estereoquímico como esteoquimétrico está perfectamente 
definida. En este fenómeno podría tener una influencia importante 
el tamaño y forma de cada uno de los antibióticos en relación con 
el colesterol. 

Las diferencias existentes entre un sistema y otro de antibiótico, 
en su interacción con el colesterol, podrian ser debidas. precisamente, 
a la posibilidad de que se establezcan las mencionadas relaciones 
intermoleculares, una vez alcanzadas Ia.s distancias implícitas en un 
primer proceso de agregación, lo que se relaciona con la magnitud 
de las mismas y, lo que es más importante, con su efecto cooperativo 
sobre la estabilidad del sistema. 

Para finalizar, apuntemos la posibilidad de que estas diferencias 
<}Ue se observan entre el modo de interaccionar los dos antibióticos 
con el colesterol, en un medio acuoso, tenga también su reflejo en 
la forma de actuación de aquéJlos sobre la membrana plasmática, por 
lo que, en nuestra opinión, es predso diseñar nuevas experiencias 
que, comprendiendo sistemas modelo o membranas biológicas, ayu­
den a clarificar estos extremos. 
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