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RESUMEN

La anfotericina-B es un antimicdtico que ha sido estudiado desde hace
tiempo tanto por su importancia farmacoldgica como por el interés en el
entendimiento de la relacién estructura-funcién de los canales iénicos. Se
ha propuesto que el canal de este antibidtico estd formado por un ’barril’
de mondémeros y que la presencia de esteroles en la membrana es necesaria
para la formacién del poro. En el presente trabajo, por medio del uso de la
técnica de formacion de bicapas artificiales en la punta de un microelectrodo
de patch-clamp a partir de una monocapa de fosfolipidos (asolectina de soya)
presente en la interfase aire-agua de una suspensién de liposomas, nosotros
mostramos que los canales unitarios de anfotericina B que aparccen en una
membrana que contiene colesterol, también se observan cuando ésta carece
de esteroles. A partir de estos resultados nosotros proponemos la idea de
que el papel de los esteroles en la formacion del canal de anfotericina B esta

relacionado con los efectos que éstos producen en la estructura misma de la

membrana en lugar de una accién directa en la formacién del canal.



ABREVIATURAS

Col Colesterol

DC Dicroismo circular

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido desoxirribonucleico

ESR Espectroscopia de spin electrénico
Kapp Constante de asociacién aparente
LUV Vesiculas unilamelares grandes
MLV Vesiculas multilamelares

RNA Acido ribonucleico

[510AY% Vesiculas unilamelares pequefias
TEA Tetraetilamonio



INTRODUCCION

Las membranas biolégicas juegan un importante papel en las funciones
celulares. Entre ellas destaca su importancia como aislante del medio, que
permite el transporte de nutrientes al interior de la célula y como la matriz
de una gran cantidad de enzimas y otras proteinas que llevan a cabo la
transduccién de energia y la transduccién de senales.

Para el transporte de compuestos dentro y fuera de la célula existen en
la membrana una gran variedad de canales, acarreadores y bombas.

El estudio de los canales idnicos se encontraba limitado exclusivamente
a células grandes, pero con el advenimiento de la técnica de patch-clamp,
ideada por Neher y Sackmann (1976), ha sido posible su estudio en practica-
mente cualquier tipo celular. Se ha descubierto que los canales idénicos par-
ticipan en infinidad de procesos celulares.

El uso de antibidticos como sistemas modelo del transporte celular a im-
pulsado enormemente el conocimiento en este campo. Algunos de estos an-
tibidticos son los llamados poliénicos como la anfotericina B que se propone
actiia formando poros en la membrana. Por su estructura simple, resulta mas
sencillo modelar el poro de la anfotericina B que el de los canales biolégicos
comunes. En el presente trabajo presentamos a la anfotericina B como un
modelo de poro biolégico, ya que a pesar de su estructura simple, presenta
caracteristicas similares con los canales de las células. Ademads csperamos
que un mayor conocimiento a nivel molecular del funcionamiento del poro de

anfotericina B nos permita mejorar en el futuro su accién como antimicético.



ANTECEDENTES

En el remoto afio de 1665, Robert Hooke describia por primera vez la
apariencia microscépica de los hongos (Gooday, 1977). De entonces para
acd, el conocimiento de los microorganismos, de las enfermedades infecciosas
¥y de su tratamiento se ha incrementado enormemente. Las enfermedades
causadas por hongos y los agentes antimicéticos han recibido menor atencién
que las causas y curas de aquellas enfermedades debidas a sus contrapartes
mads virulentas, las bacterias y los virus. Los hongos resultan ser los patégenos
mas insidiosos, puesto que son cucariotes y por lo mismo, presentan menos
diferencias estructurales y metabdlicas con las células animales, las cuales
podrian ser aprovechadas para lograr un tratamiento terapéutico eficiente.

Ultimamente, el interés por las micosis y los antimicdticos se ha incre~
mentado debido a varias razones:

En primer lugar, la incidencia de las infecciones debidas a hongos ha au-
mentado por diversas causas, entre las que destacan el uso de antibiéticos
de espectro amplio, el uso de esteroides, asi como de drogas citotéxicas e in-
munosupresoras y a enfermedades inmunosupresoras como el SIDA. Los efec-
tos secundarios de todos estos firmacos generan condiciones ideales para el
crecimiento, multiplicacién y diseminacién de hongos patégenos oportunistas.

En segundo lugar, estudios recientes han contribuido con una descripcién
detallada de la célula micdtica, su composicién y sus vias mectabdlicas, per-
mitiendo entender la manera en que actdan los agentes fungicidas.

Con excepcidn de ciertas dermatofitas que son patdégenos obligados, los

hongos patdgenos tienen una existencia sapréfita y su actividad patogénica

es fortuita en su ciclo de vida normal. De acuerdo a Kerridge (1980), los

hongos patégenos pueden ser divididos en aquellos hongos que pueden in-
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fectar a un hospedero sano normal (por ejemplo, Histoplasma capsulatum y
Coccidioides itnmitis), y en aquellos patdgenos oportunistas (por ejemplo,
Aspergillus fumigatus y Candida albicans) que cominmente solo infectan a
pacientes cuyos mecanismos de defensa normales estin dafados.
Antibidticos poliénicos.

El 55% del los antibiéticos descubiertos entre 1945 y 1978 provenian de las
bacterias gram positivas formadoras de esporas y de micelio, actinomicetos,
principalmente del género Streptomyces. Dentro de esta gran variedad se
encuentran los antibidticos poliénicos. Desde su descubrimiento, fue notorio
que estos antibidticos eran téxicos para los hongos pero no para las bacterias
(Hazen y Brown, 1951).

Por lo regular estos compuestos se extraen del micelio del organismo o,
en algunas ocasiones, del cultive completo. [l aislamiento del antibidtico
puro ha mostrado por lo general ser extremadamente dificil debido a su baja
concentracién en el medio de cultivo.

Estructura quimica.

El primero de estos antibidticos en ser descubierto por Hazen y Brown
en 1950 fue la nistatina, que es producida por el actinomiceto Streptomyces
noursei. A partir de entonces se han aislado alrededor de 200 de estos com-
pucstos y solo unas 40 estructuras han podido ser dilucidadas total o par-
cialmente.

Los antibidticos poliénicos se caracterizan estructuralmente por un largo
anillo macrdélido de 20 a 44 micembros, el cual esti compuesto por dtomos
de carbono cuyo cierre es efectuado por la formacién de un éster o una lac-
tona. La presencia de la lactona les confiere un pico muy caracteristico en
el espectro infrarrojo. Dentro de este anillo de macrolactona se encuentra

un sistema de dobles enlaces conjugados que es el cromdéforo responsable de
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la absorcién electrénica en la regidén ultravioleta del espectro. De hecho, el
nimero de dobles enlaces conjugados presentes es la base para la clasificacién
quimica de estas sustancias. Asi, los polienos con 3, 4, 5, 6 o 7 dobles en-
laces conjugados son descritos como trienos, tetraenos, pentaenos, hexaenos
o heptaenos, respectivamente.

Otro rasgo caracteristico de estos compuestos es la abundancia de grupos
hidroxilo presentes en su molécula. Estos grupos por lo general se encuentran
distribuidos a lo largo del anillo macrdélido en atomos de carbono alternados.
El miimero de grupos hidroxilo varia de seis a catorce en estos antibidticos.
La presencia por un lado de los grupos hidroxilo y por el otro de los dobles
enlaces confiere a los antibidticos poliénicos una propiedad quimica adicional:
el ser moléculas anfifilicas o anfipdticas.

La anfipatia de estas moléculas les confiere propiedades de solubilidad
especiales. Los antibidticos poliénicos purificados muestran poca solubilidad
en agua y en solventes orgdnicos como alcoholes, ésteres o éteres. Por el
contrario, estos compuestos pueden ser disueltos por disolventes orgidnicos
muy polares, tales como el dimetilsulféxido (DMSO) o la dimetilformamida
(DMF). Estas soluciones pueden luego ser diluidas con agua para obtener
concentraciones de antibiéticos por encima de 50-100 ug.

Muchos antibiéticos poliénicos tienen una carga neta conferida por la
presencia de un grupo amino, un grupo carboxilo o ambos. En este iltimo
caso su molécula tiene un cardcter zwiteriénico.

El grupo amino presente en algunos de los antibidticos poliénicos estd

asociado a un amino azidcar que estd unido al anillo macrélido a través de
En todos los casos, este carbohidrato ha resultado

un enlace glucosidico.
La forma

ser una micosamina, es decir, una 3-amino-3,6-dideoxymanosa.

a-piranosa del anillo de la micosamina es generalmente mads estable que la



forma a-furanosa.
Anfotericina B

La anfotericina B es el mas estudiado de los antibiéticos poliénicos por
su importancia terapeiitica en infecciones internas causadas por hongos.

La anfotericina B es el fungicida mds efectivo de los dos antibidticos
aislados de la cepa M4575 de Streptomyces nodosus, proveniente del fango
del rio Orinoco (Venezuela), cultivada bajo condiciones definidas y reguladas
(Gold, et al., 1956; Vandeputte, et al., 1956). La diferencia entre ambos
antibidticos es que la anfotericina B es alrededor de diez veces mads efectiva
que la anfotericina A en inhibir el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.
Esta sustancia se acumula como sedimentos en el micelio y en el medio de
cultivo, del cual se extrae con isopropaneol a pH 10.5. Su férmula empirica es
Ca7H:30,7 N (Borowski, et al., 1970) y tiene un peso molecular de 924.1.

La anfotericina B es el tinico antibiético poliénico para el cual tanto su

estructura quimica como su conformacién absoluta son conocidas (figura 1).



Enlace ester Anillo cetal

Cadena Poliénica

Antillo micosamido

Figura 1. Estructura de la molécula de la anfotericina B.
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Mechlinnski et al. (1970) y Ganis et al. (1971) prepararon un derivado N-
iodoacetilo de la anfotericina B, el cual fue usado como el derivado de Atomo
pesado necesario para el andlisis del: cristal por difraccién de rayos X, ya
que la anfotericina B sin modificacién alguna no pudo ser cristalizada. Este
derivado es biolégicamente activo de tal forma que es permisible equiparar
la estructura y conformacién de este derivado con las de la anfotericina B.

Su molécula consta de un largo anillo rectangular de macrolactona con
una micosamina y de un anillo cetal en uno de sus cxtremos, al cual se
le conoce como cabeza. El anillo macrélido de este compuesto coutiene 37
atomos de carbono y posee dos segmentos claramente diferenciables. Un
segmento hidrofébico del carbono 19 al 34 que presenta siete dobles enlaces
conjugados (heptaeno). El andlisis de su espectro de absorcién electrénica en
el ultravioleta y el andilisis de la cristalografia de rayos X de la anfotericina B
indican que todos ellos estdn en la conformacién trans (Ganis, et al., 1971).
Paralelo a este segmento hidrofébico se encuentra un segmento hidrofilico
del carbono 1 al 15 y que presenta sietc grupos hidroxilo libres. Los.grupos
hidroxilo de los carbonos 8, 15 ¥ 35 son ecuatoriales, mientras que aquellos de
los carbonos 3, 5, 9, y 11 estdn en la configuracién axial con respecto al anillo
de macrolactona y apuntan hacia el mismo lado del plano. Ademsds, cdlculos
de minimizacién de la energia conformacional de la molécula de anfotericina
B realizados por Rinnert y Maigret (1981) apoyan la consideracién de que
la conformacién del anillo de macrolactona en solucién es cercana a la del
cristal .

Anexo al anillo de macrolactona hay un anillo cetal ciclico de seis miem-
bros que une los dtomos de carbono en la posicién 13 (qgtqna) y 17 (hidroxilo).
La micosamina se une a través de un enlace ﬁ—‘glyucdisx"d'iﬁcko 'afgrupo hidroxilo

del carbono 19 que se encuentra en un extfgqié:'de.: la’ molécula. Tanto el
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anillo cetilico como el anillo de piranosa de la micosamina se encuentran en
conformacién de silla. La cola de la molécula de anfotericina B presenta un
grupo hidroxilo en el carbono 35 y contine 14 centros asimétricos, los cuales
estan en el anillo macrélido lactona.

Al igual que los otros antibidticos poliénicos, la anfotericina B es muy
poco soluble en agua cuando el pH estd por arriba de 2 y por debajo de 11,
es decir, es un anfétero. Este comportamiento se debe a la amina primaria
de la micosamina y al grupo carboxilo del carbono 16 del anillo cetal.
Espectroscopia.

Los antibidticos poliénicos se caracterizan por tener un intenso espectro de
absorcién en el ultravioleta. Estos son muy similares y se deben al sistema de
dobles enlaces conjugados del anillo de macrolactona (Oroshnik, et al.,1955).
Cuando estos compuestos se disuelven en dimetilsulféxido absorben entre
los 300 y 450 nm. La longitud de onda exacta de absorcién depende de
la longitud de la cadena poliénica y del indice de refraccién del disolvente.
El espectro presenta una estructura vibridnica y por lo general se observan
cuatro bandas.

Exactamente a la misma longitud de onda se observan ligeras bandas
de dicroismeo circular (DC). Puesto que el coeficiente de extincidén de estos
antibiéticos es muy alto, sus espectros de resonancia Raman son intensos y
pueden ser registrados a muy bajas concentraciones. Sin embargo, su sefal
es poco afectada por el entorno de la molécula.

Los antibiéticos poliénicos son solubles en agua a muy bajas concen-

traciones como 1078Af. A mayores concentraciones, las bandas cambian
ligeramente y una ancha banda sin estructura aparece en el lado azul de
espectro, la cual corresponde a un doblete dicroico muy intenso y que es

interpretada como una banda exciténica. En presencia de lipidos, proteinas
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o lipoproteinas, las bandas de longitud de onda de mayor absorcién de los
antibiéticos poliénicos en agua se modifican y conconﬁtantemente, la banda
exciténica desaparece. Los cambios que se observan en los espectros de DC
son similares, pero aportan mayor informacién, porque dichas bandas pueden
cambiar de signo e intensidad de acuerdo a la naturaleza del lipido con el
cual interactiie.

Los polienos con cadenas menores como dienos, trienos, tetraenos fluore-
cen y registran cambios de su fluorescencia en presencia de lipidos; pero los
polienos heptaenos como la anfotericina B no presentan fluorescencia.

En agua, bajas concentraciones (1073M) de anfotericina B generan un
espectro de absorcién electrénica similar al de ésta en dimetilsulféxido. Se
observan cuatro bandas entre los 420 y 320 nm (409, 385, 365 y 347 nm)
(Bolard, et al.,1980). Conforme aumenta la concentracién de la anfotericina
B en agua, el espectro sc modifica progresivamente y arriba de 10~ M se
observa un espectro totalmente nuevo. Las bandas cerca de los 400 nm son
remplazadas por otras a 420, 385 y 360 nm y una intensa y amplia banda se
genera aproximadamente a 340 nm (Bolard, et al.,1980).

El dicroismo circular a bajas concentraciones de anfotericina B presenta
cuatro bandas positivas a 409, 385, 365 y 347 nm. Los espectros de DC de
la anfotericina B en dimetilsulféxido y en 75% de etanol a concentraciones
de 10-* M o menores muestran bandas positivas a 412, 385, 361 nm y un
hombro a 352 nm. Estas bandas son caracteristicas de sistemas conjugados.
La estructura fina vibracional observada en esta regién de longitud de onda
muestra que la molécula existe como mondémero (Balakrishnan y Easwaran,
1993).

El espectro de dicroismo circular es altamente dependiente de la polaridad

del disolvente. La anfotericina B en agua y en disolventes no polares como
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el cloroformo y el acetonitrilo a concentraciones de 10~5-10~* M presenta un
espectro de dicroismo circular con un fuerte doblete centrado alrededor de
los 342 nm con una intensa banda a 328 nm y gran elipticidad. El doblete
dicroico ha. sido atribuido a la agregacién de la anfotericina B organizada
en una estructura asimétrica. La banda positiva de dicroismo circular es un
indicador del grado de agregacion del antibidtico. Como podemos ver, la
espectroscopia de los antibiéticos poliénicos es fuertemente dependiente del
medio, el estado de agregacién y otros compuestos con los que interactuen
éstos, de ahi su importancia en dilucidar el posible mecanismo de accién e
implicaciones farmacolégicas.

Agregacién.

Estudios de dispersién de luz en soluciones de anfotericina B indican
un sistema agregado de aproximadamente 6004 de tamaiio y de alrededor
de 2000 moléculas en la fase acuosa (Rinnert, et al., 1977; Ernst, et al.,
1981). lLos datos obtenidos de absorcién electrdnica y de dicroismo circular
de la anfotericina B en solucién acuosa fueron analizados por Hemenger y
colaboradores (1983), quienes propusieron un arreglo helicodal para estos
agregados. El espectro de DC del antibidtico en cloroformo y acctonitrilo a
aproximadamente 10~* M es similar en sus caracteristicas al de la anfotericina
B en agua, excepto por una disminucién en su amplitud. Esto se debe a la
formacion de agregados con menor nimero de moléculas de antibidtico en
estos disolventes. La forma bimodal del espectro de dicroismo circular es
un indicador de una estructura maultimolecular en la cual los cromdforos
heptaeno presentan interacciones excitdénicas.

Dependiendo de la temperatura, el solvente de origen, la concentracién
de la solucién base, el tiempo transcurrido desde la disolucién, la naturaleza

del amortiguador y su concentracidn final, la anfotericina B puede estar pre-
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sente en forma soluble como mondmeros o como oligdmeros. Maids alld de

una concentracién critica, el antibidtico se empieza a presentar en forma de
agregados o micelas. Es decir, el antibidtico estd presente como un equi-
librio entre mondmeros, oligémeros solubles y agregados insolubles. Para
el mondmero de anfotericina B, un pico de absorcién eléctronica es detec-

tado a 409 nm con un coeficiente de extincién de aproximadamente 120,000

Al ~1em™1; para los oligémeros solubles se observa un pico a 420 nm con un

coeficiente de extincidn de 11,600 AMf~lem~!. La anfotericina B disuelta en

metanol a concentraciones menores de 10?1 M se encuentra totalmente en

forma monomeérica, con un pico de absorcion electrdénica a 407 nm y un coe-

ficiente de extincién de 150,000 A/~'cm~!. El espectro de dicroismo circular

presenta un intenso doblete dicroico para la forma oligomérica de la anfo-
tericina B centrado aproximadamentec a 340 nm (el pico positivo a 325 nm y
el pico negativo a 350 nm), mientras que el espectro del mondmero cn esta
regién de longitud de onda es despreciable.

Una forma sencilla de cambiar ¢l estado de agregacién de la anfotericina
B en solucidén acuosa es mediante el cambijo de temperatura. A temperaturas
clevadas, el espectro de dicroismo circular indica que la anfotericina B cambia

de un estado mads asociado a uno méis monomeérico.

Autooxidacién.
Se ha reportado que los antibiéticos poliénicos presentan autooxidacion

(Dekker y Ark, 1959; Rickards, et al., 1970) y se cree que éste es el posible
mecanismo de su inactivacién (Beggs, 1978). Asi, los siete dobles enlaces con-
jugados que posee la molécula de anfotericina B la hacen propensa a procesos
de autooxidacién. Se ha demostrado que la adicién de antioxidantes retarda
la inactivacidn de la anfotericina B (Andrews, et al., 1977; Andrews, et al.,

1979). También se ha establecido que los mayores productos de degradacién

15



de los polienos son sus correspondientes epéxidos y se ha propuesto que re-
sultan de un proceso que implica la formacién de radicales libres (Rickards,
et ‘al., 1970). Sin embargo, un estudio directo por espéctgroscopfa. de spin
electrénico (ESR) de estos sistemas de reaccién fracasé en producir espec-
tros de radicales libres, posiblemente debido a su baja concentracién o a su
rapida cinética si se trata del paso limitante. La deteccién es posible cuando
se sigue la pérdida de la sefial de ESR debida a la reaccién de un nitréxido
estable con los radicales libres formados como intermediarios de la autooxi-
daciéon del antibidtico. Midiendo el consumo de oxigeno como indicador de
la autooxidacidn, se observa que ésta y la formacidn de radicales ocurren en

la misma escala de tiempo que la inactivacidn del antibiético (Lamy-Freund,
et al., 1985; Schreier y Lamy-Freund, 1993).

Efecto antimicético.
En 1961 Kinsky observé que los polienos alteran la permeabilidad de

la membrana plasmaitica de Neurospora crassa. Ademds, este autor notéd

una disminucidén del peso seco del micelio, acompaifiada de una salida de
componentes celulares (sales inorgdnicas, aminoédcidos, aziicares, nucleétidos)
hacia el medio de cultivo. Estas observaciones, junto con la imposibilidad
de demostrar in vitro algiin efecto sobre los sistemas enzimaticos conocidos
sugirié fuertemente que ¢l principal efecto de los antibidticos poliénicos era
incrementar la permeabilidad de la membrana celular.

Se ha reportado la fuga de pequefias moléculas como iones fosfato y dcidos
carboxilicos del interior de las células en presencia de antibiéticos poliénicos.
Sin embargo, la pérdida de jones potasio del interior de la célula pareceria
ser la mds frecuente y la mds significativa. Esta pérdida no estd necesaria-

mente relacionada con el efecto letal del antibidtico como lo demostré Zyg-

munt (1966), quien comparé la pérdida de K+ y la inhibicién del crecimiento
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en Candida albicans. Si bien hay una excelente correlacién entre estos dos
pardmetros para algunos polienos, no lo es tanto para otros. De esta manera,
se puede clasificar a los antibiéticos poliénicos por la relacién que guardan sus
efectos fungistatico y fungicida en dos grupos. El primero estarfa constituido
principalmente por trienos, tetraenos, pentaenos y algunos hexaenos en los
cuales ambos efectos son priacticamente indistinguibles. El segundo grupo
estaria representado por heptaenos (anfotericina B) o antibidticos similares
como la nistatina. En presencia de estos compuestos se produce una consid-
erable fuga del Kt intracelular a concentraciones en las cuales no se provoca
una alta muerte celular. Al parecer en este caso ninguno de los efectos
fungistitico y fungicida del antibiético estin relacionados directamente con
la pérdida del K+ intracelular. Este grupo dec antibiéticos poliénicos tiene un
efecto fungistatico a bajas concentraciones, mientras que su efecto fungicida
se empiceza a observar conforme aumenta su concentracién. Esta clasificacién
es la misma si se le basa en la relacién existente entre la salida inducida de
K+ intracelular y la hemélisis causadas por estos antibidticos.

Al parecer esta diferencia en los efectos provocados por ambos grupos
de antibidticos poliénicos se debe a su mecanismo de accién. Si bien ambos
actian principalmente en la membrana celular, el primer grupo produce un
notorio dafio a la estructura de ésta como lo muestran estudios de microscopia
electrénica con células en presencia de antibiéticos como la filipina. En el
caso de los miembros de este grupo, la asociacién del antibiético con el esterol
de la membrana al parecer resulta en la formacién de complejos de unos 20
nm de didmetro dentro de la regién hidrofébica de la bicapa fosfolipidica,
causando de esta forma un serio dafio a la membrana.

En cambio, la incorporacién de polienos largos como la anfotericina B y la

nistatina a la rmembrana plasmadtica de organismos sensibles parece resultar
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m4ds bien en la produccién de un poro acuoso que consiste de un anillo de
0.4-1 nm de didmetro, formado por varias moléculas de antibiético. Por lo
general, los polienos pequefios producen mayor dafio en la membrana, aunque
loé de mayor anillo tienen una mayor actividad antimicética.

Otra diferencia notable entre estos grupos es la selectividad en cuanto al
tipo de células que afectan. Aquellos como la anfotericina B afectan princi-
palmente células que tienen al ergosterol como esterol principal, tal es el caso
de los hongos. Mientras que aquéllos como la filipina son mads daifinos para
células que contienen colesterol en su membrana plasmadtica como las células
de mamifero.

El hecho causante de la muerte celular es un tema aun en debate. La
salida de A+ de la célula facilita la entrada de protones, lo que provoca una

acidificacién interna. Esta acidificacién lleva a una precipitacidn irreversible

de los componentes citopldasmicos. A la vez que se da la pérdida de A,

disminuye la sintesis de proteinas y RNA, asi como la captura de aminodcidos
¥ el consumo de glucosa (Liras y Lampen, 1974). También se ha reportado
que la glucdlisis es inhibida como resultado de la disminucién de X'+ después
de tratar con polienos. Algunos autores han reportado que la inhibicién de
la glucélisis que resulta por la salida de A+ de la célula en presencia de
antibidticos poliénicos disminuye o no se presenta cuando se agregan iones
KAt y NHF a la solucién externa, evitando con ello su difusidn.

El estudio de la inhibicién de la fermentacién de maltosa en Saccha-
romyces cerevisiae en presencia de anfotericina B o nistatina, ha Illevado a
proponer que el primer evento producido por estos antibiéticos es un aumento
de la permeabijlidad a protones de la membrana plra-sma‘tica. ¥ no la fuga de
A+, De este modo, puesto que la acumulacién de K™ en las levaduras esta

ligada al gradiente de protones (Pefia, 1975), la pérdida de A™* del interior
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de la célula serfa una consecuencia de esta mayor permeabilidad a protones.

Otra posible causa de la muerte celular es la intervencion de la anfotericina

B en el daiio oxidativo de la membtana.'ceh\.ll}a.vr Sé ha observado que la lisis
de protoplastos de Candida albicans diénﬁhﬁyé.haﬁsta uri;SvO% en hipoxia si
se le compara con incubaciones en aire. )

No obstante que se ha reportado que la anfotericina B, la nistatina y la
levorina inhiben la actividad enzimatica de la ATPasa y la lactato deshidro-
genasa de Candida albicans, la concentracién de antibidtico requerida in vitro
es mucho mis elevada que la concentracién minima necesaria para inhibir el
crecimiento de estos microorganismos.

Como se puede apreciar, el efecto de la anfotericina B en las células es
complejo y depende de una variedad de factores como la dosis, el modo en
que se administra y la fase de crecimiento en que se encuentran las células.
De esta manera, se ha propuesto que los efectos de la anfotericina B en las
células pueden ser divididos en tres periodos scparados y dependientes de la
dosis: estimulacién, permeabilizacion y lisis.

A bajas concentraciones de anfotericina B, ocurre un efecto estimulatorio
el cual se manifiesta en particular por un incremento en las unidades for-
madoras de colonias de hongos y en una proliferacién de células animales
en cultivo y una mas eficiente incorporacién de precursores marcados en su
DNA y RNA. Las bases de este efecto se desconocen. Concentraciones iguales
o mayores de antibiético también afecta la permeabilidad de la membrana
celular para cationes monovalentes; ésto se manifiesta en una fuga y una
disminucién del Kt intracelular o un flujo de NVat* o b+ extracelulares al
interior de la célula. En este estadio, el crecimiento de las células se inhibe y
también puede ocurrir muerte celular. A altas concentraciones de antibidtico,

las células se lisan, probablemente la ruptura de la membrana se debe a la
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accioén directa de la anfotericina B.

Las misteriosas discrepancias entre los resultados in vitro y clinicos han
llevado a sugerir que la anfotericina B tiene un efecto inmunoestimulante
en el hospedero que resulta en una mayor respuesta antipatégena. Se sabe
que la anfotericina B estimula la funcién de algunos tipos de células. Este
efecto estimulatorio en macréfagos y linfocitos resulta en un incremento de
la respuesta inmune. Se ha demostrado que la anfotericina B puede acti-
var macréfagos para que se adhieran al pldstico, incrementa los niveles de
prostaglandina £> y mata bacterias, pardsitos y células en cultivo. Estos
efectos estimulatorios ocurren a concentraciones especificas de anfotericina
B; mayores concentraciones son téxicas para las células del hospedero, dis-
minuye la quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares y la fagocitosis y
aniquilamiento por parte de los macrdéfagos. Asi, a concentraciones de an-
tibidtico que frenan el crecimiento de hongos, pero que resultan ser demasiado
bajas como para afectar a las células de mamifero, puede presentarse una es-
timulacién inmunoldgica del hospedero; todo ésto debido a la selectividad del
antibiético por el tipo de esterol en la membrana.

Hay algunos reportes que indican que eventos dependientes de oxidacién
se encuentran involucrados en la estimulacién de la células de sistema inmune
inducida por la anfotericina B. Una de estas evidencias es el hecho de que
cnzimas como la catalasa y la superdxido dismutasa son capaces de inhibir
algunos efectos estimulatorios debidos a la anfotericina B.

Importancia clinica.

Los antibiéticos poliénicos son letales para los hongos, los platelmintos, las
algas superiores, entre otros; y ademads, lisan a los glédbulos rojos en soluciones
isotdnicas. Las membranas de las células de todos estos organismos contienen

csteroles. Los polienos no tienen ningilin efecto en bacterias y algas verde-
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azules, ambos carecen de cualquier tipo de esterol en su membrana.

Estos antibidticos son efectivos cuando se les emplea contra muchas es-

pecies de hongos como:

Candida albicans, Cryptococcus nebforrhans, His dpl«ii,sﬁzja ‘ckz:psulatum, Blas-
tomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, ’I‘r‘ic‘:hophytbrﬁ, Miéfosporium, Epi-
dermophytes, Aspergillus, Penicillum, entre ortro's.” Su actividad fungicida
varia considerablemente dependiendo del tipo de hongo de que se trate.

Desafortunadamente, a pesar de su excelente actividad antimicdtica, pocos
de estos compuestos se han podido utilizar en el tratamiento de infecciones
causadas por hongos, ya que su utilidad terapeiitica ha sido limitada por su
baja solubilidad, su lenta difusidn, su inestabilidad y, sobre todo, por su alta
toxicidad. Aunque existen muchos antibiéticos poliénicos solo tres de ellos
son ttiles clinicamente en el tratamiento de infecciones micdticas: nistatina,
anfotericina B y candicidina. La nistatina se utiliza en el tratamiento de
infecciones en la piel, membranas mucosas y en el tracto gastrointestinal.
La anfotericina B y la candicidina también son usadas en el tratamiento de
infecciones superficiales debidas a hongos como Candida albicans.

La anfotericina B estd indicada en el tratamiento de blastomicosis, histo-
plasmosis, criptococosis, candidiasis, torulopsosis, paracocidioidomiosis, co-
cidioidomiosis, mucormicosis crancofacial, aspergilosis invasiva, y esporotri-
cosis extracutdnea.

En estudios in vitro, la gran mayoria de los hongos que causan mico-
sis sistémicas son inhibidos en su crecimiento por la anfotericina B a con-
centraciones que son alcanzables en la sangre después de la aplicacién de
una dosis por via intravenosa. Las concentraciones minimas inhibitorias son
comiinmente menores que 2.5 ug/ml para varios microorganismos. La rele-

vancia de la determinacién in vitro de las concentraciones minimas letales no



es clara, ya que el alcanzar estas concentraciones de anfotericina B en la san-
gre y los liquidos corporales implica una alta toxicidad. Las concentraciones
minimas inhibitorias se ven afectadas por multiples factores como el tamarfio
del inéculo, la temperatura y la duracién de la incubacién y la composicién
del medio. Por lo general, hay una buena correlacién entre la efectividad del
antibidtico in vitro y los resultados clinicos de la terapia.

Ademais de su accién antimicdtica, muchos antibidticos poliénicos también
presentan actividad efectiva contra protozoarios de immportancia clinica como
tricomonadas, Entamoeba histolitica, Naeglaria, Leishmania y Tripanosomas.

Nij la anfotericina B ni la nistatina son absorbidas significativamente por el
tracto gastointestinal. Para su uso en el tratamiento de infecciones internas,
la anfotericina B es suminitrada como un polvo seco que consiste de 50 mg de
anfotericina B, 41 mg de desoxicolato de sodio y 25.2 mg de fosfato de sodio

n viales de vidrio con atmdsfera cde nitrégeno gaseoso. A esta combinacién
de sales se le conoce comercialmente con el nombre de Fungizon. Después de
adicionar 10 ml de agua destilada y una vigorosa agitacién se obtiene una
suspensién amarilla, una dispersién coloidal de micelas de anfotericina B y
desoxicolato. Antes de su inyeccién, la suspensién inicial debe ser diluida
con una solucién estéril de 5% de glucosa hasta una concentracién final que
no debe exceder 0.1 mg/ml. El pH debe estar entre 4.2 y 6.5 para minimizar
la descomposicién y la agregacién del antibidtico (Hoeprich, 1978). Esta
suspension diluida puede ser usada en forma intravenosa o en inyeccién local
en el sitio infectado del cuerpo.

La efectividad del tratamiento depende de la facilidad con que el an-
tibidtico pueda penetrar al sitio afectado. Estudios realizados en el primate
AMacaca mulata muestran que el sitio de mayor acceso de la anfotericina B son

los rifiones, con menores cantidades en el higado, pulmones, tircides,corazén,
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pancreas y huesos, mientras que uno de los lugares de menor acceso. es el
sistema nervioso central. Inmediatamente después de la inyeccién intra-
venosa de la droga, se encuentra un poco mas del 10% de su bioactividad
en el plasma, fuertemente asociada con proteinas del plasma (incluyendo
lipoproteinas y albiimina). La administracién en forma intravenosa de la an-
fotericina B ha producido concentraciones pico de 0.5-3 ug/ml en el plasma.
La vida media reportada en el plasma es alrededor de 24 horas y la anfo-
tericina B se excreta lentamente en la orina, aunque ésta solo representa un
pequeiio porcentaje de la cantidad suministrada (Fields, et al., 1970).

La efectividad del tratamiento de una micosis sistémica depende del tipo
y la severidad de la infeccidn, los mecanismos de defensa del paciente y del
control de los efectos téxicos del antibidtico.

Toxicidad.

El principal factor limitante para el ernpleo terapetitico de los polienos es
su alta toxicidad. Como ya hemos mencionado, la anfotericina B es el menos
téxico de estos antibidticos para ser utilizado en el tratamiento de infecciones
sistémicas. Sin embargo, cuando se aplica por via intravenosa presenta serios
efectos téxicos.

Algunos de estos malestares pueden ser facilmente controlables, pero otros
pueden ser tan graves que obligan a parar el tratamiento.

Las soluciones de anfotericina B irritan el endotelio venoso y pueden

causar dolor y tromboflebitis en el sitio de la inyeccién. Jaqueca, ndusea,
escalofrios, fiebre, dolor de miisculos y articulaciones, anorexia, pérdida de
peso, disfuncién del octavo nervio craneal, trombocitopenia, disfuncién hepa-
tica y reacciones alérgicas son algunos de los efectos colaterales que pueden
presentarse,.

Anemia e hipocalemia también ocurren con frecuencia y estudios in vitro
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demuestran que la anfotericina B tiene un efecto hemolitico en eritrocitos.
Sin embargo, los eritrocitos de los pacientes tratados por via intravenosa con
anfotericina B no muestran evidencia directa de dafio, por lo que se sospecha
que la anemia causada por el antibidtico podria deberse al efecto sobre las
céluas precursoras en lugar de la hemélisis de los eritrocitos maduros.

Por mucho el efecto mads grave de la anfotericina B es su nefrotoxicidad.
Esta tiene dos componentes principales: disminucién de la tasa de filtrado
glomerular probablemente derivada de una vasoconstriccion renal y una de-
teriorada excrecién acida acoplada con hipocalemia. Se ha observado con fre-
cuencia un funcionamiento renal anormal con aumento de urea en la sangre y
altas dosis de antibidtico pueden causar degeneracién de los tiibulos renales.
La nefrotoxicidad invariablemente ocurre con la administracién sistémica y,
por lo regular, es el principal factor que limita la dosis de antibidtico y que
lleva incluso a la suspensién del tratamiento.

Al menos en parte, estos efectos colaterales probablemente son resultado
de la interaccién de la anfotericina B con las membranas celulares del hos-
pedero que contienen colesterol

A lo largo de los iltimos afios, se han desarrollado nuevas estrategias en
un esfuerzo por superar las desventajas asociadas con el uso clinico de la
anfotericina B (Brajtburg, 1990).

1) Se han desarrollado agentes antimicdticos alternativos.

2) Se han sintetizado y estudiado derivados de la anfotericina B con el
fin de disminuir su toxicidad sin afectar demasiado su calidad de antibidtico
(Chen, et al., 1977; Saint-Julien, et al., 1992).

3) Mejores terapias para la cura de ciertas infecciones micdticas se han
logrado mediante la combinacién de la anfotericina B con otros antimicdticos.

Una aproximacion a este problema fue impulsada por Medoff y colaboradores
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en 1971. Ellos observaron el efecto in vitro de la anfotericina B junto con otro
agente antimicético, la 5-fluorocitosina y fueron capaces de obtener efectos
téxicos potenciados: los efectos debidos a los dos antibidticos juntos eran
mayores a la suma de los efectos de cada uno por separado. El razonamiento
detrds del uso de un segundo agente radica en que la mayor permeabilidad
de la membrana celular inducida por la anfotericina B favorece la entrada de
la 5-fluorocitosina o alguna otra droga al interior de la célula.

4) Con la idea de que la toxicidad del antibidtico depende en parte de su
estado de agregacion, se han probadoe nuevas preparaciones de anfotericina
B con resultados prometedores. Entre estas nuevas preparaciones destacan
una dispersién coloidal de anfotericina B y colesteril sulfato llamada Am-
phocil (Berman, et al., 1992;Hostetler, et al., 1992) y la encapsulacién de la
anfotericina B en liposomas formados con distintas mezclas de fosfolipidos
(Schiffman y Klein, 1977; Pecterson, et al., 1991).

Resistencia.

La resistencia de hongos a la anfotericina B es un evento poco frecuente.
De hecho se podria decir que no reprensenta un problema clinico serio. En
un estudio de 2015 cepas de Candida albicans aisladas de fuentes clinicas
por Athar y Winner en 1971 no fue posible encontrar alguna resistente a la
nistatina o a la anfotericina B. Sin embargo, su incidencia real es dificil de
determinar debido a que no se realizan estudios rutinarios de susceptibilidad,
y no hay pruebas estandarizadas que podrian ser usadas para comparar los
resultados de diferentes laboratorios.

Aunque se ha podido inducir resistencia de algunos hongos a la anfoteric-
ina B in vitro, ésto por lo regular trae consigo una disminucién en su virulen-
cia y éstos vuelven a ser susceptibles después de cultivarse en un medio libre

de antibiético (Hebeka y Solotorovsky, 1965). Por ejemplo, se han aislado



mutantes resistentes de Candida albicans en varios laboratorios que han sido
utilizadas para el estudio del metabolismo de los esteroles y de la interaccién
del polieno con la membrana plasmatica.

Se han descrito por lo menos tres tipos de resistencia.

1) Algunas cepas de hongos son resistentes porque reducen el contenido
de ergosterol en su membrana plasmadtica, principalmente debido a alguna
deficiencia en su via de sintesis, y aparecen en la misma esteroles menos afines
a la anfotericina B (Woods, 1971; Woods, et al., 1974; Grindle y Farrow,
1978). La existencia de estas mutantes apoya la nocién de que el esterol es
requerido para la accién de los polienos.

2) Sin embargo, una alteracién de la composicién lipidica por si sola no
implica una mayor resistencia al antibiético. Por ejemplo, se han encontrado
casos en que mutantes de Candida albicans resistentes a la anfotericina B
presentan un mayor nivel de ergosterol en su membrana que las células de
la cepa silvestre. También existen otros casos en que la resistencia no estda
asociada a cambios significativos ni cualitativos ni cuantitativos de la com-
posicién de los esteroles de la membrana de dichos microorganismos. Asi,
esta resistencia podria deberse a la induccién de una enzima que degrade al
antibidtico poliénico.

3) Finalmente, hay cepas de Candida albicans que sufren cambios en la
permeabilidad de su membrana pero que permanecen viables in vitro. El
mecanismo de este \dltimo caso de resistencia no se ha entendido aiin.

El primer blanco del antibiético es la membrana plasmadtica, pero para
tener acceso a éste, la anfotericina B primero debe atravesar la rigida pared
celular del hongo, la cual estd compuesta de quitina y beta-1,3-glicanos. El
papel exacto de estos tiltimos en la disminucién del acceso de la anfotericina

B a la membrana plasmadtica y por ende a una resistencia significativa, es
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poco conocido. Existe evidencia de que la pared celular de Saccharomyces
cerevisiae tiene una porosidad limitada y que excluye a polietilen glicoles de
pesos moleculares mayores a 800. A pesar de esto, los antibiéticos poliénicos
con pesos moleculares de alrededor de 1000 pueden penetrar hasta la mem-
brana plasmaitica. Adema4ds, al parecer la unién de los antibiéticos poliénicos
a la pared celular de las levaduras es riapida y se ha propuesto un sitio de
unidén para el antibidtico. Como la pared celular carece de esteroles, este
sitio debe ser distinto al sitio de unidn de los antibiéticos en la membrana
plasmaitica.

La nistatina y la anfotericina B son rapidamente asimiladas por la pared
celular de las células de Saccharomyces cerevisiae y luego difunden lentamente
a través de la pared hacia la membrana plasmatica. Cuando los grupos
sulfidrilo y amino de la pared celular han sido modificados, la captura de la
anfotericina B es casi instanténea.

También se ha observado que ocurren cambios fenotipicos en la estructura
y la organizacién de la pared celular de Candida albicans después del cese del
crecimiento que resultan en una mayor resistencia tanto contra antibidticos
poliénicos como contra imidazoles.

Queda claro la importancia de los antibidticos poliénicos, en general y de
la anfotericina en particular como el firmaco mads eficaz en el tratamiento de
infecciones sistémicas por hongos, no obstante sus desventajas. En el capitulo

siguiente trataremos de su importancia como modelo de canal biolégico.



MECANISMO DE ACCION

Como mencionamos en el capitulo anterior, al parecer la accién mas
importante de la anfotericiana B se lleva a cabo a nivel de la membrana
plasmdtica y la mayoria de la evidencia experimental apunta al requerimiento
de algiin tipo de esterol en la bicapa. En la presente seccién nos enfocaremos
en su posible mecanismo de accién dentro de la membrana.

Interaccién antibiético-esterol.

La evidencia que apoya la hipdtesis de que la interaccién de los an-
tibidticos poliénicos con el esterol de las membranas en las que actua, viene
principalmente de tres fuentes:

i) La presencia de esteroles en membranas naturales y artificiales hace
que éstas sean scnsibles a los antibidticos poliénicos.

Desde un principio fue notorio que los antibiéticos poliénicos resultaban
ser toxicos para los hongos y otros eucariontes, pero no para las bacterias.
Sin embargo, pasarian muchos afios para que se dilucidara la posible causa de
esta selectividad. En 1961, Kinsky demostré que los antibiéticos poliénicos
alteraban la permeabilidad de la membrana de Neurospora crassa. El observé
que estos antibidticos causaban una ripida disminucién del peso miceliar
seco, el cual es acompaitado por la fuga de componentes celulares (sales
inorgdanicas, aminoacidos, aziicares, nucledtidos) al medio de cultivo.

Los antibidticos poliénicos son nocivos para todos aquellos organismos que
contienen algiin tipo de esterol en su membrana. Por ello, estos antibidticos
no provocan ningin efecto en procariontes, cuyas membranas sc encuentran
libres de esteroles.

También se ha obtenido evidencia directa del requerimiento de esteroles

cen un estudio de sensibilidad de Acholeplasma laidlawii a filipina. Este orga-
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nismo, si bien no contiene esteroles en su membrana, es capaz de incorporarlos
a ésta si se encuentran en el medio de cultivo. Se pudo observar que la
filipina inhibia el crecimiento y causaba la lisis de las células en presencia
de colesterol, pero que no tenfa ningin efecto sobre aquellas crecidas en su
ausencia. Al parecer el esterol es necesario para la toxicidad del antibiético.

De Kruijff y colaboradores (1974 a,b) midieron el aumento en la permeabi-
lidad de la membrana plasmadtica de Acholeplasma inducida por antibiéticos
poliénicos. Estos autores encontraron un aumento de la permeabilidad in-
ducida por filipina, nistatina y anfotericina B sélo si algin tipo de esterol
estaba presente en la membrana. En este caso, el tipo de esterol es impor-
tante, con al menos dos requerimientos estructurales evidentes:

(1) Un grupo 3-#-hidroxilo. EIl colesterol y el colestanol, ambos con un
grupo 3-8-hidroxilo, son activos, mientras el epicolesterol y ¢l epicolestanol,
ambos con un grupo 3-a-hidroxilo, son inactivos.

(2) El micleo esteroide debe ser plano. El coprostanol con un anillo
doblado (cis) A/B es inactivo, mientras que todos los esteroles activos pre-
sentan anillos coplanares.

Ademaids, un grupo ceténico no puede sustituir al grupo 3-g-hidroxilo del
esterol.

Los resultados fueron idénticos cuando se utilizaron liposomas.

ii) La adicién de esteroles al medio de cultivo de algunos hongos antago-
nizan a los antibiéticos poliénicos.

Gottlieb y colaboradores (1958, 1961) observaron que al poner esteroles
al medio de cultivo de Saccharomyces cerevisiae se prevenian los cambios
en permeabilidad y la inhibicidn del qreciiniento inducidos por filipina. Al

parecer hay una competencia entre los eété;ples de la. membrana y los del

medio de cultivo por el antibidtico.




iii)Mediante el empleo de diferentes métodos fisicoquimicos ha sido posi-
ble demostrar la existencia de una interaccién entre la anfotericina B y es-
teroles en medio acuoso y en otros sistemas.

La filipina, la anfotericina B y la nistatina muestran cambios similares
en su espectro en el ultravioleta inducidos por la presencia de colesterol li-
bre en la solucién acuosa (Norman et al., 1972 a, b). La absorcién mdxima
caracteristica del grupo poliénico cambia su intensidad relativa pero no asi
su longitud de onda. Esto sugiere que se trata de una interaccién relativa-
mente débil con alguna restriccién conformacional de la parte poliénica de la
molécula.

En liposomas, la anfotericina B interactiia preferentemente con aquellos
que contienen algiin esterol plano y con un grupo 3-8-hidroxilo, aunque puede
presentar una pequeiia pero significativa interaccién con esteroides no planos
y con un grupo 3-a-hidroxilo. También se observan estos cambios cuando
la filipina y la anfotericina B interactuan con membranas de eritrocito y A-
choleplasma que contienen colesterol. Estos cambios no sc observan cuando la
membrana de Acholeplasma carece de esteroles. No se ha observado evidencia
clara por espectroscopia electrénica en la regién del ultravioleta de que la
nistatina interactie con liposomas o con membranas de Acholeplasma que
contiene colesterol.

En espectros de absorcién con luz polarizada se¢ ha podido identificar
que la anfotericina B interactia con monocapas compuestas tinicamente por
lecitina, colesterol y concentraciones equimolares de ambos. Se observan
cambios en los picos de absorcién dependientes del colesterol presente. Estos
resultados son consistentes con la insercién dependiente de colesterol de la
molécula de anfotericina B dentro de la monocapa con su e¢je maés largo

(paralelo a su parte poliénico) perpendicular al plano de la monocapa.
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En resumen, aunque estos datos demuestran directamente la interaccién
de la anfotericina B con los esteroles, existen algunas discrepancias entre los
datos espectroscdpicos y los efectos fisiolégicos.

Otra técnica utilizada para estudiar la interaccidn de los antibidticos
poliénicos con membranas que contienen colesterol es la calorimetria diferen-
cial de barrido. La cantidad de energia de la transiciéon del estado de cristal
liquido al de gel de dielaidoil fosfatidilcolina disminuye por el colesterol. Este
efecto se explica como resultado del aumento de fluidez que provoca el coles-
terol en el estado gel. Tanto la filipina, la anfotericina B como la nistatina
revierten parcial o completamente esta disminucién de la energia necesaria
para dicha transicién. Ninguno muestra efecto en ausencia de colesterol. Por
lo tanto, la filipina, la anfotericina B y la nistatina al parecer poseen el mismo
modo de accién para reducir la interaccién del colesterol con los fosfolipidos.
Cabe senalar que los mismos requerimientos estructurales de la molecula es-
terol para optimizar la interaccién entre éste con los fosfolipidos, es decir,
para que un esterol afecte la temperatura de transicién en una membrana
fosfolipidica ¢s necesario que presente en su molécula un grupo 3-3-hidroxilo
y su nicleo esteroide debe ser plano. Por lo tanto, es posible sugerir una
competencia entre las moléculas de antibiético y las de fosfolipido por las de
csterol en la bicapa.

Estudios de unién a membranas.

La asociacién de la anfotericina B con liposomas estd acompaiiada por un
aumento en la absorbancia de este antibiético a longitudes de onda pequeias
en relacién con las considerables de longitud de onda larga del espectro de
la anfotericina B. El cambio de absorcién a 385 o a 409 nm o la razdn entre
los picos a 325 y a 408 nm han sido usados para monitorear la unién de la

anfotericina B a liposomas.
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Utilizando el dicroismo circular en membranas con fosfolipidos en es-
tado de gel ha sido posible demostrar la existencia de una fuerte interaccién
con vesiculas unilamelares pequerias, apareciendo bandas positivas carac-
teristicas. Esta interaccién, observada en liposomas carentes de colesterol, es
ligeramente dependiente del esterol presente en la membrana. En estudios de
intercambio se observa una mayor interaccién del antibidtico con liposomas
en el estado de cristal liquido (incluso cuando éstas contienen colesterol).

A pesar de cierta evidencia contradictoria, se ha establecido que la anfo-
tericina B se une a liposomas de fosfatidilcolina en estado de cristal liquido.
La presencia en la membrana de esteroles con un grupo 3-83-hidroxilo modifica
la unién.

La constante de asociacién aparente (Kapp) de la anfotericina B a los li-
posomas decrece en presencia de esteroles, pero el niimero de sitios de unidn
(n) se incrementa considerablemente. Asi, en liposomas que contienen 25%
de colesterol o ergosterol, el valor nKapp es 35 veces y 284 veces mayor,
respectivamente, que aquel de vesiculas formadas por fosfolipidos pures. La
constante de asociacién no depende de la cadena lateral del fosfolipido, ex-
cepto para una dilauril fosfatidilcolina, para la cual es marcadamente elevada
(Witzke y Bittman, 1984).

Efecto en la permeabilidad de la membrana.
Bicapas artificiales.

i) Liposomas

La anfotericina B y la nistatina presentan una mayor interaccién con
liposomas que contienen colesterol que con los que carecen de él. Estudios con
liposomas han mostrado que ambos antibiéticos causan cambios selectivos de
permeabilidad si hay colesterol en la bicapa, haciendo a la membrana mas

permeable a potasio que a glucosa.



Kinsky y colaboradores (1966) demostraron por microscopia electrénica
que la filipina crea hoyos de 125 A de didmetro en liposomas que contienen
colesterol y en eritrocitos; pero no asi, en liposomas carentes de colesterol.

En liposomas, los estudios de la selectividad de la permeabilidad a iones de
la anfotericina B no arrojan resultados muy precisos. En la mayoria de ellos,
la anfotericina B se agrega una vez ya formados los liposomas y por lo tanto,
a un solo lado de la membrana. A razones bajas de antibidtico/lipido (a una
concentracién de alrededor de 10=2 M por 102 M de lipido total) la fuga de
sodio y de potasio se observa en vesiculas multilamelares (MLV) (DeKruijff,
et al., 1974a; Oku, et al., 1980), vesiculas unilamelares grandes (LUV) (Cy-
bulska, et al., 1981) o vesiculas unilamelares pequeilas (SUV) (Teerlink, et
al., 1980; Vertut-Croquin, et al., 1983) que tienen esterol, cuando se agrega
anfotericina B. Bajo condiones similares, cuando se observa la pérdida de
sodio y de potasio, se retienen en el compartimiento interno glucosa en MLV
(DeKruijff, et al., 1974a), y carboxifluoreceina en LUV (Capuozzo y Bolard,
1985).

A mayores razones de antibidtico/lipido, arriba de 1072, el efecto parece
ser distinto y la selectividad idnica es memnos clara. De hecho, se ha llegado a
observar fuga de Co?t en MLV y de Afn?*, tetractilamonio (TEA), en SUV.

Mediciones del efecto de la anfotericina B en la permeabilidad de LUV,
usando un método osmdtico, sugieren que la anfotericina B puede formar dos
tipos de canales activos que difieren en su didmetro interno, dependiendo de
la concentracién total de antibidtico y del tiempo transcurrido después de
mezclar éste con los liposomas (Cohen, 1986; Cohen, et al., 1990).

A pesar de que estos estudios arrojan datos ambiguos con respecto a la
selectividad iénica, al parecer la adicién de la anfotericina B a un solo lado

de liposomas que contienen esterol a razones bajas de antibidtico/lipido, au-
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menta la permeabilidad de la membrana preferentemente a cationes mono-

valentes hidratados pequerios.

En estudios cinéticos, cuando se agrega axlfptericina, B aSUVo LUV, el
intercambio de Na+/H™ se lleva a cabo muy répidaménte hasta que alcanza
un valor fijo en el que permanece estable.

En casi todos estos estudios parece indispensable la presencia de algin
tipo de esterol en los liposomas para que la anfotericina B afecte su perme-
abilidad; sin embargo, HsuChen y Feingold (1973) reportaron un aumento
en la permeabilidad a glucosa marcada con C' en liposomas de dipalmi-
toil fosfatidilcolina a 24°C, en presencia de anfotericina B y en ausencia de
esteroles. Esto sugiere que el requerimiento de esteroles en membranas en
estado de cristal liquido para que la anfotericina B actue no es mas que un
requerimiento estructural de la membrana.

ii) Estudios en membranas planas.

En bicapas negras (bicapas formadas al ’pintar’ con fosfolipidos, disueltos
en algun solvente orgianico como el decano, a través de un orificio en una
particién de teflén que separa dos compartimentos con soluciones acuosas)
la. anfotericina B y la nistatina aumenta en varios 6rdenes de magnitud la
permeabilidad a iones monovalentes, es decir, reduce considerablemente la
resistencia eléctrica de las bicapas.

En estos casos, solo se observan cambios significativos de la permeabilidad
de la bicapa cuando se encuentra presente algiin tipo de esterol con ciertos
requerimientos estructurales como, por ejemplo, el colesterol, ergosterol, ctc.

La nistatina y la anfotericin B provocan grandes aumentos de conductan-
cia cuando se agregan tanto a uno como a ambos lados de la bicapa. En este
caso, la permeabilidad de la bicapa a aniones monovalentes, como el cloruro,

es aproximadamente veinte veces mayor a la de cationes monovalentes, como
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el sodjo. Esto no se ve afectado en un interva.lo de pH de 2.5-10.

Marty y Finkelstein (1975) encontra.ron que la nistatina a concentramones
og as (5—100 png/mi) causan que Ia con-

que son efectivas en membra.nas
ductancia se incremente en varios ordenes de magnitud de 10~8 a 10“‘ 0-t

em™2. La conductancia aumenta supralinealmente con la concentracién de

antibidtico. .
Cuantitativamente hablando, los efectos son extremadamente variables.

Concentraciones similares de nistatina en diferentes membranas pueden dar

conductancias que varian por un factor de cien. La conductancia es selectiva,

pero no completamente a cationes. En presencia de ergosterol en la mem-

brana se observan rnayores efectos que con colesterol cuando el antibidtico se
agrega por un solo lado de la bicapa.

Cuando se agrega la nistatina o la anfotericina B a ambos lados de la
bicapa, la concentracién necesaria para alcanzar una determinada conduc-
tancia es de diez a mil veces menor que la que se requiere para obtener esa
misma conductancia cuando se agrega el antibiético por un solo lado de la
membrana (Marty y Finkelstein, 1975). La conductancia, cuando se agregan
los antibiéticos por ambos lados de la membrana es fuertemente, pero no
totalmente, selectiva a aniones monovalentes, en contraste con la selectivi-
dad a cationes que se encuentra cuando se agregan por un solo lado de la
bicapa. En este caso, también el ergosterol es mids efectivo que el colesterol
para aumentar la conductancia de la bicapa debido a nistatina o anfotericina
B. Los resultados son mas reproducibles con el antibidtico a ambos lados

de la bicapa y la conductancia aumenta de 10~% Q~! on~? (membrana sin

antibidtico) hasta mads alld de 1072 Q! cm~? en 100 mM de cloruro de pota-

sio (Cass et al., 1970). La conductancia fue proporcional a la concentracién

de antibidtico (agregado en iguales concentraciones a ambos lados) elevado
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entre la cuarta y la duodésima potencia. Esto sugiere que la.ba.pfotericina B
y la nistatina podrfan formar poros con un nﬁﬁeré'vafia!blyejde moléculas.
Al parecer la potencia que se obtiene depende de las csnciicibnes Y la com-
posicién de la membrana.

Cuando estos autores removieron el antibidtico del recipiente, la conduc-
tancia disminuyd hasta alcanzar aquella que presenta la membrana en ausen-
cia del antibidtico. Es decir, el efecto es reversible, lo cual implica que existe
un equilibrio dindmico entre las moléculas de antibiético que se encuentran
en la fase acuosa y la lipidica.

La permeabilidad al agua y a no electrolitos de las membranas tratadas
con anfotericina B o nistatina fue determinada por Andreoli y colaboradores
(1969) y por Holz y Finkelstein (1970), midiendo tanto el flujo de especies
marcadas en ausencia de un gradiente osmético, como midiendo el flujo de
agua en presencia de un gradiente de concentraciones del material estudiado.
Un resultado crucial de estos experimentos fue que dada una concentracién
salina, pH y temperatura, los valores de los coeficientes de permeabilidad
(Pd) del agua y de los no electrolitos se incrementaban linealmente con la
conductancia de la membrana. También se observa que las permeabilidades
del agua, urea, etilenglicol eritritol, glicerol y la glucosa decrecen cuando se
aumenta el tamarfio de la molécula. Asi, los coeficientes de permeabilidad
son inversamente proporcionales al tamaiio de la molécula. Por ejemplo, el
glicerol fue solo un 1 % tan permeable como el agua y moléculas con un
tamaiio mayor como la sacarosa son virtualmente excluidas de la membrana.

La N-acetilacién del grupo amino de la micosamina y la metilo este-
rificacién del grupo carboxilo del carbono 16, no cambian apreciablemente
los voltajes de corriente cero. La neutralizacién de uno o ambas cargas de

la molécula de anfotericina B aumenta la probabilidad de que el canal se

36



encuentre en estado no conductor de iones a través de la membrana.

Los resultados obtenidos tanto en liposomas como en bicapas llevaron a
Marty y Finkelstein (1975) y a DeKruijff y Demel (1974) ha proponer que
estos antibidticos forman un poro de aproximadamente 5 A de diimetro,
constituido por varios monomeros de antibiético. El modelo presentado por
separado por ambos autores presenta un canal formado por varios mondmeros
del antibiético en posicién perpendicular al plano de la membrana, los cuales
muestran su parte hidrofilica orientada hacia el interior del canal, mientras
que la porcion hidrofobica estaria en contacto con los fosfolipidos de la mem-
Ambos modelos presentan al colesterol formando parte intrinseca

brana.
del canal de anfotericina 13 o nistatina, intercalando en las moléculas de an-

tibidtico y de esterol (figura 2).

Figura 2. Modelo del poro formado por la anfotericina B. Tomado de Klein-

berg y Filkelstein (1984).



Filkelstein (1973) también propone un modelo para explicar la diferencia

de conductividades entre los casos en que se agrega el antibiético a uno o
ambos lados de la bicapa. Asi, en el primer caso las moléculas de antibidtico
formarian un poro, llamado canal sencillo, que es selectivo a cationes mono-
valentes, mientras que en el segundo, se produciria un nuevo canal, llamado
doble, con la union de dos poros sencillos provenientes de cada uno de los

lados de la membrana y que seria selectivo a aniones monovalentes (figura

3).
CANAL DOBLE
CANAL SENCILLO
SN ), ) <3
SERGN =i
~6k «— cabeza polar 2 o——- cabeza polar
o]
—222 «— anillo macrdliclo ] e cadenas hidrocarbonadas
cola
Molécula de fosfolipido Molécula de fosfolipido

Figura 3. Canales sencillo y doble de la anfotericina B. Tomado de Kleinberg

» Filkelstein (1984).

Sin embargo, este 4ut0r no logrm expllcar la diferencia de selectividades de

los canales para dmho ‘cas

Bomlla—\larm y colaboradores (1991) presen-
taron un modf-lo nncroscuplco del ‘canal de anfotericina B. En este modelo,

la estructura del canal fue generada usando las coordenadas de la molécula

33



obtenidas por difraccién de rayos X, calcularon las cargas netas de los dtomos
¥ obtuvieron el perfil de energia electrostitica para un ién monovalente que
pasa a través del canal (figuras 4 y 5). Estos autores proponen algunas ex-
plicaciones cualitativas de las observaciones experimentales, tales como son

la selectividad y la conductancia del canal unitario de anfotericina B.
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Figura 4. Modelo electréstatico del canal sencillo de anfotericina B. k=constante
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Mediciones de canal unitario.

Erminshkin y colaboradores (1976) han observado brincos discretos de
conductancia de 2-8 pS (dependiendo de la concentracién salina) inducidos
por la presencia de 3 x 107% M de nistatina y anfotericina B en bicapas
negras formadas por fosfolipidos de cerebro y colesterol cuando el antibidtico
se agrega por ambos lados de la membrana. El valor de la conductancia de los
canales unitarios abiertos cs independiente de la concentacién de colesterol,
pero incrementa cuando se aumenta la concentracidn del electrolito. A partir
del tamarfio de estos saltos discretos se calcula que pasan a través del poro
2.5-10 x 10° iones por segundo. Esto es dos o tres érdenes de magnitud mayor
que la maxima rapidez de transporte (nimero de recambio) del acarreador
valinomicina (Lauger, 1972), cuya velocidad de transporte estd cerca del
limite tedrico debido a las limitaciones de difusién a través dec la membrana
(Stein, 1968).

Posteriormente, Kleinberg y Finkelstein (1984) reportaron la presencia de
canales unitarios de nistatina con una conductancia de 5 pS cuando agrega-
ban el antibidtico a un solo lado de la bicapa y de 2 pS cuando agregaban
el antibiético por ambos lados. en membranas de asolectina formadas por la
técnica de superposicion de monocapas (Montal y Mueller, 1972). En cste
trabajo, estos autores encuentran la misma permeabilidad relativa para urea
y glicerol, lo cual apoya el modelo propuesto por Marty y Finkelstein (1975)
del canal sencillo y el canal doble. Estos autores dicen haber encontrado
resultados similares para el caso de la anfotericina B.

Maids tarde, Bolard y colaboradores (1991) obtuvieron canales unitarios,
al parecer del tipo sencillo, de conductacia variable de 2 a 10 pS en mem-
branas que contenian ergosterol, pero no en aquellas que presentaban coles-

terol. La aparicién de canales unitarios con diferente conductancia favorece
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la idea de que la anfotericina B podria formar canales con distinto nimero
de monémeros.

Ninguno de los autores citados obtuvo canales de anfotericina B o de
nistatina en ausencia de esteroles en la membrana. Este es un punto crucial
que pretendemos abordar en el presente trabajo y que, como se harda notar

mas adelante, discrepa con lo anteriormente reportado en la literatura.
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OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo general.
Avanzar en el entendimiento a nivel molecular del mecanismo de accién

de la anfotericina B sobre las membranas biolégicas que le da sus propiedades
antimicéticas y, a su vez, tomar a este antibidtico como un modelo sencillo

de canal iénico, pero con un comportamiento similar aunque menos complejo

que ¢l de los canales bioldgicos.

Objetivos particulares.

1) Adquirir los conocimientos especializados en los procesos de trans-
porte transmembranales, tanto en su concepcidn tedrica como experimental.
Obtener pericia en técnicas de canal unitario y a través del desarrollo de

investigacién, completar la formacion del estudiante.

2) Valorar el papel del colesterol tanto en la formacién del canal unitario

de la anfotericina B como cl efecto sobre sus propiedades.
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MATERIAL
Y
METODOS

1) Fabricacién de liposomas.

Los liposomas se hacen a partir de fosfolipidos de soya (asolectina) par-
cialmente purificados siguiendo el método descrito por Kagawa y Racker en
1971. La asolectina que se usé en el presente trabajo fue purificada y propor-
cionada por el Dr. Juan Santiago del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.,
Tanto los fosfolipidos como el colesterol fueron almacenados en forma sélida
a —20°C.

El método usado en este estudio para obtener liposomas fue mediante
sonicaciéon de baja intensidad (New, 1994). Mediante esta estrategia se for-
man principalmente vesiculas unilamelares de diimetro pequeiio, aunque
la poblaciéon de liposomas no es homogénea y sigue presentandose algu-
nas vesiculas multilamelares, las cuales podrian obstruir la punta de la mi-
cropipeta por sus dimensiones.

Ocasionalmente, se prepara un mililitro de una solucién de asolectina
disuelta en hexano a la concentracién requerida para ¢l experimento. Para
el manejo de solventes apolares como el hexano y el cloroformo se utilizaron
pipetas de vidrio en lugar de pipetas tipo Eppendorf para evitar una posible
contaminacién proveniente de las puntas de plastico (Pidgeon et al.,1989).
Paralelamente se prepara un mililitro de una solucién de colesterol (Merck-
México) disuelto en hexano, también acorde al experimento.

Posteriormente, se mezclan las soluciones de asolectina y colesterol en
un tubo de ensaye de vidrio que tiene que ser PYREX. Luego se evapora el

hexano bajo flujo de nitrégeno girando el tubo de ensaye para que el lipido se
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distribuya en forma homogénea en el fondo del tubo. Es importante que este
proceso se lleve a cabo lentamente y sin producir oscilaciones en el nivel de
la solucidn ya que de lo contrario se producen agregaciones del lipido, debido
a la ineficiente eliminacidn del disolvente, conduciendo a la no formacién de
liposomas en la solucién final. En ese momento se adiciona un mililitro de
solucién prueba previamente filtrada con un filtro millipore de 0.22 um de
didmetro de poro con el propdsito de eliminar polvo y microorganismos con-
taminantes. Se burbujea la solucién con nitrégeno y se tapa para conservar
una atmdsfera inerte en el interior del tubo y con ello evitar la oxidacién y
degradacién de los lipidos. Se agita con cuidado la solucién y se sonica en un
sonicador de baiio de 50/60 Hertz de frecuencia durante aproximadamente
cinco minutos o hasta que la suspensién se pone transparente y azulada.
Los liposomas se utilizaron en el experimento inmediatamente después de su
preparaciéon. Nunca se usaron liposomas que no hubiesen sido preparados el
mismo dia del experimento.

La concentracién de lipido total (colesterol + asolectina) en la solucién
final fue de 4.0-4.5 mg/ml.

2) Preparacién de la anfotericina B.

La anfotericina B tipo 1 de Squibb (Sio Paulo, Brasil) utilizada en el

presente trabajo fue proporcionada por la Dra. Shirley Schreier de la Uni-

versidad de Sio Paulo. El antibidtico fue almacenado a —70°C y —20°C y,

en este tltimo caso, la anfotericina B fue desechada después de un mes de
almacenamiento.

Se prepara una solucién de anfotericina B a una concentracién de 1-10
mg/ml en dimetilsulféxido segiin lo requiera el experimento. IEsta solucién
se utiliza el mismo dia y después de la primera hora de su preparacién,

ya que su almacenamiento por tiempo prolongado provoca la pérdida de la
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actividad del antibidtico, incluso a baja temperatura. Esta solucidn base

se puede mezclar directamente con la solucién prueba a la concentracidén
adecuada al experimento. El procedimiento seguido en el presente trabajo
fue el siguiente: Se adiciona la cantidad deseada de solucién de anfotericina
B en dimetilsulféxido a la solucién prueba que se adiciona a su vez al tubo
de ensaye con la mezcla de lipidos adheridos a su pared inferior. Después

se procede a burbujear la solucién con nitrégeno y se sigue el procedimiento

descrito para la formacién de liposomas. Debido a que la anfotericina B

se oxida rapidamente cuando estia en solucién acuosa, lo cual produce una
pérdida en su actividad, es decir, disminuye la cantidad de antibiético que
genera un aumento en la conductancia de la bicapa fosfolipidica, la solucién
acuosa con el antibidtico se emplea enn el experimento solo durante las tres
primeras horas posteriores a su preparacién (Levitan, 1991; Rae, 1991). La
concentracién de la anfotericina B fue determinada por su absorcién a 416

nm en dimetilsulféxido con un coeficiente de extincidn de 1.214 x 10% Af—!

(Bolard, 1991).
3) Fabricacién de microelectrodos de vidrio.
En la fabricacién de microelectrodos para patch-clamp se parte de capi-

lares de vidrio de borosolicato tipo 7740 de Wold Precision instruments de
1.5 mm de didmetro externo y 0.84 mm de didmetro interno y con fila-
mento interno. Decidimos utilizar capilares de vidrio de borosilicato debido
a sus buenas propiedades eléctricas. Este tipo de vidrio presenta una mayor
resistividad especifica, una menor constante dieléctrica y menor factor de
disipacién que el vidrio suave (Corey y Stevens, 1990). Estas caracteristicas
del vidrio de borosilicato son determinantes en que la contribucién al ruido
eléctrico de la capacitancia a traves de la pared de vidrio sea menor a la de

otros vidrios. Por la misma razdn optamos por utilizar capilares de pared
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gruesa, lo cual también disminuye el ruido eléctrico, aunque con la desventaja
de que se obtienen microelectrodos mas agudos con su consecuente aumento
en la capacitancia parasitica. Otra ventaja que representa el empleo de este
tipo de capilares es su gran reproducibilidad si se le compara con capilares
de vidrio suave.

En lo fundamental, se sigue el procedimiento descrito por Hamill y co-
laboradores (1981) para la manufactura de microelectrodos de vidrio para
patch-clamp, aunque con algunas modificaciones.

Primero se cortan los capilares a aproximadamente 7.5 cm de longitud
¥ se limpian con metanol. Antes de usar el capilar, se seca el metanol bajo
flujo de nitrégeno. Luego se procede a fabricar un microelectrodo utilizando
un estirador de pipetas del tipo horizontal (Liévano, 1984). En nuestro caso
utilizamos el estirador PN-3 de Narishige Scientific Instruments Laboratory.
Primero se sujeta el capilar por ambos extremos, manteniendo uno de ellos
fijo y el otro sujeto a una pieza mdvil cuyo desplazamiento en direccién
horizontal depende de la intensidad del campo magnético aplicado. En estec
dispositivo, el capilar pasa por el centro del arco formado por un filamento
de calentamiento, el cual queda ubicado aproximadamente en la parte media
del capilar. Posteriormente se aplica una corriente eléctrica a través del
filamento del estirador, de tal forma que su incadecencia provoque el re-
blandecimiento del capilar y mientras tanto se aplica una tensién debida a la
accién de un electroimén de intensidad variable pero regulable con un voltage
de 1 a 10 voltios. Después de unos cuantos segundos, el movimiento del
dispositivo provoca la activacién de un segundo tirén de mayor intensidad
ya que el iman se encuentra ahora sujeto a la accién de 10 a 100 voltios.
Esto genera un tirén abrupto que dard fin al proceso. En este caso se pueden

variar los distintos parametros como la temperatura de calentamiento, la
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intensidad de los tirones inicial y final, asi como el tiempo que tarda en
activarse el cambio en la intensidad del campo magnético. De este proceso se
obtienen dos micropipetas cuyas puntas son casi iguales. Los parimetros del
estirador se modificaron constantemente durante el presente estudio. Para los
microelectrodos que serfan utilizados en la formacién de bicapas no se recurrié
a ningin tratamiento adicional como pulir su punta por calentamiento o
recubrirla con algiin elastémero como Sylgard. La integridad de la punta de la
micropipeta se verificé mediante su observacién por medio de un microscopio
éptico. Por lo regular, se buscé obtener microelectrodos de alta resistencia,
es decir, con un pequeifio orificio en su punta y lo menos agudos posible.

Las micropipetas deben usarse, de preferencia, durante las primeras cua-
tro horas del mismo dia de su fabricacién para evitar particulas de polvo.

4) Llenado de las micropipetas con solucién.

Durante el presente trabajo la solucién prueba con la que se llenaron las
micropipetas consistié de 2 M de KCI, 1 mM de CaCl2 y 10 mM de HEPES
a pH 8.0. La solucién prueba debe ser filtrada de antemano a través de un
filtro millipore de 0.22 m de didmetro de poro con el fin de evitar que alguna
particula presente bloquee la punta del microelectrodo. Para el llenado de
las micropipetas con solucién prueba se deben de tomar en cuenta principal-
mente dos factores: la capilaridad y la viscosidad de la solucién. Mientras
la capilaridad ayuda a llenar la micropipeta con solucién, la viscosidad es el
mayor impedimento para este propdsito. Las interacciones moleculares entre
el vidrio y el agua son propicios para que la micropipeta se llene por capilari-
dad. Por otro lado, para ocupar el interior de pipeta, el agua debe desplazar
al aire, el cual es un fluido menos viscoso y que si es compresible, y gracias
a ésto, le es mads facil pasar por un tubo angosto.

En la estrategia que seguimos para llenar la micropipeta con solucién
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fue utilizar un capilar de plastico conectado a una jeringa llena de solucién
prueba la cual se inyecta a la pipeta por el extremo posterior. El filamento in-
terno fusionado a la pared del capilar de vidrio genera conductos hidraulicos
por los que la solucidén avanza hasta la punta por capilaridad, desplazando al
aire por el drea disponible y en direccién contraria a la punta de la pipeta,
produciendo pequeiias burbujas que son facilmente liberadas mediante la
aplicacién de leves golpes al cuerpo de la micropipeta. La ausencia de bur-
bujas se confirma mediante la observacién de la punta de la micropipeta a
través de un microscopio 6ptico. Por lo regular se evita llenar la micropipeta

con demasiada solucién para que el liquido no entre al portaeclectrodos, lo
cual aumenta considerablemente el ruido del registro.

5) Formacidn de monocapas.
Una observacidon importante para plantear esta estrategia es que vesiculas

lipidicas en una solucidén acuosa pueden formar una monocapa en la interfase
aire-liquido. Este tipo de monocapa, llamada de Gibbs, es continuamentc
regenerada debido a que establece con las vesiculas un recambio de lipidos
dependiente de la concentracién y el tamafo de los liposomas (Schindler,
1979).

A una cimara de teflén de aproximadamente 100 ul se agrega la sus-
pension de liposomas en forma de gotas, cuidando que cada gota penctre la
interfase. Hecho lo anterior se deja reposar la preparacién durante unos diez
minutos, tiempo necesario para que se forme una monocapa estable en la
superficie a la concentracidén de lipido utilizada (Schindler 1979, 1980). Esta
monocapa debe presentar una presién superficial mayor o igual a 30 dina*cm
en presencia de Ca?t para generar bicapas estables (Schindler, 1980; Nel-
son et al, 1980; Labarca et al., 1984). Esta presién superficial coincide con

aquella que se esperaria en una bicapa al comparar estudios de Ia actividad



de fosfolipasa en monocapas con su actividad én estudios en membranas de
eritrocito (Demel et al.,1975). Una desventaja de utilizar vesiculas unilame-
lares de diametro pequeiio para la formacién de una monocapa en la inter-
fase aire-agua podria derivarse si el didmetro de los liposomas es demasiado
pequeiio (< 50 nm) lo cual afectaria la generacién de una monocapa estable
(Schindler, 1980). Otro aspecto que se debe cuidar es la agregacién de las
vesiculas y eliminar cualquier tipo de detergente que impida la generacién de
la monocapa; para ello seguimos un estricto protocolo para lavar el material
de vidrio y el dispositivo experimental (Liévano, 1984). La limpieza del am-
biente de trabajo es otro aspecto importante que se debe cuidar con el fin
de obtener monocapas con condiciones similares (Rolando Castillo, comnuni-
cacién personal).

Debido a que la monocapa estd en equilibrio con la composiciéon de los
liposomas que se encuentran en la suspensién, se supone que la composién
de lipidos y antibiético en la monocapa estd en relacién directa con su dis-
tribucién en las vesiculas (Labarca et al., 1984; Schindler, 1980).

6) Formacién de una bicapa en la punta de un microelectrodo.

El proceso de formacidén de bicapas en la punta de un microelectrodo de
patch-clamp a partir de monocapas en la interfase aire-agua es andlogo al
de la formacién de bicapas lipidicas a partir del principio de aposicién de
monocapas en la interfase aire-agua a través de un orificio en una particién
de teflén que separa dos compartimentos con soluciones acuosas (Montal y
Mueller, 1972; Benz et al., 1975). En este caso, el soporte de la bicapa es la
punta de un microelectrodo de patch clamp. Este procedimiento no requiere
de ningiin tipo de pretratamiento con solventes orgdnicos que contaminen la
membrana como en las bicapas negras y en las bicapas a partir de monocapas.

La metodologia que se siguié fue basicamente la misma ya descrita por
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varios autores para formar bicapas artificiales en la punta de microelectrodos
de patch (Coronado y Latorre, 1983, Sudrez-Isla et al., 1983; Hanke et al.,
1984).

Una vez formada la monocapa de fosfolipidos en la superficie de la sus-
pension de liposomas, se introduce la punta de la micropipeta de patch, liena
de solucién prueba, en la suspensién de liposomas. A continuacién se retira
la punta de la pipeta de la suspensién de liposomas. De acuerdo con la inter-
pretacién mads aceptada sobre como se generan estas bicapas se supone que
en esta primera inmersién, la micropipeta toma una monocapa de lipidos
cuyas moléculas reorientan su parte hidrofébica hacia el aire, mientras su
parte hidrofilica se mantiene en la solucién de la pipeta o interactiia con el
vidrio. En el siguiente paso se reintroduce la micropipeta en la suspensidn.
Con la segunda inmersién se interpreta que la monocapa unida a la pipeta se

superpone a la presente en la superficie de la suspensién. De esta manera se

forma una bicapa lipidica en la punta de un microelectrodo de pacth-clamp

(figura 6).

Figura 6. Formacion de una bicapa cn la punta de un microelectrodo de patch-clamp.



Por lo general fueron necesarias de 2 a 3 inmersiones para obtener sellos
de alta resistencia (del orden gigaohms) llamados gigasellos. Las bicapas
formadas de acuerdo a este procedimiento presentan una resistencia dentro un
intervalo que va de 1 G2 a 50 Gf2. Se obtuvieron bicapas de alta resistencia
en aproximadamente el 30% de los intentos realizados.

El drea de bicapa en la punta del microelectrodo es muy pequeria por lo
que presenta una menor capacitancia que las bicapas negras y las membranas
obtenidas por la aposicién de monocapas en un orificio de teflén, lo cual
permite una mayor resolucién temporal y una mayor razon de seital contra
ruido eléctrico. Esto mismo también permite una mayor resolucién temporal
del registro. Sin embargo, este tipo de bicapas presenta la desventaja de que
solo uno de los compartimentos que separa es fiacilmente manipulable, ya que
la solucién del microelectrodo es practicamente inaccesible una vez formada
la bicapa.

La formacidén de la bicapa se sigue, midiendo el incremento de la resisten-
cia eléctrica y de la capacitancia que lleva asociada, mediante la aplicacién
de un pulso cuadrado pequeiio (20 mV) a una f{recuencia de 100 Hertz. Este
pulso de voltaje genera una corriente idnica proporcional al potencial del
pulso. Esta corriente es directamente proporcional a la resistencia del micro-
electrodo. En ausencia de una monocapa en la superficie de la solucién, al
penetrar varias veces la punta de la micropipeta la interfase aire liquido, la
resistencia del microelectrodo no cambia. A su vez, cuando esta interfase, en
una suspension de liposormnas, es penetrada por primera ocasion, la corriente
resultante es similar a la obtenida en ausencia de lipidos. Al penetrar la in-
terfase por segunda o tercera vez, se produce un incremento de la resistencia
de varios ordenes de magnitud. La apariencia de la corriente monitoreada

es la de una linea basal de muy poco ruido sobre la que se observan espi-
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gas capacitivas rdpidas, coincidentes con el encendido y apagado del pulso

actuando sobre la capacitancia intrinseca del microelectrodo y de la bicapa

(figura 7).

__Figura 7. Seguimiento de la formacién de
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una bicapa en la punta de un microelectrodo de patch-clamp.
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Después de obtener una bicapa, ésta no se perturba durante unos cinco
minutos para que se estabilice. Transcurrido este lapso se inicia el experi-
mento.

Lo primero que procede es compensar la corriente de fuga de la bicapa.
Una vez hecho lo anterior, se fija un voltaje a través de la bicapa dentro de un
intervalo que va de 4200 a -200 mV. Después de compensar la conductacia
de la bicapa se inicia el registro de los cambios de la corriente por alrededor
de dos minutos. La sefial eléctrica se filtra a 500 Hertz y se graba en la
computadora. A continuacién se hace lo mismo cambiando la polaridad
del potencial. Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura

ambiente(entre 20 y 26°C).

Al finalizar el experimento se procede al andlisis de los resultados obtenidos.

7) Montaje experimental.

a) Cdamara de registro.

El dispositivo en el cual se forman las bicapas artificiales en la punta
de un microelectrodo consta bdsicamente de una cimara de teflén hecha en
el laboratorio y que tiene un pozo de aproximadamente 100 microlitros de
capacidad y 0.8 em de didmetro en su superficie.

b) Electrodos.

Los dos compartimetos separados por la membrana estdn conectados por
medio de dos clectrodos de Ag/AgCl. Los electrodos llamados de interfase
de plata/cloruro de plata consisten de un alambre de plata recubierto con
cloruro de plata. Estos electrodos convierten la corriente idnica en la solucidén
en corriente electrénica en los conductores metdlicos. Esto se lleva a cabo
cuando los iones cloruro de la solucién reaccionan con la plata del electrodo
para producir cloruro de plata méas un electrén o a la inversa, un electrén

reacciéna con el cloruro de plata para producir plata e ién cloruro.
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El electrodo activo, corresponde al electrodo de la pipeta y estd conectado
a un conector BNC del portaelectrodos. La micropipeta se coloca en el
portaelectrodos de policarbonato del tipo HL-1-12 de Axon Instruments. A
su vez, el portaelectrodos se conecta al headstage del sistema de patch-clamp,
el cual estd montado sobre un micromanipulador mecanico.

El electrodo de referencia estd inmerso en la cimara de teflén y conectado

a la coneccién de tierra de alta calidad del headstage del sistema de patch-

clamp.
c) Sistema de registro.
La forma de medir corrientes muy pequefias es monitorear la caida de

voltaje a través de una resistencia muy alta. Las resistencias utilizadas en

los registros de canal unitario son del orden de 107'°Q. En nuestro caso,
utilizamos el amplificador Axopatch-1D de Axon Instruments, Inc. Este
sistema de patch-clamp tienc una headstage CV-4 1/100 con resistores de
retroalimentacién de 500 M2 y 5 G2 como standard, el cual es apropiado
para el registro de canal unitario. La salida de la sefial del amplificador se
conecta a un osciloscopio 1741A Hewlett Packard de 100 MHz y al sistema
de adquisicion de datos Digidata 1200 de Axon Instruments, Inc., el cual

convierte la sefial de analdgica a digital. Los registros se guardan en la

memoria de la computadora PC o en computadoras de mayor capacidad tal
como una Apollo para su posterior andlisis.

8) Procesamiento de los datos experimentales.

En el anidlisis de los resultados obtenidos se empled el software disponible

de Axon Instruments conocido como pClamp. Dentro de este paquete, el
analisis de los resultados se lleva acabo primero seleccionando los eventos
producidos durante el experimento utilizando el programa fetchan.exe. Una

vez formado un archivo con los eventos del registro se empleé el programa



pStat para determinar la amplitud promedio de los eventos ajustando una
gausiana. por el método de Los coeficientes de relajacién de los tiempos
de apertura y cerradura se obtienen mediante el ajuste de una exponencial

a una grifica de la funcién de distribucién acumulativa de probabilidad de
apertura o cerradura del canal
P =exp(—t/T)o P=1—exp(—1t/7).
9) Cromatografia de capa fina.
Para la cromatografia de capa fina en una dimensién se preparé la mezcla

de solventes el mismo dia del ensayo. La mezcla de solventes utilizada fue

acetato de etilo:ciclohexano (1:1 v/v). La muestra de lipidos se disolvié en
cloroformo a una concentacién de 20 mg/ml. Se agrega 1 ul de muestra y
de los compuestos control en uno de los extremosa de la placa de silica gel
precalentada para cromatografia de capa fina. Cuidadosamente se coloca la
placa en un frasco que conticne 100 ml de la mezcla de solventes y se espera
aproximadamente 30 minutos para que el solvente ascienda hacia unos 3 o 4
cm por la placa de silica gel. Se recoge la placa y se deja secar por unos 15
minutos. Para la visualizacién de los lipidos, se aplica dcido sulfirico al 50%
atomizado a la placa de silica gel y sc calenta por unos 10 minutos (New,
1994).

10) Formacién de una bicapa cn la punta de un microelectrodo.

Para poder registrar la actividad del canal unitario de anfotericina B,
decidimos implementar la técnica de formar una bicapa en la punta de una

micropipeta de vidrio. Como ya mencionamos en la seccién de material y

métodos, el fosfolipido utilizado para dicho propédsito fue la asolectina de soya.
La formacidn de la bicapa se detecta mediante la respuesta a la aplicacién
de un pequeiio pulso cuadrado de voltaje al bano donde se autoensambla la

monocapa a partir de los fosfolipidos de soya. Este pulso de voltaje permite
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la generacién de una corriente idnica proporcional al valor del potencial del
pulso. La corriente es medida por medio un transductor corriente-voltaje, y
es directamente proporcional a la resistencia del microelectrodo. En ausencia
de bicapa en la punta, el microelectrodo tiene una resistencia de 1 a 10 A2
en una solucién de 2 M de cloruro de potasio, 1 mM de cloruro de calcio,
10 mM de HEPES a pH 8.0, y la forma del pulso respuesta es la corriente
resultante, medida mediante el transductor corriente-voltaje, que muestra las
caracteristicas de un conductor dhmico.

Al penetrar varias veces de manera sucesiva la interfase aire-liquido de
una solucidn libre de lipido, ésto es, en ausencia de una monocapa lipidica
en la interfase aire-agua, la resistencia del microelectrodo no cambia, y es
proporcional a la composicién idnica del medio acuoso. Cuando la inter-
fase aire-liquido de una suspensién de liposomas de asolectina (1 mg/ml en
la solucién prueba) es penetrada por primera vez con el microelectrodo de
patch-clamp, la corriente resultante de la aplicacién de un pulso cuadrado
pequenio de voltaje es similar a la obtenida en ausencia de lipidos, ésto es,
refleja la resistencia intrinseca del microelectrodo. Al penetrar la interfase
dos o tres veces mads, ocurre un aumento de varios Srdenes de magnitud
en la resistencia del microelectrodo. La forma del pulso, monitoreada por
el transductor corriente-voltaje es casi la de una linea basal de muy poco
ruido, sobre la que aparecen espigas capacitivas rdpidas, correspondientes
al encendido y apagado del pulso actuando sobre la capacitancia intrinscca
del microclectrodo y de la bicapa. De tal manera mostrando que el camino
eléctrico a través de la punta del microelectrodo se encuentra bloqueado por
un dieléctrico.

Sin embargo, existe la posibilidad de que ocurra la formacién de un com-

plejo de monocapas que efectivamente obstruyan la punta del microelectrodo,
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con el consiguiente incremento de la resistencia y la aparicién de las espigas
capacitivas; o bien, que el aumento de la resistencia se deba a la obstruccién
de la punta del microelectrodo provocada por un liposoma multilamelar. En
este ultimo caso, podemos descartar esta posibilidad puesto que los lipo-
somas obtenidos mediante sonicacién son demasiado pequefios (25 nm de
didmetro aproximadamente) comparados con el didmetro de la punta del mi-
croelectrodo de 540 nm, como para obstruir la punta del microelectrodo.
En cuanto a la posibilidad de que se forme un tapén por un agregado de
monocapas, la deteccién de canales de algun antibidtico como la gramicid-
ina, que solo pueda aparecer en una bicapa, es una fuerte evidencia de que
la agregacién del lipido es unilamelar. Como nuestro modelo de estudio es
la anfotericina B que cumple con los requisitos antes enunciados, la misma
evidencia al encontrar canales del antibidtico nos sirve como control en este
sentido, es mds, en miiltiples ocasiones no fue posible detectar la formacién
de canales en condiciones en las que normalmente ocurria, indicando que el
fenémeno anterior ocurre.

En este punto, es conveniente aclarar que la irregularidad con que se ob-
tienen bicapas en la punta de una micropipeta, posiblemente se deba a lo
dificil que resulta mantener las mismas condiciones en la monocapa de fos-
folipidos sin llevar a cabo un adecuado aislamiento del sistema, tales commo los
que se procuran en experimento de monocapas de tensoactivo para estudios
de transiciones de fase (Rolando Castillo, comunicacion personal).

En el presente trabajo se pudieron obtener bicapas a partir de asolectina
y colesterol en la punta de un microelectrodo con resistencias de 10 a. 50 G'Q2.

11) Incorporacién de la anfotericina B a los liposomas

El siguente paso en nuestro estudio fue incorporar la anfotericina B al

interior de los liposomas formados por sonicacién. Como ya expusimos de-
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talladamente en la seccion de material y métodos, la anfotericina B se incor-
pord a las vesfculas sonicando nuevamente en presencia de la concentracién

de interés del antibidtico. Se prefirié este método ya que es, a nuestro en-

tender, aquel que asegura que una mayor cantidad de anfoterina B entre a
la membrana de las vesiculas en un corto tiempo, ya que como algunos au-
tores han propuesto, al parecer la particién de la anfotericina B en solucién

acuosa a un medio lipidico como el interior de la membrana, es un proceso

cinéticamente lento.
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RESULTADOS
Y
DISCUSION

Deteccién del canal unitario de anfotericina B.

Una vez incorporada la anfotericina B a los liposomas esperamos que
ésta se transfiera a la monocapa formada en la interfase aire-liquido y que
posteriormente, quede atrapada en la bicapa formada en la punta del micro-
electrodo. Teniendo esto en mente procedimos a registrar la posible actividad
de un canal de anfotericina B fijando un potencial a través de la bicapa de
-+200 o -200 mYV con el transductor corriente-voltaje.

Antes de pasar a discutir los resultados quisieramos presentar algunos
argumentos que eliminan la posibilidad de estar observando alguno de los
artificios que en esta técnica se han reportado.

La deteccién de la corriente asignada a un canal puede tener su origen en
otros dos fenédmenos fisicos. a) El rompimiento dieléctrico de la membrana o
b)fallas intermitentes en el sello membrana-pared del microelectrodo.

En el primer caso, si bien la ocurrencia del rompimiento dieléctrico se
espera quc ocurra a potenciales mayores a los cuatrocientos milivoltios, lo
cual efectivamente se verificé experimentalmente por nosotros, permanece
la posibilidad de minirompimientos a bajo voltaje; sin embargo, ésto no ha
sido reportado y no corresponde a la imagen del fenémeno de rompimiento
dieléctrico como un fendmeno de umbral.

De cualquier manera, se repiticron experimentos a cien milivoltios para
reducir la posibilidad de rompimiento dieléctrico y se observé lo mismo que

a doscientos milivoltios; por supuesto, con el factor de escala correspondiente

y la pérdida de canales muy pequeiios.
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Para el segundo caso, las corrientes de fuga intermitentes enfatizan el
riesgo de asignar esta corriente a canales. Este artificio podria estar ocu-
rriendo y la dinica manera de discriminarlo es mostrando la correlacién entre
la formacién de canales y la presencia del antibiético. Es mas, en una ocasién
se registraron aperturas en ausencia de anfotericina B, cuando se buscaba esta
condicién como un mecanismo de control para asegurar que la formacién era
debida al antibidético. Hay que hacer notar que en presencia del antibidtico,
el registro de canales ocurria en un 30% de los casos, mientras que en la
condicién de ausencia hubo registro en menos del 10%. Ademads, intentos
posteriores por obtener este comportamiento no fueron fructiferos, por lo
que resta la posibilidad de contaminacién en este caso tinico (figura 8).

Un tercer posible artificio es la presencia de canales contaminantes prove-
nientes de la preparacién que tiene un origen bioldgico, a pesar del cuidado
con el que se purificé como se discute en la seccién de materiales y métodos.
Nuevamente es la correlacién anfotericina B-dcteccién de canales la que da
confiabilidad a los resultados; ademads, la caracterizacién del canal nos mucs-
tra que las conductividades son comparables a las de canales sencillos y dobles
de anfotericina B reportadas con anterioridad en membranas artificiales y

mucho menores que las que ocurren en canales biolégicos en general.
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ms=milisegundos y pA=picoamperes
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Asimismo, se observaron otros dos fenémenos caracteristicos de los canales
de anfotericina B antes-reportados en la literatura, los umbrales de concen-
tracién de anfotericina B y la distribucién de los eventos de apertura como
funcién de la razdén colesterol /fosfolipido. Estos resultados se discutirdn con
detalle mas adelante.

Los argumentos anteriores nos dan confianza de que los canales estudiados
corresponden a los formados por la anfotericina B.

Comportamiento de los canales de anfotericina B.

Se hicieron experimentos en los que se aumentd progresivamente la con-
centracion de anfotericina B. Se pretendia identificar los canales que aparecie-
ran en los registros conforme se aumentaba la cantidad de anfotericina B.
Estos experimentos se realizaron en las siguientes condiciones: Se formaron
los liposomas por sonicacién en una solucién 2 M KKCI, 10 mM HEPES, 1 mM
CaClz, y pH 8.0, la proporcién de asolectina/colestrol fue de 4/1 (w/w), la
concentracién de lipido total de 15 mg/ml, una temperatura de 20-25°C. Se
varié la concentracién de anfotericina de 1078 M hasta 10~! M. La solucién
con que se llend la pipeta fue la solucidon prueba. No se observaron canales a
altas concentraciones de antibidtico. Esto concuerda con el hecho de que a al-
tas concentraciones la anfotericina B se agrega en solucién acuosa y previene
su incorporacidn a la membrana, como se menciond anteriormente.

Los canales observados se pueden agrupar facilmente por su valor de con-
ductancia en tres grupos. El grupo 1 de 2 pS, el grupo 11 de 5 pS y el
grupo 111 de 12 pS. (figura 9, 10, 11, 12).

Por lo tanto, los resultados se presentan agrupando la informacién es-

tadistica en estos tres grupos en la tabla I.
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Figura 9. Registro en el que se observa la presencia de varios tipos (1, -
RIV.00 s
II v II1) de canales de anfotericina B. Voltaje=~+200 mV; concentracion de
2 DA

antibidtico= 10~%A7; razén Col/FL=0/1 (w/w); temperatura=25°C'.
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Figura 10. Registro en el que s¢ observa la presencia de varios tipos (I, 200.00 ms \

11 y II1) de canales de anfotericina B. Voltaje=+200 mV; concentracidu de 2 paA

antibidtico= 10~%Af; razén Col/FL=1/20 (w/w); temperatura=26°C.
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Figura 11. Registro en el que se observa la presencia de varios tipos (I,

200.00 ms
11 y I111) de canales de anfotericina B. Voltaje=-200 mV; concentracién de l
2 PA

antibidtico= 10-8Af; razén Col/FL=1/10 (w/w); temperatura=23°C.
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Il y II1) de canales de anfotericina B. Voltaje=+200 mV; concentracién de

antibiético= 1073 Af; razdén Col/FL=1/4 (w/w); temperatura=22°C.
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ESTA TESIS N8 DEBt
SALUR BE LA BIBLIOTECA

Tabla I.

Conductancia y tiempos de apertura y cierre del canal de anfotericina B
a diferentes concentraciones de colesterol en la membrana. Col/FL: Razén
peso a peso de las concentaciones de colesterol y fosfolipido en la bicapa.
[anfB]: Concentracién umbral de anfotericina B en la solucién pruecba para
detectar canales. 7.: Constante de tiempo de cierre del canal.7,: Constante

tiempo de apertura del canal.

Col/FL | [anfB] | Tipo | Conductancia (DS)® [n]® Te Ta
(w/w) M pS | ms™! | ms™?
0/1 10~ |1 2.06 (0.76) [9] | 14.23 | 4.08
18 5.22 (0.75) [8] .16
1 8.44 (1.03) [5] 7.09
1/20 10-¢ |1 84 (0.9) [15] | 15.58 | 4.99
11 4 9 (0.57) [8] 3.19
I 11.1 (1.79) [3] 9.51
1/10 10-¢ |1 1.63 (0.52) [4] | 40.89 | 55.5
11 4.56 (1.05) [2] 4.74
111 14.7 (4.12) [2] 8.16
1/4 108 |1 2.1 (0.8) [7] | 17.78 | 4.85
11 5.51 (1.64) [4] 4.7
111 14.36 (4.84) [2] 10.48

2 Desviacidn standard.

5 mimero de ensayos.
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Lo primero que se observa es la necesidad de incrementar considerable-

mente la concentracién de anfotericina B para poder obtener canales a ra-

zones bajas de colesterol/fosfolipido. Es decir, mientras que para obtener

canales en una membrana compuesta por asolectina y colesterol en una razdén
de 4/1 (w/w) se requiere una concentracién de 10~% M de anfotericina B,
en membranas que carecen de colesterol es necesario aumentar esta concen-
tracién cuatro 6rdenes de magnitud. Esto concuerda con los experimentos
de Erminshkin y colaboradores (1977 Sin embargo, es importante hacer
notar que en este caso ain en ausencia de colesterol se observaron canales,
lo cual no ocurrié en los experimentos en membranas negras de Ermishkin y
sus colaboradores (1977). Esta discrepancia puede deberse a que en nuestro
caso, la sonicacién de los fosfolipidos en presencia de anfotericina B facilita
considerablemente su incorporaciéon a los liposomas en ausencia de coles-
terol, hay que recordar que nuestros intentos de formar canales por medio de
la adicién de anfotericina B al baifio de la bicapa ya formada fueron mucho
menos fructiferos.

Las conductancias observadas concuerdan con las asociadas al canal doble
de anfotericina B reportado por Ermishkin y colaboradores (1977), asi como
a una estimacion de este valor a partir de lo observado por Filkenstein (1984)
para el canal doble de nistatina y aplicar el factor conocido de potencia rela-
tiva anfotericina B/nistatina de aproximadamente dos punto cinco. Es decir,
si Ermishkin y colaboradores (1977) encontraron una conductancia de 6.5
pS para el canal doble de anfotericina B y Filkenstein (1984) encontrdé una
conductacia de 5 y de 2 pS para el canal doble y sencillo de nistatina, respec-
tivamente; cabe suponer que la conductancia esperada del canal sencillo de
anfotericina B debe ser aproximadamente de 15 pS.

De la misma manera, la conductividad del canal sencillo puede estimarse
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en aproximadamente 12 pS, o sea, el grupo III de nuestros experimentos. La
conductividad baja del grupo I fue reportada por Bolard y colaboradores,
quienes también observaron las conductividades de 5 pS y de 10 pS. Sin
embargo, Bolard (1991) propone que las tres conductividades corresponden
al canal sencillo ya que existe evidencia que sugiere que no puede darse el flip-
flop de la molécula de antibidtico en la bicapa (van Hoogevest y DeKruijfT,
1978) y ellos agregaron éste por un solo lado de la membrana en sus experi-
mentos. Hay que hacer notar que los resultados anteriores fueron obtenidos

utilizando ergosterol y no les fue posible a Bolard y colaboradores (1991)

reproducirlos utilizando colesterol. Es interesante que nosotros si hayamos

obtenido estos canales con colesterol. Nucvamente, ésto puede deberse al

proceso de incorporacién del antibidtico a las membranas por sonicacién.
Resta la duda de si nuestra asignacién del grupo II al canal doble es

adecuada o, como proponen Bolard y colaboradores (1991) sc trata de una

conductividad asociada al canal sencillo.
Por supuesto, la presencia de miiltiples conductividades puede deberse

a subestados del canal abierto o a la idea generalizada de que el antibiético
puede formar canales de distinta molaridad y, por ende, con distintas propieda-
des estructurales.

Hay que hacer notar que si bien el comportamiento observado, en relacién
al efecto del colesterol, es similar al reportado por Ermishkin, et al. (1977),
los tiempos de apertura son marcadamente distintos, en nuestro caso, los
tiempos de apertura maxima registrados son de 55 ms, mientras que estos
autores reportan tiempos de apertura de hasta segundos (figura 10). Esta

discrepancia puede deberse a distintas condiciones termodindmicas.
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Habiendo establecido la confiabilidad de nuestro enfoque, podemos ahora
resaltar la importancia de los resultados.

El resultado mais importante es la presencia de canales de anfotericina
B en ausencia de colesterol. Si bien ya se habia reportado la existencia de
canales de anfotericina B en ausencia de colesterol, éstos se presentan en
realidad como protocanales (Cohen, et al., 1990), no equivalentes al canal
idnico con efecto farmacoldgico. En nuestro caso, hemos mostrado que es
exactamente el mismo canal, infiriendo ésto por la independencia de las con-
ductividades con respecto a la concentracién de colesterol.

Un resultado que es también importante es la formacidn de estos canales
en presencia de colesterol en lugar de ergosterol, ya que Bolard asigna una
diferencia molecular a la interaccién entre ambos esteroles con el antibidtico,
diferencia que tiene importantes implicaciones farmacoldgicas. Desde luego
que nosotros no estamos climinando esta posibilidad porque el papel del
colesterol puede haber sido facilitado por el proceso de sonicacién, pero de
cualquier manera, el ergosterol y el colesterol tendrian, en todo caso, solo

una diferencia de grado.



CONCLUSIONES

En este trabajo se ha mostrado que un problema de gran interés tanto
desde el punto de vista estructural como de su aplicacién médica puede ser
abordado a nivel molecular conduciendo a una visién mucho mas detallada
del proceso de la que normalmente se tiene con los estudios farmacolégicos.

Si bien es cierto que la técnica de canal unitario en bicapas arificiales
formadas en la punta de un microelectrodo de patch-clamp tiene riesgos
por la produccién de artificios, asi como la utilizacién de muestras de origen
biolégico, las ventajas en la descripcién puntual utilizando preparaciones cer-
canas al material fisiolégico, justifican su utilizacién. Como hemos mostrado
es posible desarrollar diversas pruebas para asegurar que las observacioncs
corresponden al sistema que se pretende estudiar y que los resultados son
confiables.

También hemos visto que nuestros resultados estdn de acuerdo con los
reportados en la literatura utilizando la técnica de bicapas negras, que de
alguna manera se ha tomado como mads segura.

El efecto mostrado en la dindmica del canal, asi como el efecto del coles-
terol sobre las concentraciones umbrales del antibidtico para la formacién
de canales y la ausencia de efecto sobre la conductividades proponen que el
colesterol tiene un efecto sobre las propiedades estructurales de la membrana
y no del canal. Es claro que el canal responde fuertemente a las condiciones
del medio ambiente. Esta puede ser la razdn de los tiempos de apertura tan
grandes observados por IKasumov y sus colaboradores, aunque existe la posi-
bilidad de que estos tiempos sean artificios provocado por el fuerte filtraje
que muestran sus trazos.

La conclusién del trabajo es que el esterol, contra la idea generalizada
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de que esta involucrado en la formacidén intrinseca del poro de anfotericina
B, estd determinando las propiedades termodindmicas de la membrana y
asi, participando en la incorporacion del antibiético a la bicapa y en los
tiempos de apertura, ya que como se sabe, el colesterol cambia la fluidez de
la membrana de acuerdo al estado en que esta se encuentra. Se podria poner
a prueba esta hipdtesis al tratar de obtener canales unitarios de anfotericina
B en membranas con distinta composicién de lipidos y a diferentes tempe-
raturas, buscando imitar el efecto del colesterol sobre la membrana. Por lo
tanto, el disefio molecular de andlogos debiera considerar esta hipotesis.

Como corolario al trabajo, uno puede pensar en diversos experimentos que
ayudarian a obtener el conocimiento estructural del sistema. Por cjemplo, el
tan discutido punto de la posible existencia de canales de anfotericina B con
distinta molaridad, ésta podria ser determinada en forma directa utilizando
mezclas a distintas razones de nistatina/anfotericina I3 y ver si éstas pro-
ducen conductividades hibridas. El espectro de estas conductividades dara
directamente la molaridad correspondiente, ademads, permitiria determinar si
los grupos de canales corresponden a distintas molaridades. También seria
posible resolver este problema mediante el empleo de la microscopia de fuerza
atémica para intentar visualizar el canal.

Por supuesto, una vez establecido el procedimiento experimental es muy
1itil para el anilisis de andlogos del antibidtico, pudiendo determinar si las
variaciones han afectado la conductividad, la agregacidén, la sensibilidad al
medio y su incorporacién a la bicapa o la dinamica de apertura y cierre del

canal.
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