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PRESENTACION

Excmo. y Mgco. Sr. Rector
Excmos. e Ilmos. Sefiores
Sefioras y Seiiores:

El estudio de 1a mente ha sido, es y sera una de las mas ambiciosas y
nobles tareas del quehacer humano, que fundamentalmente hasta este siglo
habia sido una parcela casi exclusiva de las disciplinas tradicionalmente
conocidas como Humanisticas. Hoy en dia, estd bien establecido que la
mente procede de la compleja interaccién de un conjunto de neuronas
creadas de acuerdo con una «impronta genética» que, en una perfecta
sintesis dialéctica, crece y se desarrolla en un medio creado por la cultura
preexistente, la cual no es sino una historia particular embebida en las
memorias o archivos de aquellos que la transmiten. Ejemplos de la influencia
genética en la organizacion cerebral se estan descubriendo continuamente,
entre los que me gustaria glosar aqui, los genes que codifican ambitos de
conducta tales como facilidad de lectura, dificultad en el razonamiento
espacial, facilidad de expresién oral, conservacion del equilibrio y temores
atdvicos como el vértigo o la aversion al fuego, por citar algunos de los mas
llamativos que no entran dentro del capitulo que podriamos denominar
patolégico.

Traigo a colacidn estos estudios, no sélo porque el Profesor Ovchinnikov
esté trabajando sobre las bases bioquimicas y fisicoquimicas de la transmi-
sién nerviosa, sino porque creo que es relevante a esta solemne Ceremonia de
Investidura.
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De los dos factores anteriormente mencionados, es el educativo o
cultural el que fundamentalmente nos distingue de los demas animales
superiores, pues aunque éste no sea exclusivo del género humano, su
importancia relativa en la formacion de la mente del adulto es, sin lugar a
dudas, muy superior a la de cualquier otra especie animal. De hecho, este
aspecto que nos aleja de un ciego, aunque posiblemente variado, determi-
nismo, es el que da sentido al continuo quehacer humano y, sobre todo, a una
. Institucién como la nuestra, la Universidad. Por ello, la concesion de un
Doctorado Honoris Causa no es sélo un galardén que honra tanto al que lo
recibe como a la Universidad que lo concede, sino es, sobre todo, un singular
acto discente, quiza uno de los mas excelsos, si es que la apasionante labor
educadora de la Universidad admite categorias.

Aunque la Universidad no podria ser tal sin esta funcion transmisora de
conocimientos, sabemos que ello, per se, no es suficiente. El otro pilar basico
sobre el que se edifica nuestra Institucion y le da razéon de ser, es la
Investigacion. Asi, son actos como el presente los que nos recompensan de
nuestra cotidiana y sorda labor en aulas y laboratorios, actividad muchas
veces mas llena de sinsabores que de alegrias. En realidad, la nominacién de
un investigador por excelencia, como es hoy el caso, es un motivo de
enhorabuena para la investigacion, mas aun en un pais como el nuestro en el
que el profesor universitario no esta legalmente obligado a investigar, sino
solaente a impartir un nimero de lecciones mas o menos magistrales por
semana. Afortunadamente, la mayoria de nosotros no entendemos que
puedan impartirse estudios superiores,sin una labor intelectual y creadora
en nuestra parcela del saber, es decir, sin realizar y fomentar la Investigacion.
Este es nuestro estimulo personal y por eso investigamos, todo ello a pesar de
las innumerables trabas de diversa indole que continuamente nos incitan a
una facil y cémoda autojustificacion exculpatoria, con la légica consecuencia
de convertirnos en repetidores de lo que otros crearon; en una palabra, en ser
meros locutores del saber.

Por ello, es para mi motivo de una profunda satisfaccion presentarles en
nombre de mi Facultad al Profesor Yuri A. Ovchinnikov. Graduado por la
Universidad Lomonosov de Mosci en 1957, de la que desde 1972 es
Profesor y Director del Departamento de Quimica Bioorgéanica, es hoy en
dia, a pesar de su juventud, reconocido internacionalmente por sus contribu-
ciones cientificas en el campo de la quimica-fisica biologica. El ser autor de
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mas de 250 publicaciones en revistas tanto soviéticas como occidentales me
aconseja no citar ni siquiera las mas significativas, porque aiin en este caso
serian demasiadas y no es mi deseo abrumarles. Quiza baste sefalar sus
contribuciones mas destacadas en su campo de trabajo.

En los afios sesenta, elucidé por vez primera las caracteristicas confor-
macionales de la valinomicina, eniantinas y sus complejos con iones en
disolucién. Con ello, no so6lo sento las bases estereoquimicas de péptidos de
una gran significacion biologica, sino que contribuyé fundamentalmente al
estudio de las interacciones de los iones metalicos con péptidos y proteinas.
Una de las consecuencias inmediatas de este trabajo fue la creacion de
nuevos y potentes ionoforos artificiales en base a moléculas tales como
valinomicina, eniantina, antamanida y gramicidina, que han contribuido
poderosamente al estudio del transporte iénico a través de las membranas
biolégicas. Es decir, sus trabajos pioneros sentaron en gran parte las bases
del estudio de biomembranas, campo ahora ampliamente investigado en el
mundo entero:

Posteriormente, el Profesor Ovchinnikov y sus colaboradores se dedi-
caron al estudio de proteinas de membrana implicadas en procesos de
transporte. Fue también el primero en elucidar las bases estructurales del
funcionamiento de proteinas de membrana tan importantes como la bac-
teriorodopsina o la rodopsina. En este campo sigue investigando y de ello nos
va a hablar a continuaciéon con voz més autorizada que la mia. Otro campo
muy cercano a éste, en el que ya tiene publicados avances significativos, es el
estudio de un grupo peculiar de proteinas. Me refiero a ciertas toxinas que
especificamente inhiben sistemas de transporte i6nico tanto en las uniones
sindpticas como en membranas excitables por el sistema nervioso.

Otro campo quiza menos llamativo, pero igualmente importante y donde
la contribucion del Profesor Ovchinnikov resulta inestimable, es el estudio de
la estructura y funcién de péptidos y proteinas hidrosolubles. Asi, é1 fue
quien desarroll$ las bases del analisis de la estructura primaria de proteinas
por medio de la espectrometria de masas. Fue también su grupo el primero en
proponer que la sintesis de péptidos seria mucho mas efectiva usando un
soporte polimérico sélido. Tampoco puedo ignorar en esta breve semblanza
el desarrollo de los principios del analisis conformacional dinamico de
péptidos en disolucién mediante el uso de métodos fisico-quimicos.
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La determinacion de secuencias de proteinas es un campo poco rentable
desde el punto de vista de publicaciones, por el gran esfuerzo que implica,
pero, sin lugar a dudas, importantisimo y de todo punto necesario. Aquellas
personas iniciadas en el campo son conscientes de las grandes dotes de
paciencia necesaria para la determinacion de la estructura primaria de una
proteina, aun con la instrumentacion sofisticada que hoy en dia facilita esta
labor. En este campo, el grupo del Profesor Ovchinnikov ha descifrado la
estructura de enzimas tales como la aspartato transamijnasa, clave en el
metabolismo del nitrégeno, las subunidades a, By B de la RNA polimerasa
de E. Coli, o de proteinas tales como las ribosomales L-3, 1-10, L-25 y
L-32. '

Por ultimo, dentro de este rapido recorrido por sus actividades investi-
gadoras, no podia pasar por alto el reciente campo de la genética, o mejor
dicho, de la ingenieria genética. A pesar de su novedad, no ha pasado por alto
para su mente inquieta. Aunque apenas en sus comienzos, las secuencias de
los genes que codifican a la RN A polimerasa o la obtencion de neuropéptidos
como la encefalina o algunos interferones de leucocitos humanos pueden
contarse entre sus logros mas recientes.

~

No es pues de extrafiar que dados sus méritos cientificos, su gran
capacidad de trabajo y dinamismo, sea hoy requerido para multitud de
actividades organizativas y cargos de responsabilidad en el mundo cientifico.
Asi, es Editor en Jefe y miembro del Comité Editorial de una gran cantidad
de revistas cientificas, entre las que destacaria, por sonar mas familiares a
nuestros oidos, a Methods of Biochemical Analysis, Journal of Membrane
Biology, Tetrahedron, Biopolymers, Biochimica et Biophysica Acta, etc. Es
a su vez Director del Instituto Shemyakin de Moscu, del Instituto de
Investigacién de Proteinas de Poutshino, Miembro del Presidium y Vice-
Presidente de la Academia de Ciencias de la URSS, Presidente del
Departamento de Quimica Tecnoldgica y Ciencias Biologicas del Presidium
de 1a Academia de Ciencias de Mosct, etc., etc., etc. Para no cansarles mas,
sélo mencionaré un par de Comités Internacionales a los que pertenece: la
Fundaciéon CIBA para la Promocion Internacional de la Cooperacion en la
Investigacién Médica y Quimica, y Miembro de la Academia Europea de
‘Artes, Ciencias y Humanidades.

La consecuencia natural de estos méritos personales da lugar a que los
nombramientos honorificos abunden en su Curriculum. Entre éstos, de nuevo
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he de hacer una seleccién, aun a riesgo de marginar quiza los por é1 mas
queridos, por lo que me disculpo sinceramente. Asi, es miembro de las
Academias de Ciencias de Bulgaria, Checoslovaquia, Alemania e India, y
Doctor Honoris Causa por las Universidades de La Sorbona, Upsala, Lima
y Gdansk.

Aunque verdaderamente su Curriculum abrume, hay un aspecto humano
en el Profesor Ovchinnikov que a mi me impresiona mas que todos sus
méritos, con ser muchos. Me refiero a su constante afan de comunicacion, de
borrar fronteras, a su caracter universalista que le ha llevado entre otras
actividades a ser Presidente del Comité Hispano-Soviético de Amistad y
Cooperacién. En diversas ocasiones hemos coincidido en que la Ciencia, por
muy importante que sea per se, lo es tanto o mas como lazo de union entre
hombres, no importa qué lejanos sean sus paises, lenguas o condicionamien-
tos politicos y sociales. Podria ser que la necesidad imperiosa para nuestros
antecesores de reunirse en pequefios grupos y asi aumentar sus posibilidades
de defensa y busqueda de alimento, considerando enemigo a todo el mundo
exterior, sea una actitud atavica de nuestra mente que, por qué no, quiza esté
también codificada genéticamente. Por ello, es hoy en dia mas necesario que
nunca, destacar a aquellos de nuestros semejantes que se esfuerzan constan-
temente por mejorar estas relaciones humanas, por buscar un mundo mejor y
en paz para nuestros hijos, tratando de desterrar para siempre esa dicotomia
crénica a lo largo de la Historia de luchas entre griegos y persas, romanos y
cartagineses, etc., etc.

Manuel Cortijo Mérida
Catedratico de Quimica Fisica
Facultad de Ciencias



DISCURSO

Magnifico y Excelentisimo Sefior Rector de la Universidad,
Excmo. Sefior Embajador de la Union Soviética en Espaia,
Estimados colegas e invitados, sefiores y sefioras, amigos:

Me siento muy emocionado en este solemne acto. La obtencion del titulo
de Doctor Honoris Causa por esta Universidad famosa en todo el mundo es
la apreciacion mas alta y generosa de mis modestos méritos y me siento
profundamente reconocido al Consejo Cientifico por este honor.

Los vinculos permanentes entre los hombres de ciencia que estudian las
leyes y los fenémenos de la Naturaleza y que han consagrado su vida a este
maravilloso mundo de conocimientos son la condicién imprescindible para el
progreso en nuestro planeta. Precisamente esta alta mision inspira a los
cientificos a cruzar fronteras y vencer los obstaculos y distancias, unir sus
esfuerzos, discutir juntos, pensar juntos, sofiar juntos... La comunicacion
cientifica despierta nuevas ideas, hace mas amplia la visién del mundo, a:
veces nos hace poner los pies en la tierra, mas frecuentemente nos inspira.
Pero los encuentros pueden ser también inolvidables y emocionantes,
especialmente cuando estan ligados con una brillante pagina en la vida del
bombre. Precisamente estos pensamientos y sensaciones reinan en mi alma
ahora mismo, en esta solemne sala.

Pienso, estimados colegas, que este gran honor que hacen recaer sobre
mi persona es el reconocimiento a los nuevos caminos en la moderna
biologia, en la que me iniciaron mis maestros y mis compaiieros y amigos me
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ayudaron en los momentos mas dificiles. Es, sin duda, un rendimiento de
homenaje a mi pais, donde la ciencia ocupa un digno lugar y el estudio de la
Naturaleza viva se desenvuelve hoy dia de un modo fructifero y veloz. Por
fin, es el rendimiento de homenaje a la amistad que ya hace tiempo me
vincula con la maravillosa Espafa, antigua Granada, con buenos y fieles
amigos en esta tierra. Desde este momento, una parte de mi suerte estara
relacionada con esta Universidad, con antiguas paredes de la gloriosa
Alhambra, con este soleado dia de mayo que recordaré siempre. Espero que
este acto sea una aportacion a nuestra comprensién mutua, a la colaboracion
entre los pueblos, a la causa de la paz y el progreso en la Tierra.

En plena correspondencia con el acontecimiento de hoy, elegi el tema de
la luz y su interaccién con los seres vivos. La luz se identifica a menudo con
la vida. El Sol mantiene la existencia de nuestro planeta, nos envia el calor y
la luz, y hasta ahora ninguna otra fuente de energia, creada o imaginada por
los fisicos, es capaz de prometernos alguna otra alternativa alentadora. El
Sol es la fuente principal para la vida de las plantas, independientemente de
que sean: de la taiga siberiana o de la selva amazonica; gracias al Sol se
acrecienta el mundo microscopico en la tierra y el océano. Por consiguiente,

_laluz es también alimento, vivienda y comodidades... Pero, al mismo tiempo,
la luz es la belleza insuperable de la naturaleza, con amaneceres rosados y
anocheceres violetas, con la gama poética de los colores del arco iris, con el
azul oscuro del mar y el cielo azulado... Sin la luz, la vida del hombre se hace
mas pobre y pierde su brillo. La alegria que el hombre. experimenta en su
relacién con la naturaleza la obtiene por medio de la luz y la vista. El ojo es
una de las cumbres del mundo vivo que capta las pequefiisimas sefiales de la
luz y de sus matices més finos. La luz... {como se siente, se capta y se analiza
por el ser vivo, por el hombre? Conocemos la clorofila de las plantas verdes,
la fluorescencia del mar, las luciérnagas en el bosque nocturno, la retina del
ojo humano. Pero jcuailes son los fundamentos de su interaccién con los
sistemas celulares y moleculares de los organismos vivos? En muchos

* aspectos, es un secreto todavia no descubierto, una audaz hipotesis y raras
veces una conclusion fundamentada. La ciencia solamente trata de penetrar,
paso a paso, en este campo enigmatico....

Yo trataré de exponer el estado actual del problema en relaciéon con los
trabajos realizados en este campo por nuestro laboratorio en el Instituto de
Quimica Bioorganica M. Shemyakin de la Academia de Ciencias de la
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URSS. Este gran Centro cientifico es conocido por sus trabajos en la quimica
de proteinas y acidos nucleicos, por sus estudios de membranas, de ingenieria
genética e inmunologia, de antibioticos, esteroides, péptidos, enzimas...
Nuestro Instituto sera el organizador del Congreso de la Federacion de las
Sociedades Bioquimicas Europeas que tendra lugar en Moscu en junio de
1984.

Las proteinas sensibles a la luz despertaron nuestro interés en los afios
70. Estas proteinas estan presentes en los cloroplastos de las plantas, en los
cromatoforos de las bacterias fotosintetizantes, en los receptores luminicos
de la retina, conos y bastoncillos y, como es natural, concentramos nuestra
atencion el representante principal de estos sistemas: la rodopsina (Figura 1).

Dos tipos de células fotosensibles

—

(i]
\

Citoplasma —1=

\

Segmento
exterior <

| Espacio entre
los discos

Membrana _|
plasmatica

N
:
Segmento Mitocondria

interior

Aparato
\__ de Golgi

Nidcleo — -

Sinapsis

Conos Bastoncillos

Figura 1.—Dos tipos de células fotosensibles.
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Se puede considerar que el estudio de los fundamentos moleculares de la
excitacion optica comenzo hace unos cien afios, cuando F. Boll, fisidlogo
aleman, descubrio la decoloracién de la retina aislada de rana y llegd a la
conclusion de que este proceso podia ser explicado por la «sustancia optica».
El pigmento, descubierto por F. Boll, obtuvo la denominacion de «pirpura
optica» y hoy dia se le conoce como rodopsina.

La transformacion de la energia de la luz en la sefial dptica ocurre a
través de una compleja secuencia de procesos fotoquimicos, eléctricos,
iénicos y enzimaticos. Al mismo tiempo, todo el mecanismo puede ser puesto
en accion con la absorcion de un tnico cuanto de luz por una molécula del
pigmento optico-rodopsina.

La retina de los vertebrados contiene dos grupos de receptores de la luz:
conos y bastoncillos. La rodopsina se encuentra en los conos responsables de
la vision crepusculina también llamada visién «negra-blanca». La capacidad
de los bastoncillos de captar preferentemente los rayos azules, verdes y rojos
se explica por la presencia en la misma de proteinas especiales llamada
iodopsinas que hasta ahora estin menos estudiadas que la rodopsina.
Propiamente, la fotorecepcion transcurre en los segmentos exteriores de los

. conos, donde se encuentran las moléculas de rodopsina. El segmento exterior
del cono representa una columna de discos rodeada por la membrana celular.
Estructural y eléctricamente estan aislados de la membrana celular, como si
nadaran en el citoplasma del segmento exterior., '

La membrana del disco es asombrosamente homogénea en cuanto a la
composicién proteinica. Casi el 80 por 100 es rodopsina. La molécula de
rodopsina representa un complejo muy estable de la proteina, opsina, con el
retinal, aldehido de la vitamina A. Precisamente 1a rodopsina tiene color rojo
gracias al retinal unido a la proteina por medio de un enlace aldiminico
protonado. La energia de la luz, absorbida por el retinal, se usa en la
fotoisomerizacion del mismo desde la forma 11-cis a su forma todo trans.

‘Todos los procesos sucesivos, entre 1os que se encuentra la reestructuracion
conformacional de la proteina, son acontecimientos que pertenecen a la fase
oscura de la vision y no necesitan la luz..

El resultado final de estas transformaciones es la variacién del potencial
eléctrico de la membrana plasmatica del segmento exterior de la célula
fotoreceptora como consecuencia del bloqueo de los canales ionicos!.
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Ha sido propuesto que la funcion de la rodopsina consiste en mantener un
nivel determinado del mediador intracelular que controla la permeabilidad de
la membrana plasmatica de la célula para los iones sodio. A comienzos de los
afios 70 fueron propuestos simultanea e independientemente para el papel de
un tal mediador intracelular dos candidatos: iones calcio y nucleotidos
ciclicos %3,

La eleccion definitiva entre estas dos hipotesis hasta ahora es imposible.
No se excluye que la amplificacion de la sefial luminica por medio de iones
de calcio o0 cGMP esté interrelacionada.

\

Cualquiera que sea el mecanismo verdadero, es indudable que cumple
también un importante papel la propia proteina, la opsina.

Sin embargo, hasta los ultimos tiempos, a pesar de los esfuerzos
invertidos por muchos laboratorios, eran desconocidas tanto la estructura
primaria de la opsina, como la conformacion de su cadena polipéptica en la
membrana. Sin esta informacion, sin el conocimiento exacto de la naturaleza
de los grupos funcionales que integran el «sitio» del cromoforo, es natural
que no puedan conocerse las bases moleculares del funcionamiento de la
rodopsina.

Es dificil predecir el desarrollo de las investigaciones sobre la rodopsina
sin un reciente descubrimiento en un campo no relacionado a primera vista
con los problemas de la visién. Estudiando los componentes de las membra-
nas celulares de ciertos microorganismos halofilicos que habitan en los lagos
salados, los investigadores encontraron fracciones de membranas con intenso
color violeta. Fue demostrado que las membranas violetas (o pirpuras) son
regiones especializadas de la membrana plasmatica que contienen una unica
proteina de bajo peso molecular. Esta proteina, al igual que el pigmento
optico rodopsina, contenia como croméforo el aldehido de la vitamina A’
—retinal en la configuracién todo trans o 13-cis. Esta cromoproteina resulto
ser semejante por una serie de propiedades al pigmento 6ptico, lo que explica
precisamente su denominacion: bacteriodopsina. Los estudios de la bacterio-
dopsina y la rodopsina se desarrollaron paralelamente, pero los de la
bacteriodopsina se terminaron antes.

Se necesitaron solamente unos pocos aflos para explicar el( papel de la
bacteriodopsina en la célula. Por la absorcion de un cuanto de luz, la
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molécula de la bacteriodopsina sufre una serie de transformaciones foto-
quimicas ciclicas. Cada ciclo va acompanado por el transporte a través de la
membrana por lo menos de un protén y el gradiente electroquimico de los
iones hidrogeno, creado en la membrana, se aprovecha por la célula para la
sintesis de ATP y otras funciones vitales®.

Figura 2.—La estructura tridimensional de la molécula de la bacteriorodopsina.
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En la membrana purpura, la bacteriodopsina est organizada ordenada-
mente, formando una estructura hexagonal. Esta circunstancia permitio a
Henderson y Anwin aprovechar la combinacién del método de difraccion de-
los electrones y de la microscopia electronica para esclarecer la organizacion
tridimensional de la bacteriodopsina con una resolucion de 7 A 3. De acuerdo
con el modelo de Henderson, la molécula de bacteriodopsina se compone de
siete barras bastante largas en estructura a-hélice que penetran toda la
anchura de la membrana perpendicularmente a su superficie (Figura 2). Este
trabajo demostro las grandes posibilidades del analisis estructural de los
cristales bidimensionales de las proteinas de membrana; sin embargo, no
proporciono la respuesta para la pregunta: donde se encuentra el resto del
retinal, qué grupos funcionales de la proteina estan a su alrededor o son
esenciales para el transporte de protones.

Para resolver estos problemas, hay que conocer la estructura primaria de
la proteina. Es indispensable el estudio de la relacion estructura-funcién, por
gjemplo, por medio de modificaciones quimicas de determinados restos
aminoacidicos o del propio retinal. Precisamente en estas direcciones se
desarrollaron las investigaciones de la bacteriodopsina en nuestro labora-
torio.

La bacteriodopsina es una proteina intrinseca de membrana constituida
preferentemente por restos aminoacidicos hidrofébicos y en estado nativo
estd casi por completo sumergida en la fase lipidica. Estas propiedades
explican la poca solubilidad de la bacteriodopsina como un tipico repre-
sentante de las proteinas de membrana. Precisamente por eso la determina-
cion de su secuencia de aminoacidos exigié elaborar una estrategia especial y
nuevos métodos de analisis estructural.

El paso de la bacteriodopsina a disolucién acuosa puede realizarse
tratandola con disolventes organicos o por medio de diferentes modificacio-
nes. Sin embargo, las preparaciones de la proteina, asi obtenidas, resultan
inaccesibles a la accién de enzimas proteoliticos y por eso en las investiga-
ciones estructurales se requiere realizar la ruptura quimica de la cadena
polipeptidica en medios en los que la proteina sea efectivamente soluble.

La buena solubilidad de los preparados delipados de la bacteriodopsina
en acido formico concentrado permiti6 escoger como método principal de
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fragmentacion la rotura de la cadena polipeptidica con bromuro de ciand-
geno, con lo que fueron identificados 10 fragmentos. La cromatografia de
gel en acido férmico del 50 por 100 permitié separar los péptidos cortos y de
mediana longitud que corresponden a las siguientes regiones de la cadena
polipeptidica de la bacteriodopsina: 1-20, 21-32, 33-56, 57-60, 61-68 y
210-248.

Los péptidos 119-145, 146-163, asi como los fragmentos 69-118 y
164-209, fueron separados por medio de cromatografia sobre biogel P-30 en
acido formico del 80 por 100 de los péptidos que se habian extraido con una
mezcla de acido formico del 50 por 100 y urea o guanidina 6M. De este
modo, se logrd separar 10 péptidos bromocianicos que abarcan toda la
cadena polipeptidica de la proteina.

Para determinar el orden de disposicidén de los péptidos bromocianicos
aprovechamos la fragmentacion de la proteina por los restos triptéfano
usando BNPS-escatol. De la mezcla de péptidos formados se obtuvieron los
péptidos 13-80 y 190-248, que solapaban con 8 péptidos bromocidnicos y
permitieron conocer los fragmentos N-terminal (1-119) y C-terminal
~ (164-248) de la proteina.

Una informacién importante e indispensable para determinar la secuen-
cia aminoacidica completa de la bacteriodopsina, se consigui6é durante el
estudio de los fragmentos obtenidos al tratar la membrana purpura nativa con
papaina. El analisis estructural de los grandes fragmentos, 4-65 y 73-231,
formados en el curso de dicha operacién, permitié solapar las restantes
regiones de la proteina.

De esta manera, conseguimos determinar la estructura primaria com-
pleta de la bacteriodopsina, una proteina intrinseca de membrana 5%, En el
trabajo de Khorana y colaboradores, publicado un afio después®, fue
precisada la determinacion de varios restos aminoacidicos y, en general,
confirmada la secuencia establecida por nosotros.

En el curso de la determinaciéon de la secuencia aminoacidica total se
obtuvieron importantes datos sobre su topografia en la membrana. A este
respecto jugaron un papel decisivo los experimentos de proteolisis limitada
con auxilio de reactivos impermeablos tales como algunas enzimas proteo-
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liticas. La membrana purpura del Halobacterium halodium presenta una
formacion bastante compacta y medio cristalizada con una distribucién
mutua de sus componentes, proteinas y lipidos, mas o menos rigida®. Por eso
se podia esperar que con un tratamiento relativamente suave de la membrana
purpura, las enzimas proteoliticas atacaran exclusivamente a las regiones de
la cadena polipeptidica expuestas al medio en el exterior de la membrana (si
es que las habia), al mismo tiempo que aquellas regiones profundamente
embebidas en el interior de la membrana resistirian el ataque proteolitico.

En realidad, la investigacion de la accesibilidad para la accion de
quimotripsina, tripsina y papaina de fragmentos aislados de membrana
purpura, asi como de células de Halobacterium halobium permitio6 identificar
los restos de la cadena polipeptidica expuestos al medio. En la superficie
exterior de la membrana son accesibles las regiones 1-4, 65-73 y en la parte
citoplasmatica —el enlace 162-163 y el fragmento 231-248.

Tomando en consideracion los trabajos de Henderson y la informacion
sobre el espesor de la membrana purpura, asi como el analisis de la
distribucion de los restos hidrofébicos e hidrofilicos a lo largo de la cadena
polipeptidica y los resultados de proteélisis limitada permitieron proponer un
modelo de organizacion de la bacteriodopsina en la membrana’. En los
ultimos afios, investigaciones teéricas y experimentales tanto en nuestro
como en otros laboratorios % 1!, han llevado a un refinamiento del modelo,
aunque sus caracteristicas principales permanecen invariables (Figura 3).

A pesar del evidente progreso en las investigaciones de la bacteriodop-
sina, principalmente en el aumento de la resolucién de los métodos difrac-
tométricos hasta un valor de 3,5 A '2, hasta ahora no se ha logrado establecer
exactamente la correspondencia entre cada uno de los siete segmentos:
helicoidales del modelo de Henderson y Anwin y el fragmento determinado
de la secuencia aminoacidica.

Considerables esfuerzos fueron realizados para establecer la distribucion
del resto de retinal. Ya en 1971 se habia encontrado # que el retinal formaba
una base de Schiff protonada con una lisina, pero se han necesitado mas de
10 afios para poder saber el resto de lisina determinada que sirve como
aceptor del cromoforo. En la actualidad, se conoce que el retinal se une al
resto Lys 216, con la particularidad de que esta conclusién no se base
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unicamente en la reduccion del enlace aldiminico, sino en otras maneras,
completamente independientes de abordar el problema !3-16,

Especialmente importante fue el descubrimiento de que el complejo
constituido por dos grandes fragmentos proteoliticos, no vinculados entre si
por relaciéon covalente mostraba actividad funcional!’. Aprovechando la
reconstrucciéon del complejo de estos dos fragmentos, en uno de los cuales los
restos de lisina fueron sometidos a modificacién quimica, Khorana y
colaboradores llegaron a la conclusién de que el resto de retinal esta unido al
fragmento 72-248, y los restos de lisina del fragmento 1.71 no son esenciales
para la actividad funcional '®, Es mas, los datos anteriormente citados parala
bacteriorodopsina, sometida a una metilacion reductiva o succinilizacion,
muestran que ninguno de los grupos e-amino (excepto el de la Lys 216) son
necesarios. para el transporte protdnico a través de la membrana. Podria
pensarse que estos grupos se necesitasen para el autoensamblaje de la
estructura nativa y el mantenimiento de su estabilidad, pero en realidad, no
es asi. Hemos logrado reconstruir el complejo lipoproteinico coloreado, de
manera analoga a como se hace con la opsina no modificada, a partir de la
bacteriorodopsina desnaturalizada, con 6 restos de lisina dimetilados, de

_fosfatidilcolina y retinal en forma todo trans.

Hoy en dia, la bacteriorodopsina est4 caracterizada bastante bien tanto a
nive] de su estructura quimica, como en términos de su orientacién espacial.
Esta informacion, de una u otra forma, subyace en las diversas hipotesis
presentadas en la bibliografia sobre el mecanismo de transporte de los
protones a través de la membrana purpura.

En particular, dentro de este modelo de la topografia de la cadena
polipeptidica en la membrana, cabe la posibilidad de que el transporte de
protones ocurra a lo largo de la cadena de puentes de hidrogeno implicando
también algunos restos de tirosina!®. A este respecto, otra direccién prome-
‘tedora es la investigacion de la actividad funcional de fragmentos o analogos
de la bacteriorodopsina obtenidos por medio de sintesis peptidica o de los
métodos de la ingenieria genética. '

Sin embargo, ya es hora de volver al pigmento dptico, la rodopsina,
respecto a la cual la bacteriorodopsina puede considerarse, con mayor o
menor grado de fundamento, como un analogo creado por la Naturaleza.
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Figura 3.—La organizacion de la cadena polipeptidica de la bacteriorodopsina
en la membrana purpura. :
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Los esfuerzos de nuestro laboratorio se orientaron fundamentalmente a
establecer la estructura primaria de la rodopsina de vaca y esclarecer la
topografia de su cadena polipeptidica en la membrana. En este trabajo se
hizo uso de los métodos y procedimientos metodoldgicos desarrollados
durante las investigaciones de la relacion estructura-funcién de la bacterio-
rodopsina.

Se obtuvo una importante informacion estructural durante el estudio de
los fragmentos producidos por accién del bromuro de cianégeno sobre la
rodopsina. El analisis de los productos obtenidos como resultado del ataque
quimotriptico de las apomembranas fue extremadamente util en la determi-
nacion de la secuencia de los péptidos obtenidos en el ataque del bromuro de
cianogeno y de su ordenamiento dentro de la cadena polipeptidica. Los
péptidos aislados contenian un total de 300 restos aminoacidicos. Con estos
péptidos pudieron solaparse 8 de los 15 fragmentos bromocianicos y
reconstruirse parcialmente la cadena polipeptidica de la proteina.

Hemos analizado también los grandes fragmentos (F-1 y F-2) que se
forman durante el tratamiento de las membranas fotoreceptoras con termo-
lisina. Los fragmentos F-1 y F-2 corresponden a las secuencias (1-240) y
' (241-327) de la rodopsina, respectivamente. Posteriormente se realizo el
analisis estructural de los productos de ruptura de estos fragmentos con
BNPS-escatol, N-bromosuccinimida y clorhidrico 0,03 M.

De este modo, el conjunto de los métodos utilizados permitio establecer

la secuencia aminoacidica completa de la cadena polipeptidica de la rodop-
sina compuesta de 248 restos® 2021,

Una parte del estudio estructural de la rodopsina fue la identificacion del
resto de lisina responsable de la unién del retinal. Con esta finalidad, las
membranas fotoreceptoras eran tratadas con NaBH, o NaBH;CN, y luego

. rotas con termolisina en dos fragmentos, 1-240 y 241-327, que se separaban
en una columna de sphadex LH-60 equilibrada con una mezcla de acido
formico y etanol (3:7). Unicamente el fragmento 241-327 mostraba radioac-
tividad y fluorescencia. El anlisis de los péptidos obtenidos demostr6
inequivocamente que el retinal se une al grupo e-terminal de la Lys 296.

El establecimiento de la estructura primaria de la rodopsina permitié
esclarecer la topografia de su cadena polipeptidica en la membrana fotore-
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ceptora. Al igual que en el caso de la bacteriorodopsina, para solucionar este
problema aprovechamos fundamentalmente el analisis de la accesibilidad de
la rodopsina integrada en la membrana fotoreceptora a las enzimas proteo-
liticas.

Usando membranas nativas, se lograron identificar las regiones de la
cadena polipeptidica expuestas a la superficie citoplasmatica. Ademas,
durante el estudio de la protedlisis limitada de los discos de orientacion
invertida, preparados con congelacion y descongelacién, fueron localizadas
las regiones de la cadena polipeptidica en contacto con el espacio intradiscal.

La localizacion de los enlaces rotos enzimaticamente permitié determi-
nar la longitud de varios fragmentos polipéptidicos que atraviesan todo el
espesor de la membrana. Al tomar en consideracién esta informacién y la
longitud de la cadena polipeptidica que se encuentra dentro de la membrana,
llegamos a la conclusion de que la parte intermembranica de la cadena
polipepu’\dica de la rodopsina se compone de siete segmentos 8.

Informacion adicional sobre las regiones de la molécula enterradas
dentro de la membrana y las que quedan en la superficie se obtuvo durante el
andlisis de distribucién de los restos hidrofobicos e hidrofilicos a lo largo de
la cadena polipeptidica. Las regiones «p-turn» mas probables también
deberian estar expuestas, fuera de la superficie de la membrana. Sobre la
base de estos datos fue propuesto el modelo de la topografia de la rodopsina
(Figura 4).

La principal caracteristica de este modelo es la presencia de 7 varillas
a-helicoidales que se extienden a todo lo ancho de la membrana. En ellas se
puede destacar el fragmento central que contiene aproximadamente 20 restos
aminoacidicos y se sitia en el interior de la membrana, asi como las regiones
que pueden estar en contacto con las cabezas polares de los lipidos. Los
fragmentos de la cadena que se encuentran dentro de la membrana tienen un
caracter hidrofobico mas acentuado que las correspondientes a-hélices de la
bacteriorodopsina.

Las siete varillas a-helicoidales de la rodopsina se unen por lazos
hidrofilicos de diferente longitud que se encuentran m4s o menos expuestos
en la superficie de la membrana, al mismo tiempo que varios de ellos son
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accesibles a enzimas proteoliticas. Un rasgo caracteristico del modelo es Ia
presencia de un lazo hidrofilico (restos 231-246) sobre la superficie cito-
plasmatica. Esta region no solo estd expuesta a la accidn de proteasas, sino
que se modifica ficilmente con dansilcadaverina en presencia de transglu-
taminasa.

El fragmento N-terminal glucosilado de la proteina se localiza en el
espacio intradiscal??, La region C-terminal, accesible a la actuaciéon de
opsina-kinasa y de otros agentes no penetrantes, estd expuesta hacia el
citoplasma?’. En la figura 4 se ve que el residuo Lys 296, résponsable de la
unién del cromoforo, esta situado en el séptimo segmento, es decir, mas cerca
del centro de la membrana. Los datos de fluorescencia estan de acuerdo con
esta distribucion del retinal respecto a la superficie de la membrana 4.

La disposicion de las cadenas de rodopsina y bacteriorodopsina tiene
muchos rasgos similares. Esta similitud se refiere, sobre todo, al nimero de
segmentos que penetran la membrana y a la disposicién de los residuos de
lisina que forman el enlace aldiminico en el fragmento C-terminal dentro de
la membrana. Se podria esperar que la semejanza estructural de la rodopsina
y bacteriorodopsina se reflejara en sus propiedades funcionales. Hasta ahora
es dificil responder a esta pregunta. Es posible que sea esencial la similitud
de las fases iniciales de las fototransformaciones de las dos cromoproteinas.
En ambos casos los productos primarios son batoformas que se caracterizan
por su absorcién a mayores longitudes de onda en comparacién con los
pigmentos originales. En estas formas se acumula la energia del cuanto de luz
indispensable para las transformaciones posteriores.

La determinacion de la organizacion de la cadena polipeptidica de la
rodopsina en la membrana es solamente el primer paso en el conocimiento
del mecanismo de su funcionamiento. Pasara cierto tiempo antes de que se
logre conseguir detalle de nuestros conocimientos, parecido al que se tiene
con la bacteriorodopsina, aunque con esta ultima, todavia quedan, como
hemos visto, muchos problemas por solucionar. Se puede esperar que con el
tiempo las interacciones estructura-funcion de las proteinas de membrana
podran ser caracterizadas de una manera tan completa, como ocurre con
ciertas proteinas hidrosolubles.

No obstante, en el estudio de la estructura de la rodopsina se ha
alcanzado un progreso indudable. Ahora nos queda comprender (cémo

23



EL APROVECHAMIENTO DE LA LUZ POR LOS SERES

gjerce sus funciones?, jen qué procesos de la membrana participa?, ;de qué
manera la luz origina la sefial nerviosa en la célula optica?, {como esta sefial
se copia y transforma en las células nerviosas de la retina y del cerebro? y
icomo, por fin, aparece la imagen visual en el cerebro? El estudio de estos
problemas es uno de los mas interesantes retos a la biologia moderna.

Las proteinas sensibles a la luz, como la rodopsina, no son solamente
importantes elementos de los sistemas biologicos que captan y aprovechan la
luz. Actualmente son, asimismo, modelos de dispositivos técnicos que
aprovechan la luz modulada, por ejemplo, elementos holograficos que son
ampliamente utilizados en computadores. Estas investigaciones se estan
desarrollando activamente y su objetivo principal es descubrir los secretos de
la Naturaleza y ponerlos mas y mas al servicio del hombre.

Me siento muy atradecido por la atencion, agradezco una vez mas el alto
honor y quiero expresar el deseo de que los éxitos de los cientificos de esta
Universidad dupliquen su fama mundial, de que se fortalezca la comprensién
mutua y colaboracion entre los cientificos de Espaiia y la Unién Soviética.

iGracias!

N
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