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EXCMO. SR. PRESIDENTE.
EXCMOS. SRES. ACADEMICOS.
SRAS. y SRES.

En estos momentos, en los cuales y merced a la generosidad de
los miembros de esta Real Corporaciéon, voy a ocupar un lugar de
igualdad entre vosotros, desearia disponer de un lenguaje calido y sin
limitaciones, para poder expresar la trascendental emociéon que me
embarga y el sentimiento de profunda gratitud que a todos debo, por el
alto honor que con ello me habéis otorgado. Y para justificarme ante la
propia conciencia por esta distincidn, pienso en algun valor constante
que se refiera a nuestras relaciones mutuas y que reuniendo, de algin
modo, actos de afecto y colaboracién, pudiera resumirlos, por mi parte,
en una fidelidad total a todo lo que la Real Academia de Farmacia
representa. Por eso me permito recordar aqui el primer contacto que
tuve con esta ilustre Corporacion, alla por el afio cuarenta y dos, cuando
por haber obtenido el Premio Nacional de la misma, recibi la légica
alegria de verme incorporado a ella como miembro correspondiente, ya
que en esa época, dicho titulo iba unido a la concesidn del citado premio.
Creo que desde entonces podré haber tenido muchos desaciertos, pero
no dudo en afirmar que mis actos y mi conducta desearon ser siempre
fieles al espiritu y la norma de esta Casa y de respeto a las
ilustres personas, que, sucesivamente, la formaron y dirigieron.
Aun desde las lejanas latitudes de ulteriores destinos, procuré asistir, en
todo lo posible, a sus actividades cientificas o sociales, con lo cual he ido
cimentando, a lo largo de los afios, solidas y entrafiables
relaciones. A ello, mas que a nuestros méritos y valia personal, atribuyo
el que, incorporado de nuevo a la docencia en Madrid, me llamaseis a
vuestro seno. para unirme, de manera definitiva, a las tareas
que con tanta eficacia venis desarrollando. Gracias. Sres. Académicos,
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por esta acogida llena de cordialidad que me habéis dispensado y que
supone alumbrar una esperanza que quisiera no defraudar.

Al presentarme como Académico de numero, con el preceptivo
discurso, la natural preocupaciéon responsable que me inquieta, se ve
compensada por la presencia de tantos buenos amigos, que no dudo
seran comprensivos con esta disertacion, pero también me acongoja la
ausencia de algunos que me honraron con sus atenciones y me
concedieron, gentilmente, su voto y que hoy ya no estan entre nosotros.
Permitidme que dedique, en este sentido, un recuerdo especial a mi
antecesor en la Catedra, el profesor Portillo, con quien trabajé varios
afios en el duro laborar universitario y cuya hombria de bien y recta
inteligencia, le distinguieron siempre en una ejecutoria ejemplar.

Tampoco puedo dejar de recordar, en esta ocasién, al ilustre
compaiiero a quien vaya suceder en esta Casa, el Dr. D. Manuel Garcia de
Mirasierra, a quien conoci por vez primera hace casi treinta y cinco afios,
en circunstancias dificiles para nuestra Patria y para nosotros mismos. El
encargo que por la superioridad se me habia ordenado realizar en
Ciudad Real, se vio facilitado por su inestimable ayuda y por sus amplios
y seguros conocimientos de toda la problematica sanitaria de aquella
provincia.

Nacido el Dr. Mirasierra en Alcald la Real, en la provincia de Jaén,
curs6 y termind muy joven sus estudios en la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Madrid, habiendo sido alumno predilecto del destacado
catedratico de Andlisis de medicamentos don Obdulio Fernandez. Al
poco tiempo de finalizar su carrera, gana por oposicién la plaza de Jefe
del Departamento de Analisis del Instituto Provincial de Higiene de
Ciudad Real, desde cuyo puesto ejercié una decisiva influencia en la
significativa actuacién de todos los farmacéuticos de aquella provincia.
Contribuyendo, con su entusiasmo y eficacia gestora, a la creacion, en el
afio 1932, de una de las primeras cooperativas farmacéuticas
provinciales de Espafia. Asimismo, desempefid, en varias ocasiones, la
Presidencia del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Ciudad Real, desde la
cual desarrollé una brillante labor, prestigiando con ello a toda la clase
farmacéutica. Por su capacidad organizadora y sus méritos profesionales,
fue nombrado Inspector Provincial de Farmacia, Director del Cen-
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tro Regional de Farmacobiologia y gand, en unas refiidas oposiciones, el
cargo de Jefe de los Servicios de Analisis Clinicos de la Beneficencia
Provincial. Sintiendo también una indudable atraccion docente, fue
Profesor de Ciencias de la Escuela Profesional de Maestria de aquella
Ciudad.

Como figura reconocida en el ambito farmacéutico Nacional, le fue
concedida, en 1954, la medalla Carracido y, posteriormente, se le
requiere por la Direcciéon General de Sanidad para ejercer la Jefatura de
la Inspeccion Técnica en la Subdireccion General de Farmacia. En julio de
1969 fue nombrado Subdirector General.

Puede decirse, sin temor a exagerar, que su vida estuvo en todo
momento entregada al ejercicio y defensa de la profesion farmacéutica
en sus mas nobles aspectos, en la que, si tuvo éxitos notorios, también
sacrific6 a la misma una importante parcela de su bienestar y
tranquilidad familiar. Algunas de sus actuaciones publicas estuvieron
centradas en esta Casa, donde contaba con el carifio y admiraciéon de
quien presté a la misma importantes servicios. Los que le tratamos
personalmente no olvidaremos su gran calidad humana, llena de
simpatia y comprension, sin mengua de un estricto sentido de la justicia.
Que Dios le haya concedido su eterna Paz.



ENRIQUE OTERO ALLENDE
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INTRODUCCION

La ordenaciéon molecular como fundamento de ciertos procesos:
fisico-quimico s, ha sido objeto de nuestras investigaciones desde hace
bastantes afios. Ya al estudiar la técnica de la espumaciéon (1),
comprobamos cémo la estabilidad de la espuma estaba condicionada a la
existencia de una pelicula con una elevada coexidon, formada por
moléculas filiformes ordenadas, en la cual, tanto la concentracién como
el pH y la presencia de electrolitos ejercian una influencia decisiva en su
rigidez superficial. Asi, operando en condiciones adecuadas con estas
variables, pudimos realizar, en buenas condiciones, la separacién de
fermentos, colorantes, acidos grasos, bacterias, etcétera, por un método
que supone una auténtica microflotacion (2). La capacidad humectante y
la actividad capilar de las sales de los acidos grasos fue atribuida por
nosotros, no sélo a una simple adsorcién superficial, regida por la ley de
Gibbs, sino a un estado molecular ordenado con formacion de agregados
micelares de tipo laminar o cilindrico (3).

El estudio de estos problemas nos llevd a realizar con nuestros
principales colaboradores, los profesores Garcia Fernandez y Cadérniga
Carro, diversos trabajos que se refieren a la presencia de agrupaciones
moleculares en liquidos biolégicos (4), su importancia en los procesos
de emulsificacién originados por ciertos mucilagos (5), asi como la
influencia de determinadas sustancias tensioactivas en la extraccion de
algunos alcaloides (6). Algunas de estas investigaciones fueron
presentadas sucesivamente en esta Academia (7).

Con objeto de ampliar el horizonte sobre estos problemas, se abordé
el conocimiento de las técnicas de capas monomoleculares, con los
profesores Guastalld y Dervichian, en la Universidad de Paris y en el
Instituto Pasteur. Esto nos permitié montar, en nuestros laboratorios de
la Facultad de Farmacia de Santiago, unos micromanémetros
superficiales  dotados deuna sensibilidad elevada e iné-
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ditas en Espafia, estableciendo unos equipos de trabajo y unas lineas de
investigacién sobre interacciones superficiales de interés bioldgico y
farmacéutico, que, mas tarde, darian lugar a una escuela de probada
eficacia y relevante interés. Un grupo de investigaciéon analogo, hemos
dejado dispuesto asimismo en la Facultad de Farmacia de Barcelona. A
su vez se abordd el conocimiento de las asociaciones moleculares e
interacciones medicamentosas a través del estudio de -diversas técnicas
fisico-quimicas, todo lo cual dio origen a una espléndida floracién en la
Escuela de Farmacia Galénica de Santiago.

En la actualidad nuestro interés se ha centrado en la ordenacion y
estabilidad de los lipidos en la membrana celular y su alteraciéon
por diversos agentes exdgenos, operando en capas monomoleculares,
rayos X, diagramas de fases, difusion de la luz, liposomas o
«black films». Asimismo estudiamos las interacciones de los lipidos con
el citocromo c y el coenzima Q, para conocer el papel que aquéllos
pueden representar en la cadena respiratoria y, en general, diversos
procesos ligados al orden y estabilidad en distintos sistemas de interés
biolégico.

La disposiciéon mental que condicionaba toda esta problematica, asi
como el haber conocido las intervenciones y los debates que, sobre esta
cuestion, se desarrollaron en el «Instituto de la Vida» de Paris en 1969
(8), Y el compré bar, personalmente, en el I Congreso Europeo de
Biofisica de Viena y en el IV Internacional de Mosct, como el problema
de la ordenacion y estabilidad molecular constituian un tema basico,
que se encontraba presente en la mayoria de las comunicaciones alli
expuestas, nos indujeron a considerar que una exposicion
general del mismo pudiera ser apropiada para nuestro discurso de
ingreso en esta Academia, ya que presenta un interés fundamental en
todas las Ciencias Bioldgicas y en consecuencia, en las Ciencias
Farmacéuticas.

A veces nos hemos preguntado donde estaria la raiz oculta que nos
impulsaba en esta linea de trabajo: parece que habiamos olvidado que al
estudiar en 1935 un nuevo compuesto del wolframio con la
oxiquinoleina, ya percibiamos la necesidad de wun estudio
conformacional de su estructura, analogo a los que hoy se determinan en
los biopolimeros y que también se ha establecido para los iso y
heteropolianiones de aquel elemento (9).
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Es indudable por tanto que, como se ha dicho mil veces, desde
Dilthey, la peculiaridad de cada hombre es una mezcla de azar,
destino y caracter. Al releer esta frase en una reciente obra (10), vino a
mi memoria la figura del joven y prestigioso profesor, que,
en las aulas de Fonseca, sujeté a normas mi azarosa vida de estudiante,
traz6 con profundidad radical las rutas de mi destino y
marcé con huella indeleble los rasgos de mi caracter. Sabéis que estoy
hablando de mi querido maestro D. Ricardo Montequi,
hoy Director de esta Academia, quien en nuestras primeras singladuras
universitarias me distinguié de forma especial, ligdindome mas tarde a
sus trabajos y desvelos en la investigacion y la ensefianza y
que ahora me honra al contestar al discurso que vaya someter a vuestra
consideracion. El me describe, a veces, con carifio y nostalgia, las visitas
que a su laboratorio realizaba, anualmente, mi bondadosa madre, para
agradecerle el afecto que me otorgaba y su firme voluntad mostrada
respecto a la formacién que me era necesaria, llenando el vacio y la
soledad paternal que me faltaban. Desde aquellas horas primerizas, mi
vida intelectual y cientifica, asi como la propia familiar,
quedaron vinculadas sin fisuras a su persona. No puedo olvidar, por lo
que tiene de simbolo de cordial distincion y generosa ayuda,
que antes de que me hubiera licenciado no tuvo reparos en asociarme
con su nombre, ya consagrado, en lo que habia de ser mi
primer trabajo de investigacion. Esto hizo nacer para siempre en
nosotros aquella decisiva actitud vocacional, que, llegando hasta
las zonas mas sensibles de cada hombre, estd por encima de cualquier
acontecer histdrico circunstancial.

En frase aristotélica, el profesor Montequi siempre estuvo
dispuesto al asombro y a la duda. Por eso sus ensefianzas,
como su postura ante la vida, estaban en buena direccion para
un sereno discurrir filosofico, no exento de ironia, sabiendo
que la educacion integral del hombre comporta una sintesis
intelectiva, animica y espiritual, que no puede sustituirse
por ningun avance de la técnica o del progreso, pero
siempre con un sentido dinamico, que no le haga caer en
el mero pensar sin actuar, que es lo mismo que no pensar.
Asi en su escuela, sentiamos sus discipulos, como una realidad diaria,
con gran sentido analitico e integrador, lo que muchos afios
mas tarde, Gaston Berger (11) define como las premisas fundamen-
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tales de un buen maestro: «El amor a lo que se ensefia, la atenciéon
afectuosa con que se mira a aquellos a quienes se instruye, el respeto de
su personalidad, el ingenio que hay que desplegar constantemente para
inculcar los nuevos conocimientos en los espiritus jovenes y para
descubrir sus aptitudes, despertando en los mismos el entusiasmo
riguroso ante los problemas desconocidos y a veces hostiles,
alimentando sin tregua una inquietud de creacién renovadora y
desarrollando sus fuerzas para ponerlos en condiciones de andar solos
su propio camino.»

Muchas horas hemos pasado juntos, realizando tareas en las que
creiamos y al calor de esa colaboraciéon desinteresada, descubriamos,
gozosamente, que poco a poco nos iba uniendo uno de los valores, mas
selectos de la condicién humana: la intima amistad. En este caso, nunca
empaflada por causa alguna. En todas las ocasiones y en todas las
circunstancias siempre estuvimos unidos. En las alegrias y los triunfos, y
en las horas amargas que la vida siempre deja al pasar. Creo,
sinceramente, que esto es lo mas positivo en una buena contabilidad
moral.

Por eso, aunque fue necesario que nos alejiramos geograficamente y
no tuve la satisfaccion de poder continuar la docencia en su misma
disciplina, él ha sido mi Maestro de siempre, mi verdadero Maestro; el
que me ha ensefiado los fundamentos doctrinales de la Ciencia y las
normas rigurosas y pacientes de la investigaciéon. Y un conjunto de
virtudes esenciales para su desarrollo: seriedad y objetividad, libertad
de juicio, espiritu abierto a todos los horizontes, ser adaptables y
perfectibles y, sobre todo, aprender a aprender, o sea, aumentar la
capacidad de analisis y de sintesis, en lugar de limitarse tan sélo a un
adiestramiento técnico que pudiera quedar anticuado en breve plazo.
Esta formacion, orientada desde un principio, cultivando con sinceridad
las dos cualidades citadas, que necesitan un constante ejercicio, nos ha
permitido librarnos de un posible anquilosamiento, que hubiera podido
anular toda nuestra preparacion cientifica o el conocimiento técnico
adquirido en nuestra juventud.

Muchas cosas importantes se podrian seguir diciendo del doctor
Montequi y aqui se han dicho, no hace mucho tiempo, por un ilustre
Académico: el profesor Doadrio. Las cualidadesdela escuelade-
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Montequi, que aquél, como uno de sus discipulos mas allegados,
enumera, son las mismas que yo he vivido con anterioridad en mi propio
conocimiento. Esto acredita una linea de conducta inalterable y la
verdad de lo que en ella se practicaba y ensefiaba. Todos los que a su
lado nos hemos formado, repetiriamos los mismos conceptos. Esto
puede ser la mayor alabanza a una clara «misidon universitaria», en el
sentido orteguiano, por la que todos sus discipulos y colaboradores le
debemos una gratitud dificil de valorar.

No quisiera olvidar en esta ocasién a los que en la intimidad del
hogar, me dieron, en todo momento, ejemplo de honradez y tenacidad y
que con su amor, lealtad y espiritu comprensivo, me han alentado
siempre en la consecucion de los mas elevados ideales. A todos ellos mi
recuerdo y agradecimiento mas entrafiables.
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LA REVOLUCION BIOLOGICA

El siglo XIX, trenzando la lanzadera mecanica en el telar, contemplé el
acelerado desarrollo de la «Revolucién Industrial», con todas las
implicaciones econdémicas y sociales que la misma contenia en su propio
planteamiento. Finalizaba el siglo, cuando el positivismo naturalista,
integrado en las teorias filosoficas de Augusto Compte, senté su
pretenciosa doctrina de la explicacion mecanicista del Universo, que
consideraba predeterminado el devenir de todos los sistemas de la
Naturaleza, de acuerdo con las cuatro reglas canoénicas de Stuart Mill
(12). Como consecuencia de esta mentalidad, que a medida que se va
afianzando como creencia histérica, aparece cada vez mas difusa y sin
perfiles definidos en el campo de la Ciencia; surgen formas mas
elaboradas de su contenido filoséfico, como el «materialismo dialéctico»
de Marx y Engels o el «<monismo cientifico o evolucionista» de Ostwald o
Haeckel. La posicion resueltamente contraria de Bergsén, que
contrapone materia y vida y distingue el tiempo espacializado con que la
causalidad mecanica opera, de la duraciéon propia de los fendmenos
vitales, asi como el anti-intelectualismo de Nietzsche, conducen a una
posicion critica del conocimiento cientifico, que hace considerar a
Boutroux cémo en la Naturaleza se produce la inversion de las leyes
deterministas: cuanto mas necesaria menos determinante es la ley
natural y cuanto mas determinante menos necesaria, lo que parece ya
un anticipo de los conceptos bioldgicos actuales. Tratibase pues de una
verdadera «crisis de principios». Surgi6 entonces lo que podemos llamar
la «Revolucion atémica», que fue desarrollandose con espectante ilusion,
no exenta de inquietud, en toda la primera mitad del siglo XX.

En los ultimos cincuenta afios la Quimica ha experimentado,
por otra parte, un doble proceso de integraciéon y unificacion:
por un lado se ha integrado cada vez mas en la Fisica, y se ha unificado
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a si misma a través de las concepciones de la mecanica cuantica,
especialmente en lo que se refiere a los enlaces de valencia, estructuras
conformacionales, procesos estereoquimicos y la misma Quimica de
coordinacion, que como ha expuesto recientemente en esta Academia
nuestro compafiero el doctor Doadrio (13), ha hecho desaparecer, en
realidad, los antiguos capitulos tradicionales de la Quimica organica e
inorganica.

Los procesos cataliticos, las reacciones concertadas y la quimica
macromolecular, rozan ya el mundo bioldgico. Asi los estudios
bioquimicos y fisico-quimicos tienden a colaborar estrechamente para
resolver problemas de indole celular, de genética, actividad vital,
investigacion embriolégica y, en general, a expresar los fenémenos de la
vida en lenguaje molecular, con lo que se van borrando,
progresivamente, las fronteras que separan las investigaciones, cada dia
mas audaces. que hasta ahora parecian pertenecer en exclusiva al
dominio de la Fisica, la Quimica o la Biologia. Puede decirse, por tanto,
sin incurrir en una actitud novedosa, que nos encontramos en visperas
de la «Revolucion Bioldgica», mas inquietante aiin que las anteriores,
porque sus investigaciones fundamentales tienen corno ecuaciéon
principal la vida misma. El panorama que ya se vislumbra es
enormemente atrayente, de profunda exaltacién dionisiaca, de peligrosa
afirmacion egocéntrica. diluida en un disimulado panteismo, pero que,
como la blanca montafia en la altitud, estd llena de peligros y
desconciertos, donde pueden naufragar los mejores espiritus llenos de
angustia y de zozobra.

Sin embargo. el que el fisico se atenga a su propia y peculiar
experiencia, ha permitido que su mente y la de todos los hombres de
ciencia. se abra a considerar una nueva metafisica del mundo real, que
intenta ofrecer una vision coherente de la Naturaleza, desde una
perspectiva totalmente distinta a la que se ha venido utilizando desde
los tiempos de Galileo sobre los conceptos de espacio, tiempo, materia y
causalidad. Las ideas actuales nos sitian mas cerca de Platéon y de
Aristoteles que del racionalismo kantiano (14), por lo cual es preciso ver
los cuerpos materiales como condensaciones de energia, diversamente
estructurada. siendo entonces la clave de la Ciencia de la Naturaleza la
llamada por Zubiri «ley estructural», considerando a los sistemas
biolégicos como uno de sus hitos fundamentales.
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Surge entonces uno de los grandes peligros del momento
actual. Intentar desvelar el secreto de la vida a través de una ley
biolégica que considere posible deducir todos los fendémenos
vitales en términos fisico-quimicos, generalizando, incluso,
sus posibles esquemas conceptuales no s6lo al dominio
de estos procesos, sino al terreno de la evolucion
coésmica, la Antropologia, la Sociologia. la Metafisica y el transcurrir
histoérico del hombre, como lo han abordado Teilhard de Chardin (13) y
Monod (16) desde distintos puntos de vista filosdficos.
Una critica especialmente dura de la postura generalizada de Manad, en
la que se le atribuye al azar el papel principal en la conformacion de los
sistemas biolégicos, con mutaciones necesarias progresivas, es la
realizada por George Salet, citado recientemente por Ferndndez Cruz
(17), el cual indica cémo este autor, «aportando interesantes
argumentos de Bioquimica molecular y apoyandose en la ley tinica del
azar, formulada por Borel, demuestra, con incuestionables
razonamientos matematicos, que las mutaciones podran ser en todo
caso diferentes o regresivas, pero nunca progresivas». Esto pone en un
aprieto el proyecto de Manad, de querer justificar el destino humano, en
su finalidad, como una necesidad del evolucionismo biolégico, inserto en
el materialismo dialéctico.

No es nuestra intenciéon plantearnos aqui la polémica que
supone la contradiccion epistemoldgica que parece existir
entre el vitalismo metafisico de Bergson, no finalista, con su
consideracion de la vida como una corriente o impulso radicalmente
distinto de la materia inanimada, pero en lucha constante con ella,
dificultdndola para obligarla a organizarse y el vitalismo cientista de
Elsaser y Polonyi con sus leyes biotdnicas, en las que aparecen unos
principios que vendrian a afiadirse a los de la Fisica para explicar los
sistemas vivientes: ni tampoco contraponer el concepto cientista de
Spencer, a la proyecciéon animista de Hegel, o a la inversiéon que en el
razonamiento de este ultimo autor se ha realizado, para justificar el
materialismo dialéctico, como base de la evolucién en el tiempo del
hombre histdrico. Sin embargo, es necesario afirmar que una teoria
universal de los  sistemas biolégicos, tendrd que incluir hoy,
necesariamente, los fundamentos de la mecanica cuantica y relativista,
los esquemas estadisticos de los componentes elementales de la materia,
la probabilidad deun microestadoenun conjunto canénico colec-
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tivo, la teoria de grupos, la termodinamica generalizada, y otros muchos
conceptos dificiles de conjugar.

Con la humildad que inevitablemente acarrea la complejidad de los
conocimientos actuales podemos expresar la conclusiéon de que, en la
segunda mitad del siglo XX, s6lo se puede apuntar el que una estructura
biolégica pudiera ser deducible a partir de los primeros principios. Es,
no obstante, explicable con una prevision estadistica.

Con todo, la gran ambicién del siglo pasado, el relato cientifico y
pormenorizado «de wuna Historia Natural de la Creacidon», va
cumpliéndose hoy con bastante mas rigor intelectual que en el famoso
libro de Haeckel y con mucho mayor respeto humano a la «Naturaleza» y
a su «Creacion» (12).
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SISTEMAS BIOLOGICOS
Caracteristicas generales

Al contemplar la situacién crucial que en la revolucién biolégica
vemos emerger inexorable en nuestros dias, es conveniente enfocar el
problema de los sistemas implicados en la misma, definiendo aquello
que es comun para todos ellos y fijando, con claridad, cuales son sus
caracteres generales, a los que se podrian aplicar las leyes y los
conceptos fundamentales de la Fisica y de la Fisico-quimica (18).

En primer lugar, es preciso considerar la separaciéon entre lo que
constituye la esencia de un ser vivo y la materia inanimada. Segin
Mendelssohn (19), esta linea de separaciéon es la que se presenta
también entre dos lenguajes: el del fisico y el del biélogo. Segin algunos
autores, el lenguaje actual del fisico no es suficiente, hasta ahora, para
describir los fendmenos biolégicos en su totalidad. Se plantea asi el
problema de la validez universal de las leyes fisicas o el retorno al
vitalismo.

No obstante, si consideramos que los fisicos pueden hacer
abstraccion de la existencia de este principio vital, parece posible
intentar una cierta explicacion de las funciones de los sistemas
biolégicos en términos estructurales. Este ha sido el gran hallazgo de la
Microbiologia: el establecer la importante correlacion de las propiedades
y funciones biolégicas con la estructura de determinadas
macromoléculas o biopolimeros. Estas estructuras es cierto que son muy
complicadas, en relacién con las que se estudian en la Fisica, pero sus
peculiaridades son inherentes a esta complejidad, y asi se puede llegar a
comprender que los caracteres biolégicos mas importantes se intenten
expresar a nivel molecular y en relacion con las teorias fisicas actuales.
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Entre estos caracteres distintivos, generales y simples, podemos
indicar los siguientes (20) :

1.2) Las macromoléculas o biopolimeros que forman las estructuras
de los sistemas biolégicos, deben de presentarse siempre en un cierto
orden, que no es sélo de tipo espacial ni trivial, sino que corresponde a
un sentido mas estricto, ya que regula la propia funcion del sistema.

2.92) Las técnicas experimentales que se utilizan para el estudio de las
macromoléculas y su interpretacion tedrica, indican que, en estos casos,
es necesario establecer un nivel de conocimiento que alcance a la
conformacion en el espacio de todos sus componentes y de las fuerzas
que intervienen en su estabilizacion. Es decir, que la «forma» de cada
sistema, es un caracter esencial para definir, en la mayoria de los casos,
el tipo de funcién que puede desempeiiar.

3.2) La reactividad quimica y la capacidad funcional de los sistemas
biolégicos estan Intimamente relacionadas, asimismo, con problemas de
simetria molecular u orbital, que es necesario tener muy en cuenta para
asignar un parametro mas a cada molécula o grupo funcional, en el
analisis de su conformacion (21).

4.2) Todos los sistemas biolégicos tienen extraordinarias
propiedades dieléctricas, siendo capaces de presentar vibraciones con
frecuencias de 10-11 a 10-12 seg.-1, bien localmente o en ciertas regiones
especificas. Estos dipolos eléctricos oscilantes pueden interaccionar
entre si a largas distancias. Asimismo, se puede establecer una relacion
entre algunos efectos estereoquimicos de estos sistemas, los momentos
magnéticos de sus moléculas y sus funciones bioquimicas (22).

5.°) En relaciéon con determinados grados de libertad, las estructuras
de los sistemas bioldgicos no existen en un estado de equilibrio: son
sistemas activos que intercambian materia con el entorno,
termodinamicamente abiertos y a través de los cuales fluye la energia,
siendo capaces de improvisar modelos de conversién de la misma para
su mejor estabilizacion.

En todos estos casos, es preciso hacer intervenir, como parametro
esencial de la transformacion, la coordenada del tiempo.

6.°) Las entidades individuales que forman los sistemas
biolégicos presentan un alto grado de interaccién, que puede ser de tipo
estructural, topoldgico o temporal, con caracteres estereoespecificos o
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de tipo eléctrico o energético. En general, los biopolimeros
deben adoptar en cada caso la disposicion conformacional
mas favorable para que la orientaciéon de sus centros activos
confluyan en una accién coordinada que aumente la funcionalidad del
sistema.

Como resumen de estas propiedades genéricas de los
sistemas biolégicos, se puede decir que los organismos vivos son como
«una energia al servicio de una organizaciéon privilegiada».
Esto corresponde a un valor entrépico minimo, lo que les
permite adecuarse a su condicion teleonémica, que a
través de un mecanismo de estructuraciéon espontinea o
morfogénesis autdbnoma, conserve sus caracteres de autorreproducciéon
invariante.

A continuaciéon analizaremos con mas detalle el problema
del orden y la energia al servicio de las estructuraciones moleculares,
que definen mejor que ningin otro parametro dichos sistemas,
situdndolos en intima conexién con otros factores, de los cuales
evidentemente dependen.

EL ORDEN BIOLOGICO. REDUCCIONISMO E INTEGRACIOXISMO

En el mundo biolégico el concepto del orden se acepta como
antitesis del caos. Sin embargo, esta palabra puede tener
distintas significaciones, ya que es normal hablar de un orden
mas alto o mas bajo para indicar distintos grados de perfeccion,
una vez superado el desorden. Conviene entonces centrar la atencién en
las diferencias que pueden presentarse en los distintos
grados de complejidad, expresados, en forma cuantitativa, por el nimero
de partes de diferentes clases de las que esta formado el sistema
considerado. Un elevado orden no quiere decir una gran
perfeccion, pues ésta sélo se alcanza con un
maximo nivel de complejidad, en la que intervienen un
gran numero de componentes, situados en forma ordenada y
poseyendo propiedades y funciones especificas, como
ha expuesto Engelhardt en el dltimo Congreso Europeo de Biofisica de
Viena (23).

Las investigaciones biolégicas que pueden determinar el grado de
orden y complejidad en el sistema, se orientan de manera fundamental
en dos lineas diferentes, que se conocen con el nombre de «organicismo»
y «reduccionismo». El primer método de trabajo corresponde
a considerar queun adecuado conocimiento de la naturaleza real
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de las diferentes manifestaciones de la vida, s6lo se puede abordar
por el estudio directo de los objetos altamente organizados o
sistemas a los cuales se les puede aplicar la terminologia de vivientes. El
reduccionismo investiga, por el contrario, los fenémenos biolégicos
fundamentales a nivel molecular.

La objecion de los organicistas, frente a los reduccionistas,
se basa en el antiguo aforismo de que el «todo» es diferente a
la suma de las «partes». La validez de esta afirmaciéon es
incuestionable, asi como la consecuencia de que el
conocimiento de la totalidad de wun sistema no puede
deducirse, simplemente, del estudio de las propiedades de las
partes que lo componen. Consideradas asi las cosas, los
principios del reduccionismo aparecen como falaces y estériles en sus
esfuerzos.

Sin embargo, como ha expresado Thorpe (24), uno de los
participantes en el Simposium que sobre este tema se celebré en
Austria en 1969 bajo la direcciéon de Koestler (25), el tinico camino de
resolver el problema fundamental del conocimiento de los sistemas
biologicos es «atacarlos por debajo», que es en esencia el fin del
reduccionismo. La mayor dificultad consiste en trasladar los procesos
que se presentan en la Naturaleza, siempre refinados y complejos, al
nivel mas bajo de investigacion, que es el de las moléculas y de sus
conclusiones poder deducir determinadas propiedades que sean validas
en su conjunto.

El reduccionismo implica, no obstante, una sola direccidon
investigadora, por lo cual es necesario plantearse, a su vez, el problema
opuesto. Conocidas las propiedades de las partes analizadas, estudiar
como éstas se integran para dar lugar a los aspectos diferenciales del
conjunto, determinando las fuerzas que son responsables de esta
integracion. Asi aparecerian los estados consecuentes de «orden
jerarquizado», segun la calificacion de Needham (26), para formar una
estructura mas compleja y heterogénea.

El integracionismo puede asi considerarse como un complemento del
reduccionismo. Este ultimo es el punto de partida, y el solo camino
adecuado para comprender los sistema, biolégicos, es la integracion
racional de la informacién obtenida a nivel molecular.

Para discutir el fenémeno de la integracion pueden hacerse
algunas consideraciones en relacion con el todo y las partes que lo cons-
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tituyen, de acuerdo con lo que sugieren las siguientes palabras de
Eddington (27): «No cabe duda que nosotros podemos conocer el "'uno”
y estudiar completamente el "dos", pero "dos" es "uno" y "uno"; entonces
nos preguntamos, ; como se puede estudiar la particula copulativa "y"?
Esta "y" es la base del conocimiento de la integraciéon». La diferencia
entre el todo y la suma de sus partes, consiste en el hecho de que en este
ultimo las partes estan coordinadas en un orden definido. Para que se
realice esta ordenacion es preciso que entre las partes existan
determinadas fuerzas que actien para formar uniones de cierta
consistencia. Sin ellas no existiria el todo: éstas son la "y" del aforismo de
Eddington. El orden estd subordinado al factor "fuerzas" y depende de su
distribucién espacial y sus propiedades especificas. El orden puede ser
establecido solamente por la accién de las fuerzas intermoleculares,
mientras que las fuerzas mismas no dependen directamente de la
presencia de un orden determinado. Asi, aparece la disposicion
conformacional del sistema y, debido al caracter cooperativo de muchas
de aquéllas, el conjunto se coordina por ordenaciones topoldgicas y
temporales, con efectos definidos para las propiedades del todo,
resultando de este equilibrio de fuerzas y estructuras lo que podemos
denominar «informacidn integrativa».

El tipo de integracidon que se produce en un sistema biolégico puede
ser, a su vez, emergente o progresivo. El primero corresponde a
numerosos fené6menos, que se conocen normalmente con el nombre de
autoagregacion. En estos casos, el todo se puede reducir a sus partes y
éstas vuelven a integrarse de modo natural. Este tipo de integracion
corresponde al mas bajo nivel organizativo, y entonces se puede decir
que el orden emerge del desorden. Su organizaciéon depende sélo del
contenido informativo existente en las partes. Es mas simple que la
integracion progresiva realizada a niveles mas altos, pero sus principios
fundamentales son analogos. En la actualidad existen numerosos
ejemplos de este tipo de integracion, tales como la formacion de
proteinas de subunidades mas simples: la autoformacion de virus y
fagos: la reconstitucion de ribosomas, etc.

La otra clase de integracién, de tipo progresivo, consiste en la
inclusion de nuevos componentes en el todo ya preexistente.
Por lo general, no es una integraciéon de partes simples, sino de diversos
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conjuntos para formar otros mas complejos, en una subordinacion
jerarquica, que ha sido descrita por Koestler como un Jano bifronte. La
cara que mira hacia el nivel mas bajo es la de un todo auténomo,
mientras que la que esta dirigida al nivel superior es una parte
dependiente de otras. La entidad mas sencilla que puede formar un todo
e integrarse en otro nivel, fue denominada «integrén por Jacob (28).

Las dos integraciones tienen una caracteristica en comun.
Las fuerzas interactuantes son, en general, las mismas y se rigen por la
condiciéon de alcanzar al coordinarse valores minimos de energia libre.
En todo caso se produce un aumento del orden. Esto ha llevado a decir a
Schrodinger que los sistemas biologicos son creadores de
entropia negativa y Lwoff, en una reciente publicaciéon, se
ha permitido generalizar el concepto diciendo que
«el orden es el combustible del que depende la vida» (29).
Esto parece estar en contra del segundo principio de la Termodinamica,
pero no hay que olvidar que la disminucién de la energia
libre, que tiende siempre a un minimo, es en muchos casos mayor que el
aumento de entropia negativa, que resulta del orden. De
acuerdo con estas conclusiones, se presenta aqui una competicion entre
la energia libre y la entropia, problema del cual nos ocuparemos mas
adelante.

Los resultados obtenidos hasta el momento actual sélo
permiten hablar del caracter fenomenolégico del integracionismo.
Se necesita un conocimiento mucho mas profundo de las
fuerzas intermoleculares de interaccion, por lo cual el trabajo
interdisciplinar y el intercambio de ideas, cada vez mas amplio, entre
investigadores de distintos sectores de la Ciencia es cada dia de mayor
importancia.

Esto es lo que se intenta realizar, en la actualidad,
con la morfocinética (30), método de trabajo especificamente
biofisico, que se ocupa de determinar la forma, el tamafio y la
relacion topografica de los elementos estructurales de los
sistemas biolégicos -morfometria, estereologia, etc,,
utilizando los resultados de las observaciones pertinentes,
para abordar con claridad el desarrollo de la morfogénesis,
su regulaciéon externa e interna y los efectos de los procesos
que en la misma estan implicados. La Biofisica se ocupa
fundamentalmente de estudiar la organizacion
espacio-temporal de los seres vivos, inaccesible en
general, a las ciencias clasicas, por razones técnicas y
tecnolégicas. La conexion cuantitativa entre los cambios topolégicosy
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temporales de un sistema, es la meta principal de la morfocinética,
aunque ello esté limitado por la imposibilidad de medir Ila
coordenada de posicién y el impulso de cada uno de los elementos de un
conjunto de manera simultdnea. Sin embargo, se pueden
obtener en la actualidad informaciones geométricas desarrolladas en el
tiempo, de gran precision y utilidad, para que, integradas en
la cinética funcional, por medios cibernéticos, permitan
establecer una concepcion logica de los sistemas biologicos
considerados.

Es evidente que la integracion es, por su propia naturaleza,
una parte indivisible y complementaria del reduccionismo,
dependiendo por completo del progreso de este ultimo. Una
combinacién razonable de reduccionismo e
integracionismo, parece ser la estrategia mas adecuada para dirigir la
actividad cientifica, futura, encaminada a desentrafiar los secretos de la
vida.

ORDEN FISICO Y ORDEN BIOLOGICO

El orden considerado desde el punto de vista fisico, es una
propiedad que no se puede deducir solamente del conocimiento
de las particulas elementales y sus interacciones. El concepto de orden
en un cristal, por ejemplo, supone establecer una relacién definida
de los atomos en cada punto de la red cristalina, lo que a su vez implica
una coordinacién de elementos de simetria, que son concomitantes con
la citada ordenacidn. En estas condiciones, se opera con correlaciones
particulares entre distancias de determinados puntos de la red,
que no pueden ser expresados mas que considerando la
situacién de un nimero de atomos elevado.

Este aspecto del orden fisico se refiere siempre a dos
magnitudes complementarias, de acuerdo con los principios
de la mecanica cuantica 'y teniendo en cuenta el
principio de incertidumbre de Heisenberg, relativo a la exactitud de
determinacion de cada wuna de ellas. En termodindmica
estadistica, también se emplean dos parametros: complementarios para
definir el orden de un sistema, que, en general, son la posicion
en el espacio y su momento eléctrico o dipolar, pudiendo establecer,
cuantitativamente, el grado de orden del mismo, referido, de una manera
especial, a cada uno de ellos.
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En los sistemas biolégicos el concepto de orden no es soélo
topolégico, sino que también se refiere a algunos condicionamientos
analogos a los que se presentan en las llamadas «artes del tiempo»,
en cuyas formas de creacion se siguen, mas o menos objetivamente,
determinadas reglas de repeticion y contraste, que pueden no alcanzar
una representaciéon visual, pero en cuya expresion los elementos del
ritmo, o sea la reiteracion de temas, figuras o sonidos es un hecho
predominante (31). Esto ocurre en la musica, la coreografia, la danza, la
pintura o la poesia.

Por lo que respecta a la musica, podriamos citar numerosos ejemplos
que van desde el canto gregoriano a la musica dodecafénica, pero como
paradigmas de este aspecto que estamos considerando, indicaremos el
bellisimo «concierto en re menor para dos violines y orquesta»
de Bach, que constituye una de las obras mas inspiradas de su genio
musical. Pues bien, su preciadisima virtud, en frase de
Fernandez Cid, es «la de su equilibrio tan ordenado y preciso y la justeza
de proporciones que da lugar a una espléndida expansion lirica dentro
de una bien trabada estructura musical clasica». En esta obra,
como en las sonatas de Bethowen o en los conciertos de Brahms «el
juego contrapuntistico, siempre légico y ordenado, es un
modelo de armonia en que los sonidos y los temas se
repiten, se persiguen como la sombra al cuerpo, juegan con su oponente,
se funden, se hacen paralelos, alteran su ritmo o invierten su
cadencia». En todo caso, es una elaboracién exquisita de un arte,
en el que la coordenada del tiempo, jugando con la simetria, es
esencial y base de su fundamento. El valor de la simetria es
perfectamente visible en las artes figurativas, como puede
apreciarse  tanto en los monumentos clasicos, como
en las construcciones mas modernas, en las cuales, aunque
las reglas estéticas hayan sufrido modificaciones sustanciales,
su validez estd reforzada por necesidades técnicas de la propia
estructura.

En la Fisica s6lo en épocas recientes se ha reconocido
un orden con respecto al momento eléctrico o dipolar, a su vez
repetitivo y traslacional, que se ajusta, en esencia, a las premisas
fundamentales de las artes del tiempo. Los esquemas derivados de este
nuevo aspecto del orden fisico tienen una evidente elegancia en su
desarrollo pudiendo entonces preguntarnos como George Sarton: «; Las
teorias que son mads hermosas son mas verdaderas? Sea como fuere
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son mas sutiles y mas faciles de captar, y por ello vale la pena conocerles
nuestra atencion» (32).

En el orden cristalino se presenta una forma definitiva y rigida, la
cual las interferencias locales se transmiten sélo de atomo a 4tomo en la
estructura de la red, como en un sistema de conduccidén corriente. En
cambio el concepto de ordenacién. con relacion a momentos eléctricos o
magnéticos, es, segin Mendelssohn (19), de caracter mucho mas sutil,
como corresponde al elevado rango de actuaciones de una correlacion
de fases. Este tipo de ordenacién se puede conectar con las oscilaciones
de las distintas formas moleculares simples, que, excitadas, se
estabilizan por efectos no lineales y e pueden conducir a deformaciones
o tensiones en el sistema. El concepto de los momentos condensados
puede no ser una estructura ordinada en el espacio, pero las
interferencias producidas no permanecen localizadas. Una perturbacion
que se produce en alguna parte del mismo se transmite inmediatamente
a todo el espacio ocupado por él. Estamos, pues, en presencia de una
ordenacion de caracter ritmico o temporal.

En las estructuras vivas existen, segin este autor, los dos tipos
ordenaciones descritas, siendo muy dificil describir los sistemas
biolégicos en términos puros de cada una de ellas. Dichos sistemas
presentan casi siempre propiedades de forma y simetria y en algunos
casos hasta de rigida ordenacion, pero la periodicidad en la cual esta
basado el orden cristalino, no existe en general. Hay que tener en lenta
una coordinacion ritmica de las vibraciones de los electros, los atomos y
las moléculas, y las correlaciones de fases correspondientes, que pueden
ser de caracter repetitivo, cooperativo de ampliacién alostérica. Esta
mezcla en la cual se basa el orden bioldgico, llevdé a Schrodinger a
establecer lo que él llamo el «cristal aperidédico», que puede relacionarse
con la forma del «cristal cerrado» de Monod y que, en ningln caso, se
puede confundir con un cristal molecular de proteina, ya que este tultimo
conjunto no exhibe las propiedades de los seres vivos. Estos caracteres
permanecen completamente ocultos en el modelo cristalino y, por
consiguiente, es imposible deducir, «a priori», de su estado fisico, si
dichas unidades constituyentes del sistema, son capaces de producir
vida o no.

Los momentos condensadosenel conjunto viviente no son apa-
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rentes mas que en su potencia para acusar el impacto
de las interferencias locales, que se pueden transmitir
inmediatamente a toda su estructura. Una alteracion local, que afecta a
unos pocos atomos, puede cambiar o aniquilar por completo
el aspecto esencial de la vida en toda su conformacion.
Asi al separar el final de una cadena proteinica se puede
originar una perturbaciéon de este tipo, capaz de destruir
el edificio conformacional que constituye el sistema
biolégicamente activo. Por el contrario, la supresion de la
parte terminal de un cristal de cobre altera su longitud pero no toda su
estructura.

Considerando el modelo colectivo expuesto por Mendelssohn
y dado que no existen diferencias entre las propiedades de las
particulas elementales que forman los objetos inanimados y los seres
vivos, asi como ocurre entre las que corresponden a un cristal
molecular de proteina y un biopolimero, hay que suponer que
lo que da realidad a los sistemas bioldgicos, debe de recaer en
la especie de union que se produce entre las unidades que forman dichos
sistemas. Sin embargo, es muy dificil considerar que esto
supone una significativa diferencia. La replicacion en Ila
doble hélice de las proteinas funcionales es un
magnifico esquema representativo, pero poco convincente, si
se deja limitado a considerarlo como un encaje esterequimico, basado
en procesos de azar, que comprenden Unicamente fuerzas de corto
alcance.  Tampoco  parece aceptable asignar, tan  soélo,
la actividad biolégica, a la capacidad de los conjuntos de presentar
formas y desarrollos multiples en sus estructuras y cadenas
lineales e incluso que estos cambios concertados, entre cientos y miles
de moléculas, puedan resultar simplemente de fuerzas de largo alcance.
Sin embargo. y siguiendo las ideas de Mendelssohn, si se
podrian justificar los sistemas biolégicos si se considerasen
como conjuntos ordenados de un rango de correlacion muy largo,
centrado en los momentos eléctricos o energéticos condensados, en los
cuales, una interferencia local se transmite a la totalidad de forma
instantanea.

Combinando los dos principios de orden conocidos en la Fisica,
se puede establecer la linea de separacion entre los sistemas vivos e
inanimados. En este esquema, las fuerzas de corto alcance y los
principios de la estereoquimica, en los que es preciso tener en cuenta la
longitud de los enlaces con sus deformaciones, los &angulos de
valencia y sudistorsiony el alargamiento torsional o de Pitzer relacio-
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nado con la barrera de potencial de la rotaciéon interna (21),
asi como las simetrias moleculares o de grupo (33), y la
conservacion de la simetria orbital, en las reacciones
concertadas (34), permiten establecer una conformacién tal,
que puede estar de acuerdo con las funciones que
caracterizan a un determinado  sistema  biolégico. Los
procesos atribuibles a estos sistemas y que definen la vida,
hay que situarlos asi en las funciones de onda de los electrones que se
extienden sobre todo el conjunto de la cadena y que operan
sobre largas distancias en ella misma. En esta interpretacion
de Mendelssohn, la unidad basica de la vida tiene una naturaleza
dual. Una molécula de proteina es wuna disposicion de los
atomos en el espacio en wuna estructura bien definida,
pero para que ésta tenga coherencia, es decir, para que
pueda presentar un propdsito o proyecto comun en el conjunto,
o sea, una propiedad teleonémica, ha de compartir con
otras el orden de largo alcance de su flujo electronico. Ahora bien, esta
tarea primordial de la vida nunca puede presentarse por si
misma y en solitario. El fluido electréonico requiere un
«contenedor», que estd formado por la propia estructura atémico-
molecular del conjunto, la cual no puede alcanzar la
conformacién especifica de su funcién mas que a través de estados
de resonancia. Asi concibe Mendelssohn el mecanismo fisico de los
sistemas bioldgicos: como una combinacidon de dos procesos basicos de
orden conocidos, que en la materia inanimada existen siempre
separadamente.

Aunque este razonamiento nos parece bastante correcto,
y en cierto modo ha sido trasladado a una expresion
generalizada, en forma matematica, por Prigogine (35),
incluyendo el flujo energético, veamos el problema desde el punto de
vista de los conceptos hoy usuales en la Fisica electronica, tal
como se lo ha planteado Polonsky (36). En este campo
interdisciplinar de la Ciencia se distinguen dos tipos de orden. Uno
uniforme, repetitivo, de caracter termodinamico y otro de tipo
informacional. Para aplicar estos conceptos a una estructura
determinada hay que estudiarlos separadamente, porque sus efectos son
diferentes.

La tasa de orden global de un sistema se puede expresar por su
reluctancia, es decir, por la resistencia que opone el sistema para ser
atravesado por un flujo magnético. En estas condiciones R = 1 —
—H/Hmax, donde Hes laentropia delsistema en el estado conden-
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sado y Hm la entropia maxima del conjunto, o sea, en un

completo  desorden. Cuando H = O, R = 1 y el sistema esta
perfectamente ordenado. Por el contrario, siendo H = Hy,
R = O y el sistema se encuentra en un total desorden.

A su vez hay que considerar H/Hn representa la tasa de
estructuras aleatorias, mientras que R expresa el porcentaje de
correlaciones.

La entropia termodinamica negativa, corresponde a las
correlaciones que se presentan repartidas uniformemente
sobre todos los estados posibles o complexiones del
sistema, que se expresan por una funcion de distribucion
estadistica en la cual las particulas son indescirnibles,
o sea, que se rigen por los modelos de Bose-Einstein
o Fermi-Dirac. La estructura helicoidal o en doble hélice de
una  proteina, representa la  contribuciéon  termodindmica
y su efecto es reducir globalmente los efectos aleatorios
en la molécula, lo que equivale a disminuir la temperatura estadistica del
sistema. Por otro lado, las correlaciones repartidas no
uniformemente sobre los diferentes microestados del mismo,
teniendo cada una su direccion y probabilidad propia,
representa su entropia informacional negativa. Esto
corresponde a las correlaciones especificas y diferenciales en el mensaje
informativo, contenido en la secuencia lineal de las bases o acidos
aminados.

La  contribucion termodinamica se puede representar
por un niimero que varia de 10 a 1; en cambio, la entropia informacional
no puede representarse mas que por medio de matrices de
probabilidades de distribucion o de transicion, que juegan
un papel muy importante en el conocimiento del sistema organizado. Es
a través de tal matriz como se puede preveer si el modelo funcional sera
univoco o aleatorio.

TERMODINAMICA DE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS
La energia
La complejidad de formas y funciones de los sistemas bioldgicos es,
en si misma, una clase de energia, de acuerdo con los principios de la

Termodindmica. La organizacién que se presenta en los seres
vivos es una cualidad positiva, que se puede asimilar  a una informa-
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cibn, como la contenida en el coédigo genético con
una extraordinaria capacidad de improvisar modelos de conversion,
andlogos a los de los computadores o sistemas de
comunicacion elaborados por el hombre. De aqui el intento
de asimilar aquéllos a un tipo de ingenieria bioquimica,
que se conoce con el nombre de Bidnica. Segun la misma,
el modelo bioldgico funciona como un ordenador
electréonico, con un programa almacenado en estricto sentido
matematico, modificable desde el exterior por efectos ecoldgicos. Este
punto de vista ha llevado a considerar posible una teoria
celular, que esta ligada estrechamente a la electrénica y a la mecanica
cuantica y en la que las macromoléculas son piezas o herramientas
de un microproceso de datos, en un sistema de maxima miniaturizacién.
Con ello se intenta dar una explicacién satisfactoria a los procesos
vitales, sometidos a wuna serie de condicionamientos fisicos,
expresables matematicamente y que no son faciles de
comprender, si no se tienen en cuenta las ideas adquiridas
en el estudio de las complejas maquinas pro-gramadas.
Como postula Jordano Barea (37), si el trabajo celular
estd también programado en su totalidad, parece absolutamente
ingenuo considerar que los movimientos de los mensaje del ADN y los
RNA, asi como de los metabolitos protoplasmaticos, puedan actuar por
un simple azar.

Asimismo, el conjunto de estructuras implicadas en el
transporte electrénico es un concepto cuantico, como el indicado por
Pullman y Pullman. en el que las macromoléculas funcionan
como en circuitos transistorizados en parte, siendo
la conformacién general del sistema la que gobierna dicho transporte.
Muchas de estas estructuras presentan una disposicion
triestratificada, que permite considerarlas, en su funcionamiento,
como celdas de combustible que acumulan y transforman
la energia quimica de los procesos metabdlicos o como una serie de
bidpilas regidas por su propio programa conformacional cibernético
(38).

Una de las mas significativas conquistas de los tiempos modernos es
el haber podido establecer que estas estructuras extremadamente
elaboradas, que son esenciales para la actividad bioldgica y para cada
funcién especifica, no son mas que el resultado légico e inevitable de la
aplicacion a las mismas de los principios de la Termodinamica (39).
Esto permite plantearse, en principio, sinresucitar un vitalismo de
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nuevo cufio y sin apelar a ningin poder magico, el estudio fisico de los
conjuntos colectivos bioldgicos desde un punto de vista energético,
considerando que los mismos son sistemas abiertos e irreversibles, que
existen en un estado dindmico de flujo continuo y para cuyo
conocimiento, la coordenada del tiempo, la tasa de realizacion y las
condiciones iniciales son elementos indispensables a considerar. Si las
condiciones iniciales no fuesen dadas por la vida misma, ésta no existiria.

Las premisas que se imponen entonces al estudio de los sistemas
biolégicos, son la principal dificultad para trasladar los conceptos de la
Fisica a la Biologia, como indica el profesor Lowin (40), puesto que para
los procesos dinamicos es preciso conocer mejor las condiciones
iniciales y sobre todo las que presentan ya un cierto grado de orden. Por
ejemplo, los problemas fundamentales del transporte, en los sistemas
biolégicos, se pueden tratar con cierta regularidad desde el punto de
vista termodinamico, pero cuando se intenta penetrar en los conceptos
desde la perspectiva general de la Fisica, se comprueba que ésta no trata
demasiados fenémenos dependientes del tiempo, sino que se
acostumbra a trabajar, en general, con estados estacionarios, aun en
mecanica cuantica. Este problema, abordado por el profesor Prigogine
(35), para el caso de los equilibrios, hace dificil comprender la teoria de
la accién de los enzimas y de todos aquellos fenémenos que presentan
una dependencia temporal. No obstante, los conocimientos actuales en
procesos electronicos y en bioenergética, asi como en morfocinética,
bidnica y cibernética, permiten presuponer una acelerada carrera hacia
el logro de los objetivos planteados, al hombre de nuestros dias, por la
revolucion bioldgica.

Consideremos, por tanto, los sistemas biolégicos desde el punto de
vista energético.

En primer lugar, el fluyjo de energia bioldgica es irreversible.
Ahora bien, la energia procedente del entorno no estd enteramente
termalizada, sino que se sitia en forma de almacenamiento, para ser
transformada en trabajo quimico, osmético o mecanico en el momento
mas oportuno y de la forma mas eficiente, Se puede suponer que el
almacenamiento de energia se produce en estructuras con dipolos
eléctricos, con gran capacidad de excitacion, que interaccionan con
facilidad con los estados energéticos que sobre ellas inciden. Esta inter-
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accion se puede explicar en una forma normal de absorcion
y emision de energia, de acuerdo con las condiciones
de Bohr y la probabilidad de transicion de Einstein, que
es  proporcional al momento dipolar del sistema, lo
que se acusa en una variacion de frecuencia en los espectros
caracteristicos de la estructura que actiia de «conténedor». Parece que
este sistema de osciladores, que puede suponerse que reciben una

cantidad de energia en proporcion constante,
debieran de transmitir también energia en la misma proporcién. Cuando
el suministro de la misma es pequefio, las

desviaciones son de escaso valor, pero traspasado un aporte critico, se
verifica un cambio cualitativo muy significativo y que
es muy similar al llamado condensacion de Einstein en un
gas de Base. La estructura conformacional puede variar, para aparecer
con un estado de excitacibn mayor, siendo entonces la
que presentara, aun en relacion con la menor cantidad de
suministro de energia, un contenido energético mas elevado. Este
fendmeno es analogo a una transicidon de fase térmica y esta conectado
con los efectos no lineales que aparecen en la fuerte excitacion de un
modelo simple y al proceso de estabilizacion de estas formas excitadas,
que gobiernan, en su conjunto, la gran complejidad de su
comportamiento (41).

El sistema biolégico es asi altamente dindmico y
la liberacién de energia esta relacionada con la estructura del conjunto
macromolecular que actia en el almacenamiento y con
su estado de vibracion, que al elevar las tensiones y
deformaciones no lineales, consecuentes al aporte energético, pueden
conducir a nuevas fuerzas de interaccién, con una extensa
gama de correlaciones que hace posible visualizar
procesos que estan separados entre si, tanto por el espacio como por el
tiempo, como ocurre con la division celular.
El proceso es, no obstante, bastante complejo. Sus posibilidades
dependen de cada estructura especifica. Dado el estado de los

conocimientos actuales, puede, sin embargo, ser
regulada por el cambio de excitacibn en el sistema de
almacenaje. No es imposible construir un modelo dieléctrico

experimental, que sea capaz de reproducir estos aspectos del flujo
energético bioldgico. Para ello sera necesario conocer con mucho mas
detalle las propiedades dieléctricas de los componentes del sistema, en
unas regiones de frecuencia que hasta hace muy poco tiempo no eran
accesibles a la experimentacion (42).



ENRIQUE OTERO ALLENDE 34

Si  existen oscilaciones de muy alta frecuencia en
las estructuras bioldgicas, como ha revelado el profesor
Careri (43), la bomba que contiene y distribuye la energia,
variando su conformacién e interacciones, puede considerarse
formada por el ATP. ElI ADP serd la forma no excitada y
descargada de energia y el proceso es catalizado
estereoespecificamente por medios enzimaticos. Asi el ATP es un
transportador y convertidor de energia, a través de reacciones
vectoriales relacionadas con la  estructura conformacional
y  reacciones escalares no orientadas. Es importante
sefialar que se han podido realizar, recientemente,
lassers quimicos, donde el papel de la bomba ha sido
sustituido por los fonones del calor desarrollado en una reaccién.

En el sentido «clasico de la Bioenergética podriamos
decir, resumiendo, que los sistemas biolégicos se mantienen
en un estado de flujo continuo, que contiene un nivel muy
bajo de entropia o desorden, comparado con el Universo que los rodea
(39). Paraddjicamente, en la evolucion de los organismos vivos,
a lo largo de millones de afios, las diferentes especies tienden
a ser mas complejas, con lo cual parece que la entropia propia
del mundo  biolégico tiene que disminuir de forma
continua, contrariamente a lo previsto en el segundo principio de la
Termodinamica. La estructura de la vida tiene
por tanto wuna probabilidad estadistica muy baja, y segin
Mendelssohn (44) es muy dificil que pueda aparecer
como un proceso del azar. Mas bien es wuna consecuencia
para evadirse de los cambios fisicos o quimicos del entorno,
de acuerdo con el simple principio de Le Chatelier-Braun.
Puede suponerse. sin embargo. que se produce un descenso de entropia
en los sistemas bioldgicos, compensado por el aumento de la misma en
el mundo que los rodea. Asi, en su totalidad, la entropia del Universo
puede no decrecer. Los organismos vivos metabolizan moléculas
complejas como glucésidos, lipidos o proteinas. de bajo contenido
entrépico y, a través de procesos de oxidacion. producen simples
moléculas, como agua y anhidrido carbénico, de elevado contenido en
entropia, que son eliminados al exterior. Por esta via los organismos
vivos mantienen su minimo valor entrdpico, causando una elevacion del
mismo en sus alrededores sin violar los principios generales de la
Termodinamica.

La vida es por tanto. de acuerdo con estos conceptos, una
constante lucha contra la tendencia a producir entropia, en los procesos
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irreversibles que la caracterizan. La sintesis de
macromoléculas de gran tamafio, altamente ordenadas vy
elaboradas para que contengan la maxima entropia negativa,
o sea el mayor caudal de informacion y el desarrollo a
través de complejas conformaciones de caracteres especificos
que surgen como funciones propias del sistema: sus interacciones a
larga y corta distancia, con el intercambio de flujos radiantes
producidos por verdaderos osciladores electronicos,
estratégicamente situados, en una privilegiada red de circuitos
transistorizados, son, en todo caso, poderosas fuerzas antientrdpicas,
pero, puesto que no es posible escapar al destino impuesto a todos los
fenémenos de la Naturaleza. los sistemas biolégico» escogen es menos
dafiino en este sentido. Producir entropia en un valor minimo. Mas
adelante, veremos como este aspecto surge como una consecuencia de la
Termodindmica generalizada de las situaciones que no estan en
equilibrio.

Energias de interaccion molecular

En los apartados anteriores hemos mencionado
reiteradamente las interacciones moleculares que, en su caracter
energético, contribuyen de manera esencial a la

conformacién y estabilidad de los sistemas bioldgicos. Su conocimiento
es cada dia mas importante en el estudio de las llamadas
genéricamente por Pullman (45) «asociaciones moleculares», cuya
caracteristica  principal es que en las mismas no se
supone la formacion de enlaces quimicos fuertes y rigidos
de tipo covalente que sdlo existen en la estructura primaria de los
biopolimeros. Estos se unen entre si por fuerzas de
interaccion, que contribuyendo al ordenamiento preciso de
las entidades biolégicas supramoleculares (46),
originan energias libres de estabilizacidn, inferiores a
las de los propios componentes individuales que las
constituyen. Ello supone un aspecto mucho mas dindmico
y, por  tanto, con una capacidad de modificacion
mucho mayor, por el efecto de acciones 0
perturbaciones externas, tanto de la estructura funcional
formada como de la funcién o mecanismo especifico que de la misma
depende.

Estas fuerzas intermoleculares. mucho menos conocidas
y menos precisas que las que estan asociadas con los enlaces covalentes,
son, por otra parte, de caracter débil, lo que las hace mas laxas y flexibles.
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En ciertos casos, sin embargo, alcanzan valores muy grandes debido .a
efectos cooperativos.

Con objeto de puntualizar el valor de cada una de las energias
Intermoleculares en la estabilidad Y ordenacion de las complejas
asociaciones  bioldgicas, expondremos algunas caracteristicas
importantes de las mismas separadamente.

1.9) El enlace de hidrégeno.

Las energias que se ponen en juego en los enlaces de
hidrégeno son pequeiias, del orden de 3 a 9 Kcal, y la longitud
del enlace oscila entre 2,5-3 A. De ahi la gran
influencia de la temperatura o la dilucion en la disposiciéon
conformacional regida por este tipo de enlaces, que, en muchos casos,
llega a romperse bruscamente, con un notable aumento de la distancia
de los atomos enlazados.

Esta clase de enlace, juega un papel importante en
aquellas reacciones que se efectian a una temperatura en la cual se
pueden producir con facilidad, como ocurre en las reacciones
biologicas. Su existencia contribuye al mantenimiento de la
disposicion helicoidal de las proteinas, aunque su accidn no sea la tinica
y no se ha demostrado que se produzcan en la interaccidon
lipidos-proteinas, ya que los primeros compuestos no poseen
grupos funcionales dadores de protones. Cuando Se imponen
deformaciones al sistema se pueden obtener todas las distancias
intermedias, pudiendo llegar en distorsiones de tipo angular a valores
maximos.

La presencia del enlace de hidrégeno origina un
desplazamiento de las frecuencias de vibraciéon del con junto, en la
region del infrarrojo o Raman. Su efecto en la configuracion
electrénica del sistema, es mas importante cuando
existen moléculas cuyas estructuras pueden  presentar,
entre si, estados de resonancia. Este es el caso de los grupos amida,
donde la disposicion planar de los mismos y su pequefia
longitud de enlace —C-N; 1,32 A—, se supone debida a resonancias que
se realizan en una proporcion del 60 al 40 por 100. Su influencia en las
cargas inducidas de los componentes asociados, es mucho mas
intensa cuando los grupos unidos por este enlace estin dispuestos
en cadena, como ocurre, por ejemplo, enlos polipétidos tipo a o p.
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Esta accion del enlace de hidrégeno se puede estudiar
a base de un tratamiento cuantico del mismo, en el que se tenga en
cuenta, incluso, la correspondiente contribucidon de su parte covalente.
Sin embargo, es mas cémodo realizar este estudio a base de considerar
el efecto cooperativo que se produce entre el dador y el aceptor, por
ejemplo entre el grupo amida, que es el mas polar, sobre los otros mas
cercanos que le rodean. Asi, se puede hablar entonces de un estado
electrénico en cadena, porque se trata mas de una resonancia de carga
cooperativa, que de una verdadera transferencia de la misma entre
grupos unidos.

En consecuencia, los desplazamientos de las bandas del infrarrojo
son mas intensas, cuando la estructura electrénica de los grupos
enlazados puede ser influida con facilidad por la variaciéon de carga del
enlace de hidrégeno y cuando la geometria molecular favorece los
efectos cooperativos.

Asi ocurre en las proteinas. debido al efecto resonante
electrénico del grupo amida y a la peculiar geometria de la cadena
polipeptidica, asi como a la presencia de unos enlaces muy
cortos con las moléculas de agua que las rodean. Entonces las proteinas
aparecen como unos polipéptidos ordenados repetitivamente,
con unas formas alargadas y flexibles, lo que supone unos
desplazamientos de carga que se producen como
en unestado liquido. Esto ha sido comprobado por las
investigaciones  realizadas con el acido  poli-D-glutamico,

que se sabe tiene una configuracion a comparandolo
con su sal sédica, que es una estructura estadisticamente
desordenada.

En resumen, el enlace de hidrégeno es el principal factor
responsable de las propiedades dieléctricas de la cadena de un
polipéptido, con acoplamiento de osciladores, en la frecuencia del
infrarrojo. sobre todo en los grupos amida y por debajo
de valores energéticos del orden de KkT. Segin Pullmann,
mas que transferencia de carga se produce una variaciéon
en la cantidad de electrones o, que aumentan sobre los electrones,
como se ha comprobado, por ejemplo, en los dos
enlaces de la formamida. Esto explicaria a su vez la semiconductividad
electrénica intrinseca de los polipéptidos, que es diferente a la
semiconductividad extrinseca de los metales. Segin Lowdin, el citado
enlace es preciso considerarlo altamente flexible dependiendo
su especial caracter, encadacaso, de lasituacion particular en que
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se encuentre o del hecho de que el fluyjo de potencial,
doble o simple de los protones, esté ligado fuertemente a

las condiciones del entorno, dependiendo esto, a
su vez, de la polarizacion de los electrones w® o de
efectos similares. Segln este autor, para explicar
algunos efectos biolégicos desde el punto de
vista del enlace de hidrégeno, se necesitaria, sin

embargo, una nueva nomenclatura dinamica que todavia hoy atn no
existe (40).

De los estudios realizados por diversos autores, se deduce que los
enlaces por puente de hidrégeno son los que se producen
entre las bases complementarias con un sustituyente en su nitrégeno
glucosidico o en las proteinas, segin la estructura de
Watson-Crick, pero no entre las bases no complementarias. Este
fendmeno parece inexplicable porque no existe ningun
condicionamiento quimico que se oponga a tal enlace. Por eso hay que
pensar en que puede ser un impedimento conformacional,
y que la unién por puente de hidrégeno pudiera
realizarse, en otras circunstancias, incluso forzadas
por factores exteriores. Esta posibilidad se ha observado en las
interacciones codon-anticodon, o en la estructura de los A&cidos
ribonucleicos. Sin embargo, no se produce asociacién alguna cuando se
trata de bases libres.

Tenemos asi indicadas un tipo de asociaciones preferenciales
de tipo geométrico o conformacional. como las que se
presentan en las interacciones verticales de las purinag y
pirimidinas en  soluciébn acusa, fendémeno estudiado por
Jardetzky 47) y otros autores (48) en las
interacciones que se producen en los dinucleétidos, oligonucleétidos y
polinucleétidos.

2.92) Interacciones electrostdticas.

Estas interacciones pueden presentarse entre cargas netas,
con un valor energético de mas de 5 Kcal/mol, o sea
aproximadamente como un enlace de hidrégeno, pero con
una longitud mayor, o sea unos 5-10 A. En algunos
fosfolipidos  existen cargas negativas asi como en las
proteinas, pudiendo hallarse ademas en forma de zwiterion.
Entre estas cargas netas se establecen interacciones locales, tanto
en proteinas como entre lipidos y proteinas, pero no parece que su in-
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fluencia sea muy importante, en el balance energético de la estabilidad
de la estructura conformacional de las asociaciones moleculares.

3.°) Fuezas de polarizacion.

Este tipo de interacciones, que pueden plantearse conjuntamente.
corresponden a la capacidad de polarizacion inducida de los grupos que
forman parte de los sistemas bioldgicos, por la accion de eléctricas netas
o de momentos dipolares permanentes.

Contribuyen en escasa cuantia a la formacién de asociaciones
moleculares de interés bioldgico y se rompen con facilidad por la
elevacion de la temperatura. Su valor es del orden de 0,002 Kcal/mol
para una distancia de 5 A.

42) Fuerzas de dispersién de London.

Las llamadas fuerzas de dispersion de London son de tipo
mecano-cuantico y se deben a las interacciones entre los
momentos dipolares transitorios, originados por las
fluctuaciones de la densidad electrénica en las moléculas, y los
momentos que los mismos inducen en las que se encuentran
en su proximidad. Su valor energético es bastante grande, incluso
superior al que corresponde al enlace de hidrégeno
—8-16 Kcal/mol cuando las cadenas hidrocarbonadas son bastante
largas, siendo muy sensibles a las menores variaciones de las
distancias intermoleculares. Contribuyen en una
proporciéon muy elevada a la estabilidad de los sistemas biolégicos. A
estas fuerzas, que se presentan entre moléculas apolares,
habria que agregar las interacciones de polarizaciéon de
Debye y las de orientacion de Keesom para moléculas Con
grupos polares. Al conjunto de las mismas se les acostumbra a
llamar fuerzas de van der Waals, sin hacer distinciones de su posible
origen.

Los componentes electrostaticos y de polarizacion de
estas fuerzas, se pueden calcular Con wuna aproximacion
matematica, que corresponde al estudio de las interacciones
dipolo-dipolo y dipolo-dipolo inducido. Para efectuar
este calculo es preciso conocer los momentos dipolares, su
localizacion direccional y la polarizabilidad de las
moléculas que interaccionan. Para calcular las fuerzas de dispersion de
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London, se necesitan conocer, ademas, los potenciales de ionizacién, que
juegan asimismo un papel importante en el estudio de los complejos de
transferencia de carga. Estas propiedades de los biopolimeros son muy
dificiles de medir y a pesar del refinamiento actual de las técnicas de
trabajo, no existe sobre la mayoria de ellos valores experimentales
seguros.

Para paliar estos inconvenientes, Pullman y sus colaboradores han
establecido un sistema de calculo aproximado, que ha sido
perfeccionado, mas tarde, para poder tener una cierta representacion
cuantitativa de la intensidad de las fuerzas intermoleculares, en la
formacién de las asociaciones de interés bioldgico.

Para ello es preciso no utilizar la aproximacién dipolo-dipolo, que no
es apropiada ni justificable tedricamente, mas que en el caso de las
asociaciones entre purinas y pirimidinas, ya que las distancias que
separan a los sistemas que interaccionan son muy superiores a sus
dimensiones propias. Entonces se debe utilizar para el calculo el tipo
monopolar (45), en el cual se considera que las moléculas interaccionan
con una carga neta total. Nash y Bradley (49), estudiaron, con esta
aproximacion, una distribucién de cargas, suponiendo situadas en un
mismo plano una molécula de uracilo y otra de adenina. Los resultados
indican un minimo de energia, como el que corresponde a un enlace por
puente de hidrégeno. Esto es una confirmacién explicita del caracter
esencialmente electrostatico de este tipo de enlace, como resultado de la
distribucién energética en la disposicion general de los atomos
aproximados en estas condiciones. Esto no podria explicarse en una
concepcion dipolar.

Los calculos cuanticos realizados por Pullman y sus colaboradores,
con aproximacién monopolar, que se corresponden con los realizados
por De Voe y Tinoco (50) con caracter dipolar, permiten sentar los
siguientes principios. Las interacciones horizontales y las verticales
contribuyen, de igual forma y en cantidad analoga, a la estabilidad de la
estructura de la doble hélice. Las diferentes combinaciones de pares de
bases se dividen desde el punto de vista de la energia de interaccién en
tres. grupos. Las combinaciones mas estables se establecen entre
guanina y citosina las menos eficaces se originan entre la adenina y la
timina, y tienen una estabilidad intermedia las que corresponden
a las interacciones guanina-citosinay adenina-timina. Esto pone
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de manifiesto el papel preponderante de las fuerzas de van der
Waals. en la estabilidad de los acidos nucleicos, con la evidencia de que
su actuaciéon se realiza lo mismo entre las bases asociadas en
sentido. horizontal, que en situaciéon vertical.Ello demuestra
el caracter irracional de las querellas sobre la diferente accion de las
fuerzas debidas, al enlace de hidréogeno o las que originan el
empaquetamiento. Son, fuerzas analogas, porque no teniendo el caracter
preferente de los enlaces quimicos, se ejercen con libertad en miultiples
direcciones.

Otro ejemplo de confusién, citado por Pullmann, es lo
impreciso de las ideas actuales sobre el papel que juegan los
complejos de transferencia de carga en la determinacion de las
estructuras biologicas (51). El mal entendimiento de la teoria
cinética de los citados complejos establecida por Mulliken, y el
hecho de que Szent-Gyorgyi (52) hubiera indicado su posible
existencia en los fendmenos bioquimicos, ha hecho que
numerosos investigadores consideren el que aparezca una
nueva banda de absorcion en el espectro, como prueba de que se
forman  dichos complejos, atribuyendo una  contribucion
considerable a estas fuerzas de transferencia de carga en
su estabilidad. Este concepto es desde el punto de vista
tedrico gratuito y, con toda seguridad, completamente erréneo (53).
Aunque, en algunos casos, dicha transferencia de carga puede
existir, aunque sea en forma fraccionaria, por intercambio
parcial de electrones, es evidente que las fuerzas de van
der Waals tienen una influencia mucho mayor, en
la estabilidad de los sistemas biologicos, que las de transferencia
citadas.

5.2) Interacciones hidrofébicas e hidrofilicas.

Los sistemas bioldgicos existen siempre en medio acuoso. Es por
tanto necesario considerar la presencia del agua en el conjunto y no
dejar de contemplar la ordenacion y estabilidad del mismo coordinado
con estas moléculas. En muchos casos los biopolimeros son estables, tan
sélo, en presencia de agua, como han indicado Sinaglou y colaboradores
para el caso de la estructura helicoidal del ADN (54). En estas
condiciones el factor mas importante que gobierna las asociaciones
moleculares para formar sistemas bioldgicos, son las fuerzas
de interacciéon hidrofébicas, que tienden a secuestrar los grupos
de este caracter de lainfluencia del agua, originando interacciones
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internas en «sitios» determinados o fuerzas intramoleculares,
generalmente de tipo London, que, en estas condiciones, adquieren
valores de consideracion por situarse las moléculas a distancias muy
cortas, debido al dispositivo asignado por el balance lipohidrofilico de
las mismas. El disolvente contribuye asi a una disminucién entrépica
muy grande. En todo caso se origina una conformacién estructural
adecuada, para que la molécula presente tan sélo sus grupos polares
hacia la fase acuosa, con la que se coordina ordenadamente,
produciéndose, en consecuencia, una forma de interaccion hidrofilica
muy acusada. Todo ello proporciona al conjunto una gran estabilidad,
debido al bajo valor de energia libre en que se sitiia, como resultado de
la disminucién del area superficial expuesta al exterior, producida por
un fuerte empaquetamiento molecular.

La estructura del agua en los sistemas bioldgicos, segin estudios
recientes de Cliford y colaboradores (55), puede presentarse en varias
formas seglin convenga al mejor ordenamiento y estabilidad del
conjunto. Por medidas de punto de congelacién y espectros de R. M. N.
del agua contenida en los capilares muy finos y en los poros de ciertos
sistemas proteicos, se observa que su estructura no es la de este
compuesto en su forma ordinaria. Existen menos enlaces de hidrégeno y
sus moléculas tienen una gran movilidad, mas caracteristica de un gas
que de un liquido. Sin embargo, en la mayor parte de los casos, parece
existir una estructura mas rigida, de tipo clatrato (56), que se asemeja
mas a un sdlido que a un liquido, aunque su punto de congelacién sea
mucho mas bajo. En estas condiciones las moléculas de agua tienen un
movimiento menos desordenado que en el agua ordinaria e, incluso,
pueden adquirir una estructura andloga a la del hielo. Esta disposicion
contribuye, en la mayoria de los casos, interaccionando con los grupos
polares de las moléculas bioldgicas, a la estabilidad y ordenacién de
estos sistemas, en funcion del propio balance termodindmico. El estudio
experimental de estas situaciones es bastante dificil, pero presentan un
interés especial para explicar los mecanismos fenomenolégicos de las
mismas.
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Estructuras disipativas y orden bioldgico

En el desarrollo de los seres vivos, su metabolismo implica
una larga serie de reacciones acopladas y concertadas, con
multiples  sistemas de retro-alimentaciéon. El resultado de
coordinar todos estos procesos constituye un orden funcional,
que es a veces muy dificl de expresar. En consecuencia,
el orden bioldgico tiene que considerarse, en su totalidad, de
caracter estructural y funcional. Por otra parte, a nivel
celular o supracelular, esta ordenacion se manifiesta en un conjunto de
complejidad creciente, constituyendo, como ya hemos visto con
anterioridad, un orden jerarquizado.

Ahora bien, cuando se desea establecer una
explicacion termodinamica correcta de la evoluciéon organizativa
de los sistemas biologicos, no basta con aplicar a los mismos los
conceptos clasicos de la bioenergética, sino que es preciso incluirlos
entre los estados abiertos, situados «fuera del equilibrio». Asi
como en un sistema cerrado, el equilibrio se produce cuando
se alcanza una energia libre minima, en relacién, por ejemplo,
con los productos que reaccionan y los que se producen
en una reaccidon, en un sistema abierto y dindmico, alejado del
equilibrio, éste estd asociado a lo que se llaman procesos
disipativos, establecidos como una idea surgida de la Termodinamica
generalizada, en la cual no rigen los principios de orden de Boltzmann
(57).

Aparecen entonces las «estructuras disipativas», que se refieren a un
estado ordenado completamente diferente del clasico y que se puede
llamar orden por fluctuaciones, analogo al establecido por Benard en el
dominio de la hidrodinamica (58), donde, cuando un fluido se calienta
por su parte inferior, se pasa, en determinadas condiciones, de
un régimen que se rige por las ecuaciones ordinarias de conduccién de
calor, a otro diferente, en el cual, las corrientes de convencion
se mantienen a lo largo de todo el sistema. Esto supone un movimiento
de masa, con una distribucion de energia cinética a la totalidad
del conjunto. En consecuencia, la energia térmica desordenada se
convierte en energia mecanica, ordenada a largo alcance.
Como estos fendmenos no funcionan en las condiciones de un ciclo, no
se presenta ninguna contradiccion con la segunda ley de la Termodina-
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mica. El considerable flujo de calor, a lo largo de los gradientes
de temperatura que existen entre los limites del sistema,
indica la posibilidad de que se produzca en el mismo un proceso
disipativo, que mantiene su interior en un estado de flujo de masa,
separandola del equilibrio o hace retroceder la conduccidn de calor a un
régimen estacionario. En todo caso, se produce una ordenacion
macroscopica, que corresponde a un elevado nivel cooperativo
molecular.

En el afio 1952, Turing (59) consider6 que estos
procesos disipativos se podian producir en las
reacciones quimicas acopladas con fendémenos de difusiéon de los
reactivos y  Prigogine (60) deduce, de sus estudios
tedricos, que en una serie de reacciones con acoplamientos
no lineales, A < X; < X <B, se puede considerar Ila
situacién en un estado de flujo continuo, de los productos intermediarios
X1 y Xz con gradientes elevados de sus concentraciones, que
contribuyen, asi, a mantener la relacion A/B, de no equilibrio,
caracteristica del proceso planteado. En estas condiciones, el sistema se
presenta en un estado invariante, o de equilibrio consigo mismo, en el
cual la entropia de la mezcla, es, de forma inusitada, bastante baja.
Tenemos, por consiguiente, una situacion ordenada que se mantiene por
si misma, a expensas de la disipacion de la energia libre que se necesita
para fijar la proporcién A/B de no equilibrio, en la secuencia de la
reaccion.

Las estructuras disipativas pueden presentarse como estados de
inestabilidad del sistema, que, situado fuera del equilibrio
termodindmico, se ve sometido a determinadas fluctuaciones.
Cuando estas fluctuaciones, térmicas, eléctricas, magnéticas, o
energéticas en general, estan por debajo de un determinado
valor critico, el sistema vuelve a su primitiva situacion no
perturbada. Por el contrario, por encima de este punto critico,
ciertas  fluctuaciones se amplifican, formando un orden
macroscopico, que se debe a una extensa perturbacioén, estabilizada por
el intercambio de energia con el exterior. Debido a la estructura
molecular del sistema, éste puede ser homogéneo macroscopicamente,
pero no estar en las mismas condiciones a nivel molecular. Entonces las
fluctuaciones conducen, inevitablemente, en una desviacién de la
entropia maxima.

En estos casos, la ecuacién general de la entropia de un sistema
fluctuante situado en condiciones cercanas al valor del equilibrio, S,
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es,S=S,+0S + 1/20%2 S. Como se esta en los limites de un valor
maximo, tendremos que 0 S = 0 y 02 S < 0. Para que el
estado de referencia, S,, sea estable, se necesita igualmente que el exceso
de produccién de entropia aumente con el tiempo, o sea, que (d/d t)62 S
> 0, puesto que si no la fluctuacion puede amplificarse,
desviando al sistema del estado de referencia. Cuando nos encontramos
bastante alejados del equilibrio termodindmico esta condicién no se
cumple y las expresiones anteriores dejan de ser validas, evolucionando
el sistema hacia un nuevo régimen de estructuras ordenadas.
Ademas, si éste puede expresarse como un conjunto de
equilibrios locales, entonces (d/d t)82 S > 0, como ha sido
demostrado a través de calculos referidos a modelos estocasticos. Esta
situacién queda asi implicada en la descripcion macroscépica usual de
las situaciones ordenadas de no equilibrio y determinadas las
condiciones limites, con independencia del estado de fluctuacion
momentaneo del sistema.

Para determinar el orden del mismo, se puede incorporar
por tanto el efecto de las fluctuaciones, estudiando 1la
evolucién de 8% S no la de la entropia total, lo que permite distinguir

cuando dichas fluctuaciones retornan a un estado no
perturbado o son amplificadas. Esto, hace posible establecer una mejor
aproximacion al problema de la estabilidad. La

llamada  funciébn de Liapounoff, (82 S), tiene asi un
significado muy definido en el orden total del estado macroscépico, pero
ademas, su evolucibn en el tiempo, representa un aspecto
fisico muy importante, relacionado con la regresiéon o
amplificacién de las fluctuaciones. Cuando (d/d t) 82 S > 0, el sistema es
estable y por el contrario, es inestable si (d/d t) 62 S < 0,
para  perturbaciones que estén en  concordancia  con
las distintas ecuaciones cinéticas de cada una de las
reacciones implicadas en la transformacion, consideradas de forma
independiente.

Estas condiciones se pueden expresar en funcién del intercambio de
energia y materia con el exterior. En este caso (d/d t) 62S = X8 ],* 8 X,
siendo J, los flujos de los fenémenos irreversibles, como la velocidad de
una reaccion quimica, o la difusiéon, etc, y X, las
fuerzas correspondientes, que en el caso de las reacciones quimicas se
igualan a las afinidades y todo ello de acuerdo con la teoria
de Onsanger, seginla cual estos flujos y fuerzas corresponden alas
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derivadas con respecto al tiempo de las variables de estado que se
consideren. Se cumple ademas que: J1 = L1t X1 + L1 XoyJo ==L X, +
L2z X2, donde Li1 y L2z son los coeficientes fenomenolégicos directos y Ly;
y Li2 los coeficientes cruzados, siendo Lj = 0, cuando no existe un
acoplamiento en el proceso que establece que una fuerza Xi
sea capaz de producir un flujo. Asi, una cantidad escalar,
como la afinidad no puede producir un flujo de calor, electricidad o
materia, puesto que éstos son factores vectoriales y menos
simétricos que aquélla. Por la misma razén una fuerza vectorial,
como un gradiente de temperatura, no puede producir la
velocidad de una reaccién. Cuando el espacio atravesado por el flujo es
anisétropo, la  afinidad no es necesariamente  escalar.
Por eso en la membrana celular puede existir un acoplamiento entre la
velocidad de una reaccion y el desplazamiento de los componentes,
como ocurre en el transporte de iones Na*, acoplado con la hidroélisis del
ATP.

Como la transicion de un estado estable a otro inestable, se produce
cuando (d/d t) 82 S = 0, para una serie de reacciones quimicas esto

ocurrira cuando se cumpla la siguiente ecuaciéon: daP = = (d/d t) 82 S =
Yov.*d A. = 0, siendo v. las velocidades de reaccién y las afinidades A. =
— vy, donde v son los coeficientes esteoquimétricos y

W, los potenciales quimicos. La inestabilidad se produce por
tanto, tan sdlo, si al final de la transformacidon, un término de esta suma
es negativo. Esto se origina por un proceso intermedio
de tipo autocatalizador o de cruzamiento catalitico.
En consecuencia, las inestabilidades se producen siempre fuera del
equilibrio y en relaciones no lineales. Cuando Jm = L21 Xe + L2z Xm= 0 la
produccion de entropia es minima y el estado alcanza entonces una
situacion de flujo continua.

Un caso especial a considerar es el que se refiere a la aparicion de
inestabilidades espaciales, que dependen de perturbaciones que
conducen a estados topologicos no homogéneos. Estas inestabilidades,
llamadas de «ruptura de simetria», permiten establecer una relaciéon
estrecha con las oscilaciones quimicas, que aparecen en los sistemas de
una termodinamica no lineal de procesos irreversibles (35).

Cuando el sistema no se encuentra muy alejado de la situacion del
equilibrio, se puede presentar un comportamiento periédico temporal,
una ruptura espontanea dela homogeneidad espacial o aun fenéme-



DISCURSO DE RECEPCION 47

nos mas complejos. La aparicion de estos fendmenos coherentes,
exigengen condiciones particulares, que han sido establecidas no sélo
mediante calculos aplicados a modelos tedricos, sino a reacciones
quimicas bien conocidas, como la de Zhabotinsky (61), correspondiente
a la oxidacién del acido malénico por el bromato potasico en presencia
de iones cerio. Para determinados valores de las concentraciones
relativas entre Ce* y Ce3*, se producen oscilaciones regulares,
estableciéndose una estructura espacial que se mantiene durante
bastante tiempo. Otras reacciones oscilantes han sido también
perfectamente estudiadas, siendo su mecanismo conocido en sus
detalles mas importantes (62).

En los sistemas bioldgicos, las estructuras disipativas permiten
establecer un orden oscilante, ya que sus procesos metabdlicos al
intercambiar energia y materia con el entorno funcionan como un
sistema abierto. Por otra parte, los procesos vivientes, exigen la
correlacion de un gran nimero de reacciones quimicas no lineales
(catalisis enzimatica, acomplamientos de activacion o inhibicidn,
autocatalisis directa, etc., y fendomenos de transporte que también
presentan la misma condicién). Asimismo los flujos de intercambio con
el exterior, se relacionan en condiciones de no equilibrio. ya que, en la
mayoria de los casos, los productos de las reacciones bioldgicas, son
enviados, por el sistema, a lugares alejados del mismo para efectuar
otras funciones.

Las oscilaciones no amortiguadas se pueden presentar, lo mismo
alrededor de estados fijos estables, en cuyo caso, la parte real de la
frecuencia debida a pequefias perturbaciones desaparece, que en las
cercanias de los estados inestables. Un ejemplo del primer supuesto es el
clasico mecanismo Lotka- Valterra (63), donde las caracteristicas de las
oscilaciones dependen de las perturbaciones y éstas conducen a un
cierto numero de ciclos limites posibles.

Un punto importante que se deduce del estudio
matematico de las condiciones termodinamicas de las
estructuras disipativas, es que pequefias fluctuaciones
no pueden modificar las estructuras. Esto ocurre solamente
si hay una variaciéon en los parametros del sistema, comparable
a la diferencia entre dos situaciones estadisticamente posibles.
Esta posibilidad optativa entre dos soluciones, aparece, por tanto,
como un tipo primitivo de «informacién», que debe ser afiadido a las-
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leyes causales que determinan las futuras conformaciones.
Cuando en las condiciones iniciales del sistema se alcanza una
conducta periddica, analoga a las fluctuaciones, se produce
un ciclo limite, con una organizacion espacial
especifica, constituyendo lo que se conoce con el nombre de «un cierre
quimico».

En general, las inestabilidades quimicas, la ruptura de simetria y el
cierre quimico, pueden jugar un importante papel en la ordenaciéon y
estabilidad de los sistemas biologicos. La distinta estructuracion
espacial que debido a estos fendmenos se puede presentar, se
caracteriza por el mantenimiento de determinados gradientes de
potencial quimico, de las sustancias que intervienen en las reacciones
implicadas en los mismos. Dichos gradientes, pueden incluso
modificar el estado fisico-quimico de otros compuestos, que no
participan directamente en los procesos relacionados con la
inestabilidad.

La extrapolacién de las condiciones fisico-quimicas correspondientes
a un equilibrio o préximas al mismo, no pueden
explicar el comportamiento de los sistemas biolégicos, mientras que, las
condiciones de inestabilidad introducen rasgos esenciales que
conducen a una nueva especie de orden estable. Las longitudes de onda
caracteristicas de los fenémenos oscilantes, que pueden originar una
organizacion topoldgica y temporal, son del orden de 10-2-10* cm., lo
que es muy amplio en relacién con las dimensiones moleculares,
por lo cual, el tratamiento macroscopico de ordenaciéon esta
justificado. Asi mismo, esto explica que las inestabilidades
puedan conducir a mecanismos de amplificacién, pasando,
incluso, de un estado homogéneo hasta alcanzar una
situacion no homogénea. En todos los casos, en la escala
molecular se puede seguir hablando de un equilibrio termo-dindmico
local.

Determinadas reacciones enzimaticas importantes han sido
estudiadas desde este punto de vista, en especial, el proceso de la
glicolisis (64), en el cual se ha demostrado que las concentraciones de
los constituyentes del sistema presentan un ritmo oscilante permanente,
de periodo y amplitud constante, con ciclos limites estables en el tiempo,
0 sea, que la glicdlisis es una estructura disipativa temporal. En la
actualidad, se conocen otros muchos procesos de oscilaciones
amortiguadas entre las reacciones metabdlicas o la sintesis de
determinadas proteinas, cuyo interés biolégico es innegable.
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Delmotte ha utilizado, recientemente, el concepto de las estructuras
disipativas para plantearse un interesante modelo que explique cémo se
amplifica la absorcién de un fotén, por la sacula de un granulo de
cloroplasto. En esencia el problema se trata como un sistema fluctuante,
que permite 'realizar la transiciéon de un estado determinado de régimen
invariante a otro diferente. En forma analoga, Changeux ha estudiado un
modelo de estructuras disipativas, para comprender como se amplifica
la informacién recibida por la membrana. A su vez, ciertas etapas de
agregacion celular pueden interpretarse como originadas por una accién
enzimatica, que funciona como una -estructura disipativa espacial.

La sintesis abidtica de polipéptidos por condensacion sobre
superficies cataliticas, ha sido sefialada por Katchalsky y col. (63) y
Eigen (66), ha considerado también bajo estos supuestos, la evolucion de
un determinado nimero de biopolimeros situados colectivamente, en
condiciones adecuadas, para que, a través de una serie sucesiva de
inestabilidades, sean capaces de formar espontineamente un «codigo
genético».

Si se considera que la sintesis por replicacion de los acidos nucleicos,
sobre molde previo, no es dominante en relacién con el mecanismo de
polimerizacion lineal, mas que a partir de una distancia critica del
equilibrio, esto corresponde a una primera inestabilidad. Ahora bien, los
procesos de replicacién, pueden presentar «errores» que corresponden,
en esencia, a un nuevo tipo de fluctuacion. Entonces, podria presentarse
la evolucion de los sistemas bioldgicos como una serie de rupturas de
inestabilidades, es decir, debida a la amplificacién de las fluctuaciones,
hasta que aparece un conjunto en el que predomina un tipo de
macromoléculas estables, en relacion con los posibles movimientos
oscilantes originados por ellas mismas. En general se pasa asi de la
inestabilidad de lo homogéneo, a la estabilidad de lo heterogéneo,
caracteristico de la organizaciéon bioldgica progresiva.

La sucesion de inestabilidades en un sistema formado Unicamente
por proteinas, se prolonga indefinidamente: en cambio, la interacciéon
entre proteinas y polinucleétidos conduce al sistema a un estado final
estable originado por los errores en la cinética de replicacién producida
sobre el molde original, dando asi lugar al cddigo genético.
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Se crea asi una sintesis importante entre el punto de
vista estatico, estructuralista, clasico en la Biologia
molecular y el horizonte histérico que es caracteristico de la
Termodindmica. La entropia producida por unidad de masa
y de tiempo, tomada como medida del metabolismo,
aumenta en el primer periodo de los procesos bioldgicos,
pasa por un maximo y disminuye para alcanzar
finalmente el valor minimo de un estado en régimen invariante. El
primer periodo puede corresponder al umbral donde la
inestabilidad del sistema ha sido alcanzada, y a través de las estructuras
disipativas, constituir una cadena que conduce del equilibrio
termodinamico clasico al orden biolégico. En efecto, se puede
hablar, con todo rigor, de un nuevo estado de materia
inducida por un flujo de energia libre alejado del
equilibrio. En este nuevo estado, rige una nueva
quimica-fisica que corresponde a un nivel supramolecular,
mientras que todas las leyes que se aplican al nivel de las moléculas
permanecen esencialmente sin cambio, incluso el principio de orden de
Boltzmann.

En consecuencia, los sistemas bioldgicos, segin Eigen,
lejos de tener que considerarlos como entidades especiales

en lucha permanente contra el segundo principio de Ia
Termodinamica, aparecen rigiéndose por las leyes
fisicas conocidas, pero con una flexibilidad especial, debida a su
composicion quimica, a las interacciones que entre

sus moléculas pueden producirse y a los especiales
planteamientos cinéticos que son aplicables a sus reacciones. La
sucesion de inestabilidades intenta ser, por lo menos,
una explicacion coherente que permite establecer
una linea de separacién entre la materia inerte y los seres
vivos. Las fluctuaciones que sitian al sistema fuera del
equilibrio son el elemento aleatorio, es decir el «azary;
la inestabilidad del medio y el hecho de que estas
fluctuaciones vayan creciendo, representa la «necesidad». Asi, el azar y
la necesidad, indicados por Monod, no se oponen
sino que se complementan y son consecuencias ineludibles de la
Termodindmica de los procesos irreversibles, generalizada,
con sus procesos y estructuras disipativas a los sistemas
biologicos. Todo ello hace suponer a algunos autores, como
Prigogine y Eigen, que los fundamentos de la vida
pudieran ser asi deducibles, con cierta légica, a partir de los primeros
principios.
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ORDEN Y ESTABILIDAD EN LAS MEMBRANAS

Los sistemas que forman las membranas celulares,
tienen una importancia basica en todos los fendmenos
que en las mismas se desarrollan. Por eso, el conocimiento
de su organizacion estructural es de suma importancia
para valorar procesos de tanta trascendencia  bioldgica,
como su permeabilidad selectiva, el transporte activo o la regulacién de
los potenciales quimicos, que permiten a la célula recibir y
tratar multiples informaciones, sin las cuales no se podria concebir, a la
misma, como un organismo diferenciado de especial actividad
concertada.

La organizacion de los componentes de la membrana celular
depende de la naturaleza de las mismas y de las fases que en el
sistema se puedan presentar. La singularidad basica de esta
entidad bioldgica reside, fundamentalmente, en que el citoplasma, que
forma una de las fases, es capaz de autorregulaciéon vy
que su conformacion varia de acuerdo con las necesidades vitales de la
propia célula. Por ello en el estudio de la organizacién de las distintas
membranas celulares, no es adecuado establecer un
esquematismo analdgico. La membrana no constituye un fin
en si misma; es un compromiso dinamico entre los imperativos
de la supervivencia celular y las condiciones del entorno que la rodea
(67).

Ahora bien, en cualquier caso ha sido muy util el establecer unos
modelos generalizados, que expliquen los hechos conocidos y prevean
otras propiedades de este conjunto colectivo, dentro de los conceptos
fisico-quimicos actuales.

En forma muy esquematica, se puede decir que Ilas
membranas celulares estan formadas por lipidos, proteinas yagua. De
acuerdo con las investigaciones mas recientes parece que las proteinas
de la membrana son muy abundantes en aminoacidos de caracter
hidréfobo, que los lipidos estan formados especialmente por fosfolipidos
y estero les y que el agua juega un papel de suma importancia en su
organizacion.

Las fuerzas que contribuyen al orden y estabilidad dinamica de la
membrana son las de tipo hidrofébico, las de dispersiéon de London
y las de interaccion electrostatica y dipolar Debido a la
gran diversidad estructural de las proteinas, el elevado polimorfismo de
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los lipidos y su facilidad para establecer entre ellos y a través
del medio acuoso ordenador miultiples fuerzas de interaccién,
se pueden presentar conformaciones totales muy variables,
con energias libres minimas casi equivalentes y con una
asimetria procedente de las mismas condiciones de los componentes.
Las fluctuaciones que en dichos estados se pueden originar
por flujos de materia y energia o por interaccion de momentos
eléctricos o magnéticos, modifican las sutiles fuerzas
de interaccién, dando lugar a  oscilaciones  periddicas
temporales, que, creando  estructuras  disipativas, sitdan
al conjunto colectivo de la membrana como un
sistema regido por los principios de la termodinamica de
no-equilibrio.

El primer intento de establecer un modelo ordenado en la
membrana se debe a Gorter y Grendel (68),
quienes conciben la existencia, en los glébulos rojos, de una
doble capa de lipidos ordenados paralelamente, con sus grupos polares
situados tanto hacia el medio acuoso exterior como hacia el
del interior, quedando secuestrados dentro de esa bicapa los grupos
hidréfobos de las cadenas lipidicas. Esta estructura ha sido confirmada
por la disposicion que adoptan los lipidos puros al ser dispersados en el
agua.

Este sistema de ordenacion llevé, a Danielli y Davson
(69), a considerar la membrana formada por una bicapa de
moléculas lipidicas, intercaladas entre unos sistemas
laminares proteinicos, que forman tanto su parte externa como
interna, unidos por interacciones electrostaticas con los grupos
polares de los lipidos y en contacto con el agua. Este modelo
trilaminar, es termodindmicamente inestable, no solo
porque los aminoacidos de las proteinas de la membrana estan
expuestos en gran extension hacia el medio acuoso, sino
porque los grupos i6nicos y polares del lipido esta asi separados del
contacto del agua por una capa de proteina. Por consiguiente,
ni las interacciones hidrofébicas ni las hidrofilicas adquieren, en este
caso, su valor maximo. Por otra parte, la penetraciéon de los
iones y moléculas, solubles en el agua, a través de la barrera
lipidica, asi establecida, es de dificil explicaciéon. Ello ha hecho
pensar en una especie de invaginacion de las monocapas de proteina, a
través de la bicapa, constituyendo una fase, de caracter mas o menos
hidroéfila, por donde se pueda realizar el paso de aquellas especies
moleculares.
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Sin embargo, el citado esquema fue  generalizado
posteriormente por Robertson (70), estableciendo el modelo llamado de
«unidad de membrana», por considerar que la estructura en
doble capa lipidica es comin a todos los sistemas biolégicos. Este tipo de
membrana ha sido comprobado por el mismo Robertson (71),
mediante  observaciones al microscopio electréonico  sobre
cortes de células, y por Finean y colaboradores (72) por estudios de
difraccion de rayos X, en bajo angulo de incidencia, sobre
membranas de eritrocitos. Asimismo, Pethica (73) indica que los
calculos de las energias de estabilizacion de una capa
doble de fosfolipidos corresponde a un valor maximo, lo que es
termodinamicamente correcto, ya que la cohesién lateral resulta del
caracter anfolitico del conjunto. A pesar de todo es dificil
imaginar la membrana en esta forma estatica, puesto
que, aparte la rigidez estructural de algunos sistemas
especializados, como el de la mielina, hoy no se puede descartar el
aspecto  dinamico de dichas estructuras y su relacion
funcional fenomenoldgica. Ademas este modelo no
estd de acuerdo, segin Lenard y col. (74), con los
conocimientos actuales de las estructuras de las proteinas y otras
macromoléculas.

Ya Kavanau (75) postulaba una disposicion muy flexible
en estos sistemas, indicando que las diferentes estructuras observadas
en el microscopio electrénico no son mas que instantaneas de un
momento de su actividad funcional, con lo cual se
intentaban conciliar los aspectos de la doble capa lipidica
o de micelas globulares, como una situacién de equilibrio dinamico que
estuviera controlado por la célula misma.

Para tratar de valorar el papel de las proteinas en la estabilizacién de
la membrana, tenemos que distinguir, en forma muy general, dos tipos
de estos compuestos: a) proteinas periféricas, que requieren solamente
tratamientos suaves, como un incremento en la fuerza idnica del medio,
o la adicion de un agente quelante, para separar sus moléculas intactas
de la misma; se obtienen libres de lipidos y, en estado disociado, son
relativamente  solubles en buffers acuosos neutros. Esto
sugiere que las proteinas periféricas estan unidas solamente por
interacciones no covalentes (seguramente de tipo electrostatico) y
ademds que su asociacion con los lipidos no es demasiado intensa,
como ocurreenel citrocromoo laespectrina de los eritrocitos,y b)
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proteinas integrales que requieren tratamientos mucho mas
drasticos, como la actuaciéon de detergentes, Aacidos biliares,
proteinas desnaturalizadas o disolventes organicos, para eliminarlas de
las membranas. En muchos casos, permanecen asociadas con los
lipidos cuando se aislan, y si se liberan por completo de ellos, son,
por lo general, muy insolubles o forman agregados en buffers acuosos
neutros.

Las proteinas integrales son las de mayor interés para determinar la
estructura de la membrana. Las propiedades e interacciones de las
proteinas periféricas, aunque son muy importantes desde el punto de
vista funcional, no tienen tanta trascendencia en la problematica
estructural de la misma.

Las proteinas integrales se considera que estan dispuestas en forma
globular, con un contenido menor del 40 por 100 de conformacién o
hélice, mejor que extendidas en monocapas. Sin embargo, un modelo de
membrana en el cual tales proteinas globulares estuvieran dispuestas en
la superficie exterior de una bicapa lipidica, no es satisfactorio, entre
otras razones, porque asi el espesor de la misma seria mucho mayor que
el que corresponde a los 75 6 90 A observados, en general. Un sistema en
el cual las proteinas globulares estén intercaladas en la fase lipidica es
mucho mas correcto.

Los razonamientos indicados y la aparicion de un aspecto
granular en la observacion al microscopio electrénico de
algunas membranas, hizo postular a Lucy (76) que ésta pudiera estar
constituida por sub unidades globulares lipidicas,
orientadas, radialmente, con sus cadenas hidrofébicas hacia
el interior y los grupos polares en la superficie, formando una pelicula,
casi continua, de corpusculos micelares, de 40 A de didmetro.
Entre éstos estaban situadas las proteinas y glicoproteinas, originandose
unos poros de alrededor de 4 A, que atraviesan el espesor de la
membrana y que explican la permeabilidad de la misma. asi como el
transporte activo. En el modelo de Sjostrand (77) las micelas no estan
formadas tan sélo de lipidos. sino constituidas por un complejo
lipoproteico. Esto pudiera estar de acuerdo con el caracter funcional
asignado a estas asociaciones, como se deduce de muchos resultados
experimentales.

En contraposicion al modelo de membrana de Lucy, que
atribuye el papel fundamental en la ordenacién estructural a la fase
lipidica. Benson (78) se la asigna a las proteinas y al agua, como ya habia
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apuntado Sjostrand, al destacar la importancia de
las regiones hidrofobas de las lipoproteinas y el aspecto
de la coordinaciéon del agua, en relacion con los grupos
polares de los componentes del sistema. Recientemente,
este mismo autor (79) ha sugerido que la estructura de la
membrana celular puede ser visualizada, al microscopio
electrénico, como un agregado bidimensional de subunidades
lipoproteicas.

Esta concepcion estructural, asi como las observaciones
de Green (80) acerca de las subunidades lipoproteicas y de
su forma de wunirse para constituir dicho sistema bioldgico,
han sido rechazadas por Stoeckenius y Engelman (81), que
consideran que la reagrupacién del material solubilizado de las
membranas, no produce la formacién de estructuras poliédricas o
helicoidales, como 'podria esperarse si se partiera de elementos
unitarios idénticos.

Después de realizar un andlisis minucioso de los
datos experimentales conocidos hasta la fecha, y por consideraciones
termodinamicas, Singer (82) ha postulado lo que denomina
«modelo de mosaico fluido». En este esquema, las proteinas
que estan integradas en la membrana, son agregados globulares,
cualitativamente heterogéneos, ordenados en una estructura
anfifilica, con los grupos iénicos y polares proyectandose hacia la fase
acuosa y los grupos no polares sumergidos. en toda su amplitud, en el
interior hidrofébico de la misma (83). Estos
agregados globulares proteicos estin situados sobre una matriz
lipidica, organizada en forma de bicapa, discontinua y fluida,
aunque una pequeiia fracciéon de los lipidos pueda interaccionar, de
forma especifica, con las proteinas, para formar algin
complejo  lipoproteico. En todo el conjunto existe un
control termodindmico, por el cual, la conformacion de la estructura, en
su totalidad, estd determinada por Ila secuencia de los
aminodacidos, las uniones covalentes de las proteinas, y sus interacciones
con el entorno, de tal forma, que la energia libre del sistema sea la
minima. Algunas moléculas de proteina integral, con un tamafio y
estructura apropiada, producen agregados de las mismas, o un sistema
lipoproteico, que puede atravesar la membrana, es decir, que es posible
que existan regiones de proteina en contacto con el disolvente acuoso,
en ambos lados de aquélla.

Si en el «xmodelo de mosaico fluido», propuesto por Singer, la
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matriz es de tipo lipidico, se producen inevitablemente determinadas
consecuencias, que son de gran importancia para explicar los fendmenos
bioldgicos que este sistema presenta (84).

En general, no se deben de producir ordenaciones de largo alcance,
es decir, con grandes espaciados, como para influir en la distribucién de
las moléculas proteicas, debiendo de estar éstas, por tanto,
dispersadas, en una disposicion aperiddica, en la superficie de la
membrana. La ausencia de ordenaciones de largo alcance en
la misma, no debe hacernos suponer que no existan ordenaciones de
corto alcance. Estos sistemas ordenados existen, por ejemplo, en
algunos componentes de las cadenas capaces de transportar
electrones en el conjunto mitocondrial interno, y se deben, en
la mayoria de los casos, a interacciones entre proteinas especificas o a
lipoproteinas, que clan lugar a la formacion de
agregados esteoquimétricos, definidos. En una membrana tipo
mosaico, con matriz lipidica, la distribucién de tales agregados,
en un espacio de largo alcance, debe de esperarse que esté dispuesta al
azar sobre la superficie total. En casos especiales, como por
ejemplo en la sinapsis, hay que suponer o que las interacciones
especificas de corto alcance producen un  voluminoso
agregado  bidimensional o que algin agente extrinseco
interacciona, en forma cooperativa, con dichas proteinas
integrales especificas, para reducir su situacién en un area superficial
limitada. En otras palabras, Singer sugiere que las agregaciones
proteicas, consideradas al azar en largas distancias,
son la norma en la membrana; cuando se presentan distribuciones con
una cierta ordenacion, deben de existir algunos mecanismos
responsables de este estado.

En el modelo que estamos considerando, y bajo condiciones
fisioldgicas, los lipidos estan en un estado fluido, por lo general del tipo
llamado liquido cristalino, como se ha comprobado en diversos estudios
experimentales. Entonces se pueden preveer algunas caracteristicas de
sus funciones, como la transmisiéon de impulsos nerviosos, el transporte
de electrolitos a su través, el efecto de drogas y hormonas especificas, los
fenémenos cooperativos y la asimetria de dicho sistema biolégico.

Las perturbaciones fisicas o quimicas que afecten a una membrana,
pueden alterarla disposicion estructural de alguno de sus compo-
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nentes o agregados. Entonces se presenta una redistribucion
de los mismos, por difusion traslacional, a través de la solucion
viscosa, propia de este sistema, el cual, por medio de

interacciones especificas, se vuelve a situar en
condiciones termodinamicas de la maxima estabilidad. Este
mecanismo general ocurre en unos intervalos de tiempo

muy pequefios, capaces de explicar, por ejemplo, los efectos producidos
en los linfocitos por la accibon de los anticuerpos, que,
atacando directamente a las moléculas de inmoglobulina, producen una
nueva disposicion de las mismas en la superficie.

Muchas experiencias han puesto de manifiesto que las dos
caras de la membrana no son idénticas en composicion o
estructura. Un aspecto de esta asimetria es la distribucién en las mismas
de los  oligosacaridos. Determinadas  proteinas  vegetales
o diversas aglutininas se pueden unir a los residuos especificos del
azucar, produciendo la aglutinacion de las células (84).
Conjugando varias aglutininas con la ferritina, ha sido posible
visualizar, por microscopia electrdnica, la distribucién
de los oligosacaridos, observandose que, en algunos casos,
se ataca precisamente la cara externa del eritrocito y no la
superficie  interna  citoplasmatica (85). La ausencia de
oligosacaridos, en dicha cara interna, podria indicar que
la transiciéon rotacional de la glicoproteina del eritrocito, desde la parte
de fuera, al interior de las membranas, es practicamente
despreciable. Si las  proteinas integrales, incluyendo las
glicoproteinas, presentan como los fosfolipidos, unas
estructura anfifilica, se necesita una gran cantidad de energia libre de
activacion para hacer rotar las regiones polares o idnicas de
las mismas, a través del interior hidrofébico de la membrana,
dificultando, en grado sumo, su paso de una a otra superficie.
De acuerdo con el modelo de mosaico fluido, estas conclusiones, que se
refieren a la asimetria, indican que la difusién traslacional
en dos dimensiones de las proteinas integrales y los
fosfolipidos ocurren libremente, mientras que la difusién rotacional de
estos componentes estd restringida, por lo general, a los ejes
perpendiculares al plano de la membrana, y cuando
se produce dicho giro es a una velocidad no ciertamente
significativa, por lo cual exige un cierto tiempo para ponerse de
manifiesto.

En algunas condiciones, el proceso perturbador, que se inicia
en, un sitio correspondiente a una estructura compleja de la superficie,
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se transmite a otro situado a bastante distancia, debido a
un fené6meno cooperativo. Este puede ser de tipo trans, que se refiere a
un cambio alostérico, como el que se postula que se origina en una
region  localizada en la  superficie de la  membrana,
transmitiéndose su efecto de una cara a la otra. Asi por ejemplo, una
proteina integral puede existir en la misma como un agregado de dos o
mas subunidades, estando expuesto a la solucién acuosa por la cara
externa y al citoplasma por la parte interna. La unién
especifica de una droga u hormona, en un sitio activo de la subunidad
orientada hacia afuera, puede inducir a un reagrupamiento
conformacional en el agregado y por consiguiente a un cambio en las
propiedades funcionales del mismo, en la parte que esta orientada hacia
el interior (86).

El efecto cooperativo llamado cis, se produce en la
superficie de la membrana entera, o en grandes areas de la
misma, como consecuencia de algunos procesos que ocurren en un solo
punto o en unos pocos bien diferenciados, que originan su
transmision y amplificacién, al modificarse las interacciones
estructurales, como sucede, por ejemplo, con los efectos
destructivos de ciertos bactericidas, la lisis de las
células del huevo después de su fertilizacion y las
interacciones de hormonas del crecimiento con membranas de
eritrocitos (87).

El modelo alostérico de Monod-Wyman, ha sido
adoptado por Changeux y sus colaboradores (88), para explicar los
procesos cooperativos proteicos de las membranas. Segun
este autor las subunidades individuales pueden existir en uno o dos
estados de conformaciéon, uno de los cuales, llamado normal, tiene
mucha mayor facilidad de enlace para un ligando especifico que
el otro. Si la proteina integral esta dispersa monomolecularmente en la
membrana, la conformacién promovida por la unién con el
ligando, origina una agregacion, que debe de presentarse en el estado
termodinamicamente mas estable. Para ello, y poniendo en
juego las interacciones correspondientes se produce
una difusion de las proteinas que no tienen caracter ligante
hacia el complejo formado, produciéndose, en consecuencia, un
cambio simultineo en la conformacién de todos los agregados
proteicos. Este mecanismo, de tipo cis, puede ser de
largo alcance, si se origina una estructura espacial de tamafio
suficientey sila misma puede producir perturbaciones locales ade-
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cuadas. Esta transicibon ocurre a wuna velocidad, que se
corresponde con la difusion de las moléculas de la proteina integral en
el modelo de mosaico fluido, que es del orden de wunos
minutos, lo que contrasta con la vida media de la transformaciéon
conformacional de una proteina soluble alostérica,
como la aspartiltranscarbamilasa, que tiene un valor de 10
milisegundos. Sin embargo, las variaciones de fluorescencia
producidas por la interaccion de la colicina con el Escherica coli que se
consideran transiciones cooperativas de tipo cis,
transcurren en intervalos de varios minutos. Si este
mecanismo sugerido para el efecto de la colicina es valido,
se puede predecir que los experimentos de congelacion
en bacterias tratadas en circunstancias analogas, deben de
revelar una agregacion de particulas, que, normalmente, estan
dispersadas en la cara interna de la membrana, o
presentarse variaciones en el estado fluido de la misma,
como el que se produce por alteraciones en su composicion
lipidica o por la temperatura, factores que afectan de
una manera muy destacada a la cinética de las transiciones
fluorescentes.

LOS LIPIDSO EN LA ORDENACION DE LA MEMBRANA

Durante mucho tiempo se ha considerado que el inico objetivo de la
presencia de los lipidos en la membrana era formar una
barrera hidrofobica con el exterior. Sin embargo, los compuestos
lipidicos que se han aislado de diversos tipos de membrana,
demuestran que en su conjunto, existe una compleja
distribuciéon de grupos polares y cadenas hidrocarbonadas,
lo que facilita la posibilidad de que se formen estructuras
muy diversas en sus interacciones, y que los sistemas
lipido-agua estén asociados con algunas de las propiedades funcionales
de aquéllas (89).

De acuerdo con los estudios de Dervichian, Ekwall, Winsor, Luzatti y
Chapman (90), los lipidos se pueden presentar en diversas fases que
exhiben una organizacion altamente ordenada a gran alcance y cuya
estructura puede clasificarse de acuerdo con criterios formales
cristalograficos, pero que es mejor reducir, por razones intuitivas, a los
grupos de mesomorfismo liotrépico siguientes:

1.9) fases laminares, en las que las cadenas hidrocarbonada, estan
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situadas como hojas o lamelas cubiertas a ambos lados por los grupos
polares. Dichas lamelas pueden ser infinitamente planas y agrupadas en
redes unidimensionales, como en un estado esmético. A
su vez, los elementos estructurales que forman las lamelas,
pueden organizarse en redes bidimensionales de cintas de longitud
infinita o como discos coordinados en reticulos tridimensionales.
En general, las lamelas, cualquiera que sea su condiciéon, son
equidistantes, y

2°) las de tipo  varilla, infinitamente largas o de
longitud finita, empaquetadas en una red bidimensional hexagonal,
con los grupos polares en el exterior y los radicales hidréfobos
en el interior de los cilindros. Si las varillas son de longitud
finita, se pueden agrupar de tres en tres. en redes
bidimensionales, hexagonales 0 cuadradas, que pueden
interaccionar entre si formando reticulos tridimensionales
entrelazados.

Los fosfolipidos, incluidos los saturados, presentan en estado sélido y
a bajas temperaturas, sus cadenas alifaticas en una configuracion
transplanar, con ligeras oscilaciones torsionales, como se deduce de sus
espectros infrarrojos y de RMN. Cuando en dichos compuestos se va
elevando la temperatura, se aumenta el movimiento molecular,
llegando a alcanzarse, en el punto de transicion, un cambio
endotérmico muy  acusado, en el que las cadenas
hidrocarbonadas «funden» y se produce una rotura de la
disposicion planar, con una completa flexibilidad y amplitud de
oscilaciones y rotaciones. Se reducen asi las distancias entre
los finales de las cadenas y, en consecuencia, los espaciados de rayos X,
llegando incluso a originarse difusiones laterales de las moléculas
lipidicas, que, como los movimientos. de las mismas, son de tipo
cooperativo.

Por debajo de la temperatura de transicion, el agua
no puede penetrar en la red formada por los grupos polares, pero a
partir de la misma, los lipidos se hinchan,
produciéndose espontaneamente figuras de mielina,
observables perfectamente al microscopio. Cuando el agua
ha penetrado en la red estructural de los lipidos y éstos se enfrian
después por debajo del punto de Kraft, aquélla no se expulsa del
conjunto, quedando entonces las cadenas hidrocarbonadas con una
ordenaciéon casi total. Se considera que parte del agua
afiadida, se coordina con los grupos polares de los fosfolipidos, en un
estado especial que no congela a la temperatura de 0°. Se alteran asi las
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propiedades de transporte y difusion a través de la membrana,
sobre todo cuando en el medio acuoso existen moléculas, iones o drogas
activas biolégicamente. Esta disposicion estructural corresponde al
estado macroscopico de un gel. La fase laminar, que se
presenta por encima del punto de Kraft, es anadloga, pero con las cadenas
hidrocarbonadas fundidas y dotadas de wuna gran movilidad,
formando una fase de tipo liquido cristalino. En general, el
agua causa una reduccion de las fuerzas London-van
der Waals, entre las cadenas alifaticas, y las temperaturas de
transicion son mas bajas en la medida en que se presentan mas dobles
enlaces.

Cuando existen grupos ionizados, éstos se pueden repelen
por su polaridad. Si la carga neta por grupo polar, es equivalente a le, se
originan cilindros con mas facilidad que agrupaciones esféricas.
Estas se producen con cargas mayores que 2e por grupo y entre 0-1,25e
la disposicion es generalmente laminar. Si el grupo polar esta
dispuesto en una secciéon cruzada con la cadena hidrocarbonada, la
maxima energia de interaccion, da lugar a que dichos grupos
aparezcan en forma curvada, como corresponde a una fase hexagonal o
esférica.

En las multicapas de lecitina estudiadas por Levine (91),
mediante la técnica de difraccién de rayos X, se demuestra que con un
por 100 de agua, los grupos finales de las cadenas
hidrocarbonadas, estan localizados casi en el centro de la bicapa. A estas
mismas  consecuencias han llegado Jost y col. (92),
trabajando con espectroscopia de spin marcado,
observando una elevada anisotropia, que corresponde a una secuencia
rotacional de 108 cps. A su vez la libertad de movimiento
en las cadenas de los acidos grasos, aumentan con la separacion
de los grupos metileno de los enlaces tipo éster, sobre todo, a partir de
una distancia aproximada de 4-8 C-C, siendo mayor
en los compuestos oleilicos o con dobles enlaces. En general,
se puede decir que éstos causan una expansion en el
area de las cadenas correspondientes. Los grupos polares estan
restringidos en su movimiento por la ordenacién del agua en su entorno
(93). En general, se consideran necesarias 10 moléculas de agua para
coordinarse, por ejemplo, con cada grupo de lecitina. De éstas, cuatro o
cinco se utilizan para una hidratacién primaria, con uniones mas fuertes
que las restantes.

Por otra parte, los datos calorimétricos obtenidos operando con
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lipidos de importancia bioldgica, permiten confirmar la naturaleza:
cooperativa de la transicién del estado de gel al de liquido cristalino.
Trauble (94) indica que el tiempo de relajacion del
cambio conformacional citado, oscila entre 100 y 1200 segundos y que
existe un maximo cuando el porcentaje de transicion es 0,8.
Cuando la longitud de las cadenas de los fosfolipidos aumenta,
el factor cooperativo de la transiciéon se hace mayor. También se ha
observado, por spin marcado, que por encima de la
temperatura de transicién, las moléculas de los lipidos
presentan una difusion lateral en el plano de la membrana.
El  coeficiente de difusion es de 10-8 cm?/seg, lo que
corresponde a un desplazamiento de alrededor de 10.000 A en un
segundo. La transicién de fases, ejerce una gran influencia en el proceso
de la difusién (95).

Las investigaciones mas recientes (96), han establecido
una evidente relacion entre los estados condensados y expandidos de las
monocapas de los lipidos, sus estados mesomoérficos y las transiciones
conformacionales de tipo gel a estado liquido cristalino, que pueden
presentarse en la membrana, lo cual ha supuesto que esta técnica haya
alcanzado, en estos ultimos afios, un manifiesto desarrollo y aplicacion,
debido a que los trabajos realizados en estas condiciones, se refieren a
sustancias lipidicas que no han sido perturbadas por ningin agente
externo.

Nuestros trabajos efectuados con monocapas de diversos
acidos grasos (97), nos han permitido trazar con toda exactitud sus
isotermas de compresion, determinando las areas moleculares que
corresponden a los puntos de transicion indicados y a los
diferentes equilibrios de fase que en las mismas se pueden presentar,
explicandolos. de acuerdo con la conformacién de las moléculas y en
relacion con la estructura de las mismas en estado
tridimensional, aclarando puntos oscuros y problemas de interés, que,
en las fechas de nuestras investigaciones, no eran suficientemente
conocidos.

En general, se puede decir, que la acidez del sustrato
rebaja la presion superficial del film monomolecular, ya que al disminuir
la disociacion del acido graso, el nimero de particulas por unidad de
superficie decrece. Se llega al mismo resultado, si tan sdlo
consideramos las .interacciones eléctricas, también disminuidas por
la acidez de la capa subyacente. El cambio de fase noaparece hasta que la
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superficie molecular se reduce a 25 A2 mol, en cuyo momento
se pasa a un estado condensado. El 4rea de base molecular,
extrapolada, es de 19,95 A mol para el acido estedrico y 20,8
A mol para el palmitico en concordancia con valores
obtenidos muy recientemente (98). El comienzo de la fase
condensada corresponde al enderezamiento total de las
cadenas del acido graso, y el area de; base molecular, a su
disposiciéon vertical, pero sin comprimir, y por tanto, con
posibilidades de un movimiento de rotacion. El valor tedrico calculado,
suponiendo la cadena hidrocarbonada en zig-zag,
coincide con el obtenido por nosotros, lo que confirma la tesis de que la
disposicion de las moléculas en el comienzo de la fase
s6lida, que corresponderia al gel tridimensional, es la
que hemos descrito anteriormente. La pequefla diferencia
del area de base molecular del acido palmitico, puede ser debida a un
angulo menor del enlace C-C, lo que supondria un mayor
radio de giro de la molécula. Con esto habiamos confirmado la influencia
de la disposicion de la cadena carbonada en el area
ocupada por la misma, que no depende solamente del radio del grupo
polar. El  colapso de las monocapas de compuestos
saturados, esta situado sobre los 18 A, con una
presion superficial del orden de 30 dinas por centimetro, que
corresponde a un empaquetamiento total de las moléculas, sin
posibilidad de rotacién, que estaran, entonces, dispuestas como en
estado cristalino.

Los resultados deducidos de las curvas de compresion para las areas
moleculares del acido ladrico, indican un estado fisico diferente segun la
temperatura a que se opera y distinta de la de los otros
compuestos  saturados, lo cual confirma que, el punto
de transicion depende, en gran medida, de la temperatura critica de
cada sustancia. En la zona de elevadas concentraciones
superficiales se advierte una meseta de transicion -estado
mesomorfo- igual a la indicada por otros autores. A partir
de nuestras isotermas, hemos determinado el momento
dipolar de este acido —m = 1,581 debyes-, asi como la ecuacién de
estado de la monocapa, deducida teniendo en cuenta las acciones
eléctricas de las moléculas en la misma, de acuerdo con las hipdtesis de
Guastalla.

Al operar con gl acido oleico, el area molecular de colapso de la
monocapa -20,5 A- es mayor que para los acidos saturados, lo
que consideramos es debido al estado liquido de este ultimo en su fase
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tridimensional. Si se eleva la temperatura, el area de colapso
es mayor, como corresponde a una energia cinética de las
moléculas mas elevada; en cambio, el area de base
molecular extrapolada que corresponde a este acido es de 48,5
A mol, lo que es légico, si suponemos que la cadena carbonada se
ensancha, por la correspondiente alternancia de los atomos de
carbono situados en zig-zag, debido a la posicibon que
ocupan con respecto al doble enlace. El momento dipolar
calculado con los datos de las isotermas correspondientes
-2,11- es mayor, en este caso, que el que se obtiene
para los compuestos saturados, por lo cual, los componentes
con cadena oleilica, tienen en la membrana un mayor poder de
expansion.

En una publicacién posterior (99), dimos cuenta de Ilas
isotermas de compresion de las monocapas de los acidos
estedrico y oleico, obtenidas sobre soporte salino y a diferentes
p H. Las peliculas de acido estedarico obtenidas en estas
condiciones y en la zona de pH 1 a 3, presentan las mismas
caracteristicas. Ello nos induce a pensar que en esta zona de
acidez las moléculas que integran la monocapa estan en su casi totalidad
en forma no ionizada, disminuida ain mas por la elevada fuerza i6nica
del soporte.

La expansion de las monocapas por la presencia de
electrolitos en el sustrato, se ha atribuido por algunos autores al
aumento que, por ello, experimenta la tension superficial
del mismo. Todos parecen olvidar que la fuerza de interacciéon
entre las cargas de los grupos polares es de tipo eléctrico,
y que la magnitud de tal fuerza es inversamente proporcional a la
constante dieléctrica del medio. De acuerdo con la ecuacion
de estado termodinamica, aplicable en estas condiciones, el
valor de la presion superficial resulta igual a la diferencia
entre la presion térmica y la presion interna. Si la presion interna
disminuye como consecuencia de un aumento de la
constante dieléctrica del soporte, la presion del film aumenta,
para un mismo valor de area, a medida que la constante dieléctrica se
hace mayor. Si al aumentar la constante dieléctrica queremos que la
presion se mantenga constante, podemos conseguirlo, bien
disminuyendo la temperatura y manteniendo la superficie constante,
bien aumentando la superficie disponible a temperatura constante.

Puesto que las compresiones se realizan en condiciones isotérmicas,
s6lo cabe aquella ultima posibilidad y seran, portanto, necesa-



DISCURSO DE RECEPCION 65

rias mayores presiones, para alcanzar un valor determinado
del area molecular en las peliculas extendidas sobre Ila
solucion de electrélitos. Este efecto no es directamente observable en la
fase solida superficial, cuando se alcanza el empaquetamiento
maximo, que corresponde al area molecular media de su secciéon
transversal.

En la organizacion de los fosfolipidos en la membrana
hay que tener por consiguiente, en cuenta, no sélo las cadenas
hidrocarbonadas y los grupos polares, sino también Ila
carga neta que aquéllos pueden presentar: por ejemplo, en las bicapa, de
fosfolipidos de cerebro de buey, que tienen valor negativo,
los cationes existentes en el medio que les rodea, originan una
ordenacién inducida por el efecto salino, que depende de la carga y
concentracion del mismo, formandose una estructura, que puede ser
muy significativa en las funciones de este sistema biolégico. El poder
condensante de los cationes, sigue la relacion siguiente: Na* = K* =L + <
Mg2+* = = Ca?* < La3*< Th*, sin que en ello influya en grado notable su
accion osmoética, puesto que, soluciones isoténicas de distintos
compuestos, producen efectos muy diferentes. Habria que pensar
siempre en la unién de estos cationes con el agua y con las moléculas que
forman el grupo polar, en un conjunto coordinado. En general los
aniones no tienen accidn efectiva.

La composicion lipidica de la membrana puede variar segun los
componentes del medio en que se desarrolle la célula. Experiencias de
este tipo han sido muy utilizadas, operando con una colonia de
Mycoplasma laidlawii. Los estudios realizados por Engelman (100),
sobre membranas de este microorganismo, por difracciéon de rayos X,
indican que, a baja temperatura, los fosfolipidos estidn empaquetados en
una fase hexagonal (a gel) y al elevarse la temperatura, se funden las
cadenas, aumentando el area por molécula desde 40-45 a 60-70 A, es
decir, se produce una transicion tipica de fase hexagonal a liquido
cristalino, con gran cantidad de agua. Melchior y col. (101), han
demostrado que la temperatura a la cual se desarrollan las células del M.
Laidlawii, influye sobre el valor del punto de transicién o de fusion de las
cadenas carbonadas y Phillips y col. (102) consideran que
entre las bicapas de los lipidos pueden estar secuestradas,
incluso moléculas de otro tipo. Asimismo por incorporaciéon de acidos
grasos con spin marcado en la dieta de este microorganismo, se han



ENRIQUE OTERO ALLENDE 66

podido establecer algunas de las caracteristicas de este sistema biolégico,
expuestas anteriormente (103).

Todas las investigaciones a las que nos hemos venido
refiriendo hasta ahora, corresponden a membranas que no
contienen colesterol. Si éste existe en la misma, se produce
una clara condensacién del sistema, originindose variaciones en los
cambios de fases, evitdndose- hasta las transiciones de gel a liquido
cristalino, con estructuras que, en general, son insensibles a la
temperatura.

Los estudios de Smith (101,), realizados por medio de
espectroscopia de resonancia de spin marcado, sobre la organizacién y
fluidez de multicapas de fosfolipidos hidratados, son muy
demostrativos a estos efectos. El citado autor utiliza el colestano (CSL),
con un nitréxido paramagnético unido al nudcleo del
esteroide, el cual, por su caracter hidrofilico, se localiza en los grupos
polares, pudiendo, en estas condiciones, explorar la
organizacion de la cadena lipidica hasta 15 A de profundidad. Del
estudio de los espectros correspondientes, se infiere que
el colesterol tiene un gran efecto sobre la viscosidad macroscdpica de los
films de lecitina de huevo, produciendo un empaquetamiento casi rigido
de las cadenas hidrocarbonadas, con un elevado grado de
ordenacién, impidiendo que puedan llegar a rotar a lo largo de su eje
vertical. Cuando la lecitina estd hidratada pero sin colesterol,
se produce también una ordenaciéon apreciable, pero con un
espaciado suficiente entre las cadenas carbonadas, como para
que éstas puedan girar. Estos resultados son concordantes
con los obtenidos en las medidas de presiones superficiales (105), y
espectros de RNA (106). El aumento del grado de
orientacion de las cadenas carbonadas y el descenso de
la velocidad de rotacién, va creciendo a medida que es
mayor la cantidad de colesterol afladida, siendo maxima
cuando éste se encuentra en una proporciéon de alrededor
del 50 por 100.

De todos los resultados obtenidos, se deduce que, a una
determinada temperatura. la presencia de colesterol produce en las
cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de diferentes fosfolipidos, un
estado de «fluido intermedio». En aquellos lipidos que se encuentran,
normalmente, por encima de su temperatura limite de transiciéon
se reduce el movimiento de sus cadenas al afiadirles colesterol, mientras
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que los lipidos que, en condiciones biolégicas, se encuentran al estado de
gel, adquieren una mayor fluidez (107).

Utilizando derivados del colesterol con una cadena lipidica
lateral, dotada de un nitréxido localizado en distintas posiciones
de la misma, se puede estudiar el efecto condensante de aquél a diversas
profundidades (104). El analisis de los espectros
correspondientes indica que el efecto de ordenacion del
mismo, llega hasta el carbono-12, mientras que en su ausencia,
el grado de movilidad de los grupos metileno va aumentando,
gradualmente, desde el grupo polar de cabeza basta el situado en la
parte terminal.

Veamos ahora la influencia de la  estructura del
esteroide en los efectos que comentamos. El colestano da lugar a un
orden comparable al del colesterol, lo cual indica que el doble enlace 5-6
no es esencial para producir un sistema ordenado. Por el
contrario, el coprostanol que tiene una  configuracion
opuesta en la posiciéon 5 (cis), es incapaz de actuar como elemento
ordenador. Ello nos indica que un nudcleo esteroide
transplanar es indispensable para wuna ordenacién correcta.
Variando los grupos metileno, o los dobles enlaces del
nucleo del esteroide, se produce muy poca variaciéon en su capacidad
para estructurar ordenadamente la capa lipidica.
En cambio, al suprimir la cadena hidrocarbonada en la posicién 17, se
reduce en forma muy apreciable dicha propiedad. Si se invierte
el grupo 3 OH de la forma P a la o, se pierde su poder activo.
O sea, que el grupo hidroxilo en posicién 3 f§ es absolutamente necesario
para la capacidad de ordenacion de estos compuestos.
El B-sitosterol, que es el 24-etil derivado del colesterol y que se
encuentra, por lo general, en las plantas, tiene tanta efectividad para
imponer un cierto orden en las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos, como el colesterol. Esto hace suponer, que, dicho
compuesto, es el principal responsable de la disposicion
ordenada de los lipidos en las membranas vegetales.

Todo parece indicar que, por lo menos uno de Ilos
papeles mas importantes y generales de los esteroides,
en la membrana, sea regular la ordenacién de los componentes
lipidicos y su fluidez. El efecto condensante tiende a
aumentar la rigidez de la bicapa, regulando. por ello, las interacciones
lipido-proteina. El aumento de las dimensiones de la bicapa y la
disminucion de su fluidez, suponen un descenso de la
permeabilidad dela misma. Asi las propiedades permeables pasivas
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de una membrana particular, pueden estar determinadas
por su contenido en lipidos y esteroides, mientras que algunas de las
permeabilidades selectivas mas delicadas, son, sin ninguna duda,
originadas por proteinas especificas o enzimas. No obstante, estos
sistemas especificos pueden ser controlados, a su vez, secundariamente,
por el efecto de condensacion del esteroide, a través de las interacciones
lipido-proteina.

Seguin Caspar y Kirschner (108), la distribucion del
colesterol en la membrana no es simétrica. En consecuencia, es posible
que, dado que este compuesto no se encuentra en
cantidades equimoleculares en relacion con los lipidos
totales de la misma, la asociacion que entre ellos se pueda
formar esté distribuida s6lo en determinadas areas, como
ha sido observado en los eritrocitos humanos. Esto
daria lugar él una permeabilidad diferente en determinadas partes de
aquélla.

Puesto que todo el colesterol puede ser eliminado de la membrana, es
posible que los eritrocitos actien como un reservorio del mismo en su
intercambio con el plasma. Con ello se modificaria la permeabilidad y la
fragilidad osmotica de los globulos rojos. Por lo tanto, parece importante
conocer qué sustancias pueden interaccionar con el colesterol,
modificando su contenido plasmatico y desequilibrando las
proporciones fisiolgicas 6ptimas. Por esto, y dada la circunstancia de la
utilizacién cada vez mas generalizada de ciertos tensioactivos en la dieta
alimenticia y en diversos productos farmacéuticos, nosotros hemos
estudiado la interaccion del mismo en capas monomoleculares con
detergentes no iénicos (109), llegando a la conclusion de que se
producen asociaciones mixtas, con miscibilidad completa de ambos
componentes, a bajas presiones, y con la aparicion de una fase
independiente de colesterol a presiones elevadas. Por otra parte, hemos
observado que los ésteres de sorbitano solubles -tween 60 y 80- también
presentan fenémenos interactivos con este compuesto, operando en
monocapas (110).

En diversos trabajos se pone de manifiesto la solubilidad del
colesterol en ciertos tensioactivos, hasta un limite maximo del 5-6 por
100, asi como al efecto que los mismos producen en la absorciéon y
movilizacion de aquél en su metabolismo general. En algunos
casos, se indica por el contrario, un fenémeno de inmovilizacién. Por ello,
nos ha parecido importante abordar el estudio de la estructura confor-
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macional del complejo de asociacion tween 60-colesterol,
obtenida en proporciones diferentes y en presencia de agua
(111), para intentar explicar con ello los fenémenos
contradictorios anteriormente apuntados .A distintas proporciones de
tween, colesterol y agua, se presentan  estructuras que corresponden a
fases laminares, hexagonales o isétropas, con propiedades fisico-
quimicas tan diferentes como para poder suponer comportamientos
biolégicos totalmente distintos.

La ordenaciéon de las proteinas en la membrana esta ligada
asimismo, en determinadas condiciones, a la conformacion de los
fosfolipidos que forman la bicapa de la misma, aunque este hecho no sea
general (104). De los estudios realizados con diversas proteinas, se
puede concluir que, el efecto ordenador depende del nimero absoluto y
relativo de cargas positivas y negativas de la misma, asi como del
numero de aminoacidos hidrofébicos, de su movilidad y de la verdadera
forma y tamafio de la proteina.

Diversos autores han sugerido que la organizacion estructural de los
fosfolipidos en la membrana, puede ser alterada en grado muy
apreciable por la acciéon de algunos agentes exégenos. Bangham y
colaboradores (112), de acuerdo con la hipdtesis establecida por
Willmer (113), consideran que los esteroides pueden ejercer su accion
farmacologica, regulando la permeabilidad de las membranas celulares,
ya que se ha demostrado directamente, su interacciéon con algunos
compuestos lipidicos. Por nuestra parte (114), hemos estudiado las
propiedades de las capas monomoleculares de los esteroisémeros del
pregnanodiol, para conocer sus caracteristicas en las interacciones con
los lipidos. La serie 5 f, correspondiente a una forma cis, origina las
monocapas mas extendidas, lo que se explica por su estructura mas
flexible. La posicion o o 3 de los sustituyentes en 3 y 20, da lugar a
monocapas con una cierta expansion, cuando éstas se encuentran en el
mismo lado del plano formado por los anillos del esteroide y monocapas
mas condensadas si los dos son o o B. En el caso del 5 a - pregnano : 3f -
20 B 20 diol, la isoterma de compresion es tipicamente
condensada, con areas moleculares minimas de alrededor de 20 A2 mo],
lo que nos hace pensar que el grupo OH situado en la posicién 20,
es el responsable de esta disposicion estructural. Las monocapas
mixtas obtenidas con estos compuestosy trioleinay triestearina, po-
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nen de manifiesto interacciones importantes en relacion con la
estructura conformacional adoptada, respecto a su configuracion
esteroisomera.

Consideremos ahora la accion de los antibidticos poliénicos
sobre la membrana. La filipina y la etruscomicina facilitan la liberacion
de la glucosa de las particulas lipidicas, contengan éstas coloesterol o no,
aparentemente, soélo cuando el colesterol existe en la estrucutra de los
lipidos (115). Por su parte, Smith y col (116), demuestran que estos
antibiodticos, asi como la anfotericina B y la miprocina, en cantidades
similares a las que se usan en la practica farmacoldgica, producen un
efecto destructivo importante en la organizacion de multicapas de
fosfolipidos perfectamente ordenadas con colesterol. El efecto producido,
depende de la naturaleza de los lipidos y de la cantidad de colesterol
presente.

Los fendmenos de anestesia han sido relacionados, desde hace
tiempo, con las condiciones que se refieren al orden en la membrana.
Actualmente, es bien conocido que los anestésicos disminuyen la
organizacion de la lecitina o de capas lipidicas de cerebro a muy baja
concentracion (117) Bamghman y col (118), que han estudiado la
permeabilidad catiénica de las particulas de lecitina-acido-
diacetilfosforico frente a la accion de determinados alcoholes,
cloroformo, éter, etcétera, consideran que la accion narcética, originada
por estos compuestos, se produce por un aumento de permeabilidad
catiénica de los lipidos, dicha variacién es en direccién opuesta y,
aparentemente, parece debian producir un efecto fisico-quimico distinto.
Sin embargo, su efecto es paralelo al que producen la tetrodotoxina, la
xilocaina y el disulfonato-etano-proclorperacina sobre el nervio ciatico
de la Rana pipiens sobre el cual ejercen una accidon a anestésica local.
Hille (119), ha observado, al estudiar el potencial de membrana, que
estos agentes actuan primero reduciendo al maximo la conduccién
del sodio a su través, sugiriendo que los canales o por los que éste atra-
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viesa el nervio, se cierran y obstruyen individualmente, por la unién de
la molécula del anestésico en forma catiénica, formando en su interior
estructuras complementarias.

Las investigaciones realizadas por Smith (120), en multibicapas de
fosfolipidos organizados estructuralmente, indican que los anestésicos
locales, tales como la procaina y la tetracina, aumentan la ordenacion de
los lipidos a bajas concentraciones, pero destruyen dicho orden a partir
de cierto valor. El mismo autor, ha estudiado la accién de los alcoholes
como anestésicos, en diversos modelos de membrana, poniendo en
evidencia que le receptor de los mismos es la bicapa lipidica de la misma,
apuntando que la anestesia puede ser el resultado de pequefios cambios
en su organizacion. Cuando se alcanza una concentracién bastan elevada,
se produce un cambio de fase o la formacion de liposomas. Sin embargo,
con el complejo lecitina-colesterol, aunque los films aparece que se
erosionan con mas facilidad, el cambio estructural no se produce hasta
llegar a las mismas concentraciones que en los otros sistemas estudiados.
Esto parece indicar que los residuos hidrocarbonados de los lipidos, son
los responsables de los cambios de orientacién en la bicapa, en mucha
mayor proporcion que los residuos polares. Este desorden produce una
inhibicion de la hemolisis de los eritrocitos, y un descenso de la
resistencia de las membranas lipidicas utilizadas como modelos de
estudio.

En un trabajo recientemente publicado (121), al estudiar los
espectros del RMN en diferentes anestésicos locales, se pone de
manifiesto la interaccion hidrofébica de estos compuestos con la lecitina
y diversas mezclas de fosfolipidos. De los resultados obtenidos, se
pueden deducir las siguientes observaciones: a) la zona correspondiente
a la estructuraciéon de los grupos glicerol, asi como, los 3-4 primeros
atomos de carbono de las cadenas de los acidos grasos de la bicapa
fosfolipidica, presentan un fuerte empaquetamiento molecular; b) la
existencia de una cadena hidrofébica de 4 atomos de carbono, en el
extremo no polar, permite a la tetracaina interaccionar con el film
lipidico ain en ausencia de una carga neta negativa; c) las
moléculas de anestésicos locales que no poseen una cadena de elevado
caracter hidrofébico, interaccionan primero electrostaticamente con las
bicapas cargadas, y posteriormente penetran en su interior;
no existe interaccion cuando aquéllas no presentan alguna carga; 4)
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el ensanchamiento diferencial de las cadenas hidrofébicas del anestésico
en la parte polar de las moléculas, indica la existencia de agua
estructurada en la superficie de la bicapa y permite estimar su magnitud
y c) el orden relativo de la energia de las interacciones hidrofébicas de
las sustancias estudiadas, esta en relaciéon aparente con la potencia y
duracién del efecto anestésico y su capacidad para desplazar los iones
Ca2+de la superficie de la membrana. Estos resultados concuerdan con
las investigaciones de Hardy y col. (122), que se refieren a la acciéon de
ciertos anestésicos locales sobre microemulsiones, liquidos cristalinos y
membranas de eritrocitos, alterando las fuerzas interfaciales y el estado
orientado de los lipidos, hasta llegar a producir la destruccién de la
estructura de liquido cristalino.

Teniendo en cuenta que los anestésicos locales no siguen la regla. de
Meyer Overton, y que, en todo caso, el coeficiente de reparto sélo ejerce
una parcial influencia en su accién de bloqueo, Skou y colaboradores
(123), han estudiado la relacién que existe entre la potencialidad de la
droga y su capacidad de penetraciéon en capas monomoleculares de
acido estearico y lipidos de membrana de fibra nerviosa; aumentando la
presion superficial. Segin el propio Skou, la penetracién del anestésico
en la membrana, puede originar probablemente; un cambio en la
permeabilidad de la misma, al ion sodio, por variacion del tamafio
efectivo de su porosidad.

Nosotros hemos pensado que la accién anestésica local, pudiera: ser
debida a las variaciones que los compuestos con esta
accion farmacolodgica, originan en la conformacién estructural de las
lipoproteinas existentes en las membranas celulares de las
fibras nerviosas; debido al gran polimorfismo de los lipidos y a su
posible alteracion por el tratamiento con estas drogas.
Con objeto de llegar a establecer una teoria coherente con
suficiente base experimental, se ha establecido un diagrama
de fases, perfectamente delimitado, con un modelo lipidico simple,
clorhidrato de lidocaina y agua (124), observando un cambio
estructural notorio en la conformacion del sistema lipido-agua,
por la adicion del mencionado anestésico. Las cantidades
adecuadas para producir una estructura laminar en el sistema lipidico
estudiado, deben de estar relacionadas con su actividad farmacolégica
mas intensa. En apoyo de estas consideraciones, podemos mencionar
los siguientes resultados: a) enla proporciéon del 50 por 100 del sis-
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tema lipido-agua, el paso de la fase hexagonal a la laminar no se produce
hasta que se afiade un 10 por 100 de anestésico. Si el lipido sé encuentra
en mayor cantidad -60 por 100-, el cambio a la estructura laminar sélo
ocurre con el 20 por 100; b) para proporciones de lipido mas elevadas,
es dificil que aparezca dicha estructura, y cuando son inferiores al 50 por
100, pueden coexistir las dos fases y c) por encima y por debajo de los
valores en que se presentan mezclas: con fase hexagonal y laminar, y
cuando se esta ya a una cierta distancia de la linea de separacién, que en
el diagrama delimita estas regiones, s6lo se encuentra una fase
hexagonal e incluso, la formacion de un liquido is6tropo en el que esta
embebida esta ultima estructura, origindndose finalmente la separacion
de dos fases liquidas. Esto hace pensar en la posible accidon perjudicial
que pueden presentar cantidades excesivas de anestésico, al producirse
una alteracién irreversible en la estructura conformacional de la
membrana.

Continuando con estos estudios, Otero Pastor ha presentado en el
ultimo Congreso de Biofisica de Moscu (125), un trabajo que se refiere al
sistema lidocaina-lecitina-colesterol-agua, estableciendo los diagramas
ternarios y cuaternarios correspondientes, para definir las diferentes
fases que en este caso se pueden presentar.

La adicion del anestésico a la lecitina, en presencia de agua, origina
un acusado polimorfismo, aunque esté atenuado por existir colesterol, lo
cual indica una vez mas, que este lipido neutro ejerce una accion
ordenadora y protege, en cierta medida, de los cambios estructurales
que pueden producirse, en un sistema lipidico, por la accién de cualquier
agente externo.

Los estudios que se estan realizando en la actualidad por Otero Pastor,
operando con difraccién de rayos X a bajo angulo de incidencia, han
puesto de manifiesto que la adicion de clorhidrato de lidocaina, a
diferentes mezclas del sistema agua-lecitina, no s6lo no produce un
aumento de los espaciados interlaminares, como parece que
debia ocurrir, segiin los trabajos de Skou ya citados, sino todo lo
contrario. Se trata entonces de conciliar estos datos con los resultados
de otras investigaciones, sustituyendo el citado anestésico,
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para llegar a fijar el «sitio» y la accion primaria que pueda condicionar la
subsiguiente actuacion de aquél.

Citemos, por ultimo, como desde hace mucho tiempo, se ha sugerido
que la accidn bactericida de ciertos fenoles, se debe a la destruccion de la
membrana citoplasmatica. Este fenémeno ha sido revisado
recientemente por Proudfoot (126), quien plantea la cuestion de si dicha
membrana, es afectada directa o indirectamente por los compuestos
fendlicos, observando una notable reduccion en la cohesion lateral total
de las moléculas de monocapas de trietanolamina, situadas en forma
empaquetada.

Los experimentos realizados por Kaye y Proudfoot (127), sobre la
capacidad relativa de varios fenoles para colapsar estas monocapas,
tienen el mismo orden y magnitud relativa de sus coeficientes
bactericidas.

EL ORDEN EN LOS PROCESOS DE DIGESTION DE LAS GRASAS

Estudiemos ahora finalmente, un proceso bioldgico, como el de la
absorcion y digestion de las grasas, en el que, las asociaciones
moleculares orientadas en una adecuada ordenacién, juegan un papel
primordial para el desarrollo del mismo.

Las grasas ingeridas en la alimentaciéon y que estdn formadas en su
mayor parte por triglicéridos, son emulsificadas por la bilis y
posteriormente escindidas por la lipasa pancreatica para dar acidos
grasos y 2-monoglicéridos como productos finales (128). Aunque los
mismos son insolubles, en medio acuoso, se dispersan facilmente en
soluciones de sales biliares, formando asociaciones de tipo mi celar,
como se demuestra por la composiciéon de la fase que se aisla al
centrifugar el contenido intestinal, extraido durante el citado proceso.
Esta dispersion mi celar atraviesa las paredes del intestino delgado, o
sea, que las sales biliares transportan los lipidos insolubles hacia el
torrente circulatorio y los disponen en condiciones adecuadas para su
ulterior metabolismo.

Los experimentos realizados por Hofman (129), indican, con
claridad, el poder de las sales biliares para dispersar los lipidos
polares, en una forma diferente de interacciéon que la que correspon-
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de a los compuestos con cadenas parafinicas, debido a la presencia del
nucleo hidroxilado del ciclopentanofenantreno. En general, se puede
decir que, para que un lipido con una cadena hidrocarbonada, se
disperse por las sales biliares, es esencial la formacién de un agregado
de tipo liquido cristalino, sea éste laminar, cilindrico o is6tropo. La fase
mesomorfica se forma con monoglicéridos no saturados o con
compuestos saturados de larga cadena, como la monomiristina o la
monopalmitina.

La temperatura de transicion para los 1-monoglicéridos, es de 15 a
300 inferior al punto de fusién de la forma cristalina en estado anhidro.
Si los cristales se dispersan en una solucién de sales biliares mejor que
en el agua, la temperatura de transicién es aiin unos grados mas baja. A
370 la monolaurina forma una fase liquido cristalina en soluciones de
sales biliares, lo que no ocurre con la monomiristina y la monopalmitina.
Segun esto, a la temperatura del cuerpo humano, solamente los lipidos
no saturados o la mezcla de lipidos saturados, que tienen una
temperatura de transiciéon muy préxima a la del cuerpo humano, pueden
ser dispersadas por las sales biliares.

No habiendo encontrado en la bibliografia consultada por nosotros
en 1953, ningln trabajo acerca de las propiedades de las monocapas de
acidos biliares, excepto los estudios que Adam y col. (130) habian
realizado sobre las de los acidos apocélico y B-apocélico, obtuvimos en
nuestros laboratorios, por vez primera, las isotermas de compresién de
monocapas de los acidos célico, glicocdlico, taurocdlico y desoxicélico
(131). Posteriormente, y en colaboracién con el profesor Cadérniga se
han revisado estos trabajos empleando sustancias mas puras y métodos
mas precisos (132). En todos los casos, se advierte que al comprimir la
monocapa, se presenta el paso de una fase de liquido expandido a un
estado de liquido condensado, observandose también, en algunas
circunstancias, un estado mesomorfo intermedio. Las magnitudes
moleculares que definen cada uno de los puntos de transicién varian
para cada acido biliar, pero siempre entre unos limites determinados.

Suponemos que la uniéon de la molécula del acido biliar al
enderezarse por compresion sobre el soporte, se realiza por el hidrdxilo
situado en posicién 3, debilitindose o rompiéndose la unién del agua
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con el carboxilo de la cadena lateral. Intentamos asi explicar las distintas
magnitudes moleculares halladas para los cambios superficiales de
estado o de fase de los acidos biliares, por el nimero y disposicion de los
OH que cada compuesto posee en su estructura, de acuerdo también con
los valores ya conocidos de los esteroles y otras sustancias de analoga
constitucion.

El estudio de las isotermas de compresiéon en la zona de elevadas
concentraciones, nos ha permitido determinar las areas moleculares
que corresponden al estado sélido y al estado sdlido empaquetado. El
area de base molecular, que oscila entre 50A2 mol para el acido
desoxicélico y 60 A2 mol para el acido célico, se ]ustlflca suponiendo una
rotacion de la molécula alrededor de la linea eje que pasa por el OH
situado en p051c1on 3.El area de colapso 40,45 A2 mol, es siempre mayor
que la seccion horizontal maxima de la molécula del ciclo,
pentanofenantreno, lo cual parece indicar la inclinacion del acido biliar,
aun en estado sdlido empaquetado, como consecuencia légica de la
atraccion polar de los grupos que pueden quedar situados fuera del
agua. Asimismo, las investigaciones realizadas sobre las monocapas de
los acidos biliares a distintas temperaturas, demuestran la flexibilidad de
su estructura molecular, y la poca influencia que en las magnitudes que
caracterizan un cambio de estado o de fase superficial, produce la
modificacién de la cadena lateral de estos dcidos; tan s6lo un pequefio
aumento del area de colapso -48 A2 mol- parece indicar una mayor
inclinacion de la molécula, por atracciéon hacia el agua de los grupos
polares que en dicha cadena se pueden presentar.

Los primeros trabajos sobre las monocapas de acido colanico, se
deben a Ekwall (133), quien estudia la influencia que sobre la isoterma
de compresiéon de este compuesto ejercen la temperatura y la
concentracién de cloruro sédico en la subfase. Mas tarde, confirma los
resultados obtenidos en el primer trabajo y extiende sus investigaciones
alos acidos desoxicolico, cheno-desoxicélico, célico y litocolico (134).

Por nuestra parte, hemos estudiado mas recientemente las isotermas
de compresion de los acidos colanico, coélico y desoxicélico, sobre
soluciones 3M de cloruro sdédico a pH 1-3 (135). Los resultados
correspondientes al acido célico, estan mas de acuerdo con los sefialados
anteriormente, que con losde Ekwall. Ennuestras isotermas de
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compresion no aparece fase sdlida monodimensional, ni el estado
tridimensional de la pellcula colapsada. La presencia de una fase so6lida
monomolecular, con un area de base de 60 A2 mol, obtenida sobre agua,
coincide con la encontrada por nosotros en el limite de la «fase liquido
condensado» cuando el sustrato contiene CINa3M. En el acido
desoxicolico, el drea correspondiente a la fase liquida condensada -148
A2 mol-, es muy parecida a la que se determina para la fase liquida
expandida, en la isoterma obtenida por Cadormga y Otero trabajando
sobre agua, y que es de 110 A2 mol, muy préxima a la obtenida por
Ekwall. Al alcanzar una presion de 16 dinas/cm. la comprensibilidad de
la monocapa aumenta hasta un area molecular de 65 A2 y 2,5 dina por
cm., punto que consideramos como el comienzo del estado de equilibrio
con la fase tridimensional.

Los resultados obtenidos para las isotermas de compresion del acido
colanico sobre soporte salino y sobre agua y en las mismas condiciones
de pH 3, demuestran que las conclusiones a las que hemos llegado, al
estudiar la influencia de la elevada concentracién salina del soporte, en
las propiedades de las peliculas superficiales de los acidos grasos (99),
pueden ser generalizadas a moléculas de diferente estructura. Analoga
influencia del soporte salino, se deduce del examen de la isoterma del
colesterol, obtenida por Ekwall.

Ello explica que en nuestras curvas presion-area sobre CINa3M,
aparezcan para las mismas fases, areas moleculares mayores que las
determinadas sobre solucién clorhidrica 10-3.

Las discrepancias con algunos de los valores dados por Ekwall sobre
soportes de la misma naturaleza, son debidas, a nuestro juicio, al hecho
de que la compresién automatica, a velocidad uniforme, realizada por
este autor, no permite a la monocapa, integrada por moléculas
voluminosas y por tanto, de difusion lenta, alcanzar el estado de
equilibrio.

En la isoterma del acido desoxicélico, aparece una fase
tridimensional, que se produce como consecuencia del colapso de la
pelicula en estado liquido condensado. La del acido célico, no presenta
fase sdlida de ningun tipo, propiedad que ya hemos sefialado para las
peliculas de este compuesto extendidas sobre agua.

Las consideraciones anteriores, nos permiten interpretar estos
resultados relacionandolos con las ideas de Ekwall, considerando que,
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cuando se trata de moléculas polifuncionales se forman multicapas con
gran facilidad. Asi observamos directamente, la tendencia ala formacion
de agregados, que sera mayor en el acido célico, que en el desoxicdlico,
como consecuencia de incluir en su molécula un grupo polar mas. Por
este motivo, las capas multimoleculares, aparecen en aquél a presion
mas baja y a un area molecular mayor que en el desoxicdlico,
conservando no obstante, la libertad caracteristica del estado liquido.

De todo lo anteriormente expuesto se deduce, que las sales biliares
pueden formar agregados unidos a través de sus regiones hidrofdbicas, a
baja concentracién y que, a concentraciones mas elevadas, estos
agregados Se unen, a su vez, por sus zonas hidrofilicas por medio de
enlaces de hidrégeno. Es decir, que primero se forman unos dimeros y al
aumentar la concentracién se producen micelas mayores, las cuales son
muy diferentes segin existan dos o tres hidroxilos en el anillo del
ciclopentanofenantreno (136). Si se trata de compuestos con tres
hidroxilos, se originan en soluciones de CINa 1N, agregados que
contienen de siete a llueve mondémeros; en cambio, los compuestos con
dos hidroxilos, como el glicodesoxicolato o el chenodesoxicolato, llegan a
agrupar 63 moléculas en soluciones 0,5 N de Cl Na. Esto indica que la
formacién de grandes micelas no es especifica del grupo OH, situado en
posicion 7 6 12, sino del nimero de O H de la molécula. Los compuestos
dihidroxilados, precipitan a muy baja concentracién salina -0,08 N-,
mientras que los trihidroxilados no se separan de la solucién hasta que
ésta tiene un contenido, en sales 3N. Como el aumento del nimero de
agregacion en detergentes no idnicos, se sabe que depende de la
capacidad de deshidrataciéon de sus grupos polares, hay que suponer que
en las sales biliares con dos hidroxilos, esto se realiza con mas facilidad.

La elevacion de temperatura favorece la uniéon por enlaces
hidrofébicos, lo que origina una mayor estabilidad. En cambio, este
factor aumenta la repulsiéon entre los grupos polares, lo que hace
descender la estabilidad del complejo formado. En los compuestos
trihidroxi, la temperatura ejerce muy poca influencia en su estabilidad,
lo cual parece indicar que existe un equilibrio, contrabalanceado, entre
las fuerzas de los enlaces hidrofdbicos y la que corresponde a la
de los grupos polares. Por el contrario, en los agregados que se forman a
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partir de los compuestos dihidroxi, al aumentar la temperatura
disminuyen en su tamafio, lo que indica que en los mismos predomina la.
interaccion i6nica. En todos los casos, si se produce una fuerte
deshidratacién de los OH, como por ejemplo por la accién de la urea, el
numero de moléculas asociadas decrece.

Teniendo en cuenta que las moléculas de los lipidos, el colesterol y
sus derivados, extendidos sobre la superficie del agua, adoptan una
disposiciéon similar a la que presentan en las micelas y dada la
posibilidad de obtener capas monomoleculares de acidos biliares, tal
como indicamos anteriormente, hemos realizado una serie de trabajos
en. colaboracion con el profesor Garcia Fernandez, encaminados a
estudiar las asociaciones de acidos biliares y acidos grasos en capas
monomoleculares mixtas, teniendo en cuenta que como observaron
Desnuelle, Molines y Dervichian (137), estudiando las mezclas de
fosfatidos y triglicéridos naturales, las peliculas mas estables eran
obtenidas con las mismas proporciones moleculares, que, analiticamente,
se determinaban en las fases acuosas mas hidratadas. Los primeros
resultados de nuestras investigaciones, fueron expuestos en el III
Congreso Internacional de la Detergencia (138), celebrado en Colonia, y
posteriormente, en el 1 Congreso Internacional de Biofisica de
Estocolmo (139).

En un trabajo publicado en 1964 (140), dimos cuenta detallada de las
isotermas de compresién de las monocapas mixtas del acido cdlico, con
los acidos estedrico y oleico. Considerando una pelicula mixta como la
proyecciéon en dos dimensiones de una solucién tridimensional, el
estudiar la variacion del area molecular media en relacidn con la fraccion
molar, es equivalente a estudiar el cambio del volumen molecular en
funcién ele la concentraciéon. Con este objeto se han trazado algunos
diagramas, en los que se representan las areas moleculares deducidas de
las redes de isotermas correspondientes, en las mismas condiciones de
presion superficial y en funciéon de la fracciéon molar de los compuestos.

Del estudio de los diagramas de las mezclas de acido estearico y
cblico, se deduce la formacién de dos estructuras superficiales diferentes,
con unas asociaciones moleculares bien definidas. Una impuesta
por elacido estearicoy que parece estar constituida por una mo-
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lécula de acido cdlico y tres de estearico. Cuando en una monocapa de
este acido se reemplazan cierto nimero de sus moléculas por otras de
acido cdlico, se produce una variaciéon en la estructura del conjunto,
origindndose una condensacién progresiva de las moléculas de acido
estedrico, hasta que éstas adoptan una posicion de sélido empaquetado.
El drea de las moléculas de acido cdlico dispuestas en esta estructura,
también se reduce en una proporcién importante.

Cuando en la monocapa, las moléculas Se disponen en una relaciéon
que contiene menos de una molécula de acido estearico por cuatro de
cblico, se produce un fendmeno analogo al anterior, pero es entonces el
acido coblico el que impone su estructura, de tipo liquido, con una fuerte
condensacién, a su vez, del acido estearico. Para las composiciones
intermedias, el conjunto se comporta como una yuxtaposicién, en
distintas proporciones, de los dos tipos de estructuras: 3-1y 1-4.

Siendo las monocapas de estas mezclas de tipo condensado, se puede
pensar que las condiciones de simetria, agrupamiento y forma,
intervienen en la disposicion de las moléculas de una especie con
respecto a la del otro, originandose verdaderas redes superficiales,
cuadradas, triangulares, hexagonales, etc., en las que se pueden realizar
sustituciones, que mantienen la estructura hasta un cierto limite, que
corresponde a lo que pudiéramos llamar concentracién de saturacién de
dicha red, indice de coordinacién o proporcién estequiométrica de la
asociaciéon molecular formada. En cada caso, se impone la estructura
correspondiente, que es base de la reticula molecular, variando las areas
parciales de cada componente, debido a las interacciones y efectos
condensantes o de expansién que pueden presentarse.

Una situaciéon anadloga a la descrita, se deduce de las isotermas
obtenidas de las mezclas de acido oleico y cdlico; en este caso, las dos
estructuras aparecen en las proporciones 4-1 y 1-4. La primera esta
impuesta por el acido oleico, y la segunda corresponde a la red
molecular del acido célico, siendo el estado fisico de las dos, de tipo
liquido condensado.

Si se atribuyen las diferentes estructuras a un ensamblaje directo de
las moléculas en la monocapa, como una consecuencia, tan sélo, de
factores de simetria molecular, nos encontrariamos con el hecho
paraddjico de que, parabloquear unamolécula de acido cdlico, se
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necesitaria un niumero de moléculas de acido oleico mayor que de acido
estearico, cuando el area molecular base del primero, con un doble
enlace en posicion cis, es mayor que la del segundo. Por eso, es preciso
considerar cierto tipo especial de unién entre las moléculas del acido
colico y el doble enlace del acido oleico, con la creacién de algin puente
de hidrégeno. Las estructuras en que cuatro moléculas -de acido célico
rodean a una de acido graso, se pueden suponer formadas gracias a la
capacidad que presentan las moléculas del primero, como
polifuncionales que son, de asociarse -entre si, de tal forma, que el
agregado final estaria constituido por una molécula de acido graso y otra
de colico y uniéndose a este conjunto, otras tres moléculas de acido
colico, resultando asi la proporcion 4-1.

En un trabajo posterior (141), hemos realizado un estudio de las
asociaciones moleculares en monocapas superficiales de los acidos,
cblico, desoxicdlico y colanico, con los acidos oleico y estedrico sobre
soluciones 3M de cloruro sdédico a pH 3-1. En estas condiciones, las
moléculas que constituyen la monocapa estan todas en forma no
ionizada. Asimismo, se puede observar claramente, como la presencia de
una sal en el soporte, produce una expansion de la monocapa, que
nosotros atribuimos a la disminucién que se produce en la presion
interna, como consecuencia del aumento de la constante dieléctrica del
agua, debido a la presencia de la sal. La accidn de los electrolitos y el p H,
en estos casos, son analogas a las ya indicadas para las monocapas
simples de acidos grasos (99).

Del conjunto de resultados obtenidos, se puede afirmar,
de manera general, que existe una disolucion mutua de los componentes
en las monocapas mixtas, y que a determinadas
proporciones, se producen cierto tipo de interacciones especificas.
Cuando se representan los valores de la superficie molecular media, en
funcion de la fraccion molar, se observan cambios acusados en la
superficie molecular parcial de cada uno de los componentes, para
determinadas proporciones, que se atribuyen a variaciones que se
producen como consecuencia de factores de simetria, en el sentido
cristalografico del término. Como hemos podido observar, las
proporciones en las cuales se originan estos cambios, dependen en su
mayoria de la presion superficial, y en consecuencia, de la orientacién de
las moléculas respecto al soporte. Asimismo, para una explicacion mas
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racional de todos los resultados, es preciso considerar .que la transicion
de un estado superficial a otro, se origina, sobre todo, como
consecuencia de una modificacién de las distancias intermoleculares, en
cuyo caso, las fuerzas .de van der Waals-London, sufren variaciones muy
intensas dada su gran sensibilidad a estas pequefias diferencias en el
rango de cortas distancias (142).

De acuerdo con los resultados de las interacciones entre acidos
grasos y acidos biliares, se han propuesto los modelos de asociacion para
explicar los agregados de sales biliares y lipidos polares, teniendo en
cuenta que dichas sales pueden formar con ellos fases dispersas
esméticas. El primer modelo, es el indicado por Small (143), para las
asociaciones de lecitina y sales biliares. Aunque las sales biliares han
sido consideradas en cierto modo, como detergentes anidnicos, existen
sin embargo, como ya hemos visto, marcadas diferencias con los mismos,
tanto en su estructura como en la formaciéon de agregados micelares, ya
que, a pesar de su polaridad, dichos componentes poseen una estructura
ciclica, con grupos hidroxilos, unida a una cadena hidrocarbonada, que
termina en un grupo carboxilo, conjugado normalmente con la glicina o
la taurina. Tendremos asi una conformacién en anillo rigido, con caras
hidrofébicas e hidrofilicas, la cual esta unida a una cadena, también
hidrofilica, que presenta una gran movilidad.

En el modelo de Small, que coincide con las consideraciones del
balance lipohidrofilico establecidas por Dervichian (144), para alcanzar
una energia libre minima, los agregados micelares estan constituidos por
una especie de discos o lamelas de lecitina estabilizadas por las sales
biliares adsorbidas, que son empaquetadas en dimeros a lo largo
del eje de los mismos. La parte no polar del nucleo del
ciclopentanofenantreno se sitla paralelamente a la cadena
hidrocarbonada del lipido. Los grupos hidroxilados de las sales biliares
se disponen hacia el agua, y a su vez, en las moléculas de estos
compuestos, los hidroxilos 3 a se situan lo mas préximos posibles,
mientras que los grupos sulfonados se colocan lo mas lejos unos de otros.
Este modelo, es compatible con los estudios de rayos X y RMN,
poniéndose de manifiesto, ademas, por esta ultima técnica, que los
grupos metileno angulares de las moléculas de las sales biliares, pueden
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estar presentes en el entorno hidrocarbonado liquido, que corresponde
a la micela formada.

El modelo de tipo esférico propuesto por Dreher y col. (145), para los
acidos grasos y la monoleina, en el cual las moléculas de sales: biliares
estan adsorbidas por sus grupos hidroxilos y los grupos sulfonados se
proyectan hacia el agua, no parece compatible con los datos de RMN y es
bastante improbable.

Como ya hemos indicado en los estudios realizados sobre agregados
de sales biliares, también en la formacién de complejos mixtos con
lipidos, se originan unas micelas primarias, que, por adicién de sales,
pueden dar lugar a formaciones complejas mas grandes (hasta 6-9
moléculas), porque decrece la repulsiéon entre los grupos polares, se
produce una deshidratacién de los grupos OH no idnicos y se presenta
un efecto salino acusado. El que se dispongan las moléculas
ordenadamente en un nimero que es siempre inferior a 9, se demuestra
con los modelos geométricos Stuart-Breigleb, ya que sélo 9 6 10
moléculas, del tipo considerado en las asociaciones estudiadas, se
pueden disponer espacialmente para que tengan todas sus partes
hidrofébicas en contacto. Si se agrupan mas de 10 moléculas, aparece un
espacio en el centro que expone una porciéon hidrofébica al medio
acuoso. Como puede comprenderse, dicha estructura es muy poco
probable. Estas micelas, son por lo general, asimétricas topolégicamente,
ya que la parte lipofilica de la sal biliar estd confinada en una parte
interna del espacio ocupado por las mismas, mientras que los grupos
hidrofilicos se encuentran hacia el exterior.

En los compuestos en los que existan 3 hidroxilos en el nicleo se
pueden formar micelas con un niimero mayor de moléculas que 10, ya
que en este caso, se producen uniones por puente de hidréogeno entre
los hidroxilos libres; entonces el aumento de sales produce una
deshidratacién de los grupos OH no iénicos, pudiendo formarse a su vez,
entre los mismos, enlaces de hidrégeno.

Los estudios cinéticos realizados por Hoffman, indican que la
variaciéon del equilibrio entre grandes y pequefios agregados, en el
sistema monooleina-acidos grasos, es muy lenta, debido al cambio que
tiene que producirse en la propia estructura micelar.

Las micelas de las sales biliares deben de tener una baja densidad
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de carga, y por consiguiente, una pequefla concentracion de protones en
su superficie. Por métodos de titulacion directa o indirecta, se observa
que las sales biliares rebajan el pH de los acidos grasos contenidos en el
complejo micelar, aumentando por tanto, su ionizacién. El pK de los
acidos grasos presentes en las micelas de las sales biliares, es similar al
que corresponde al pH del contenido del intestino delgado, en los
procesos de la digestion y absorcion de las grasas, que se debe de
producir por tanto, con una considerable ionizacion entre los mismos. El
efecto de compensacion se produce con el tampdn pancreatico, que debe
de servir como aceptar de los protones cedidos por el acido graso. Por
tanto, las sales biliares al rebajar el pK de los acidos grasos, aparecen
como mediadores en dicha transferencia proténica.

Los monoglicéridos son mejor dispersados que los acidos grasos por
las sales biliares. Asi la especificidad posicional de la lipasa pancreatica
que da lugar a 2-monoglicéridos, como producto final, es responsable de
una elevada solubilidad micelar, aparte de su pH interno. Si la lipasa
pancreatica no tiene especificidad posicional y origina genéricamente
acidos grasos, la solubilizacién de los mismos, por las sales biliares, debe
estar influenciada fuertemente por el pH intralamelar. Estos factores
regulan la evolucién bioquimica de la lipasa pancreatica.

En el caso de que las sales biliares tengan dos o tres hidroxilos en el
anillo, la accidn del p H ejerce un efecto muy grande en la formacion de
micelas secundarias, como ocurre con el litocolato s6dica. Aunque exista
poco acido libre, se pueden formar, en estas condiciones, estructuras de
tipo gel, por enlace del 3 o hidroxilo de la sal y el grupo carboxilo del
acido. Estas estructuras, tienen seguramente una conformacion
helicoidal. Los grupos OH en exceso de las sales trihidroxiladas,
protegen a éstas de la formacion de geles, situando, siempre al sistema
en una fase de liquido cristalino, que es la mas apropiada, como sistema
biolégico, para realizar adecuadamente el proceso de la absorcion y
digestion de las grasas.

Teniendo en cuenta que en la bilis humana se encuentra
siempre una determinada cantidad de colesterol, Isakssoon (146),
usando diferentes sistemas conjugados de sales biliares, estudié su
poder disolvente en relacidn con el colesterol, y sobre todo, cuando éste
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se encuentra asociado con lecitina, observando que en estas condiciones
la maxima solubilidad de aquél era del 0,5 al 0,6 por 100. Por su parte,
Dervichian (147), ha establecido con todo detalle el diagrama de fases
cuaternario lecitina-sales biliares-colesterol-agua, estableciendo las
diferentes regiones que corresponden a zonas simples, tales como,
solucion isotrépica micelar, fase paracristalina lamelar, hexagonal o
cubica, asi como, a situaciones de equilibrio. De estas investigaciones se
deduce, que el colesterol puede ser incorporado al sistema ternario
lecitina-sales biliares-agua, sin importantes modificaciones en su
estructura y sin que por. ello aparezcan nuevas fases. Esto parece indicar,
que las moléculas del colesterol tienen su parte hidrocarbonada situada
paralelamente a las moléculas de lecitina. El problema que se presenta
ahora, es explicar como se disponen en este conjunto ternario las sales
biliares, debido a la existencia en las mismas de grupos hidroxilos y
considerando que el espesor de la capa lipidica, que, en un principio, solo
contiene lecitina y sales biliares, casi no se modifica por la presencia del
colesterol. Una solucion razonable de este problema, consiste en
suponer que, como los grupos hidrofilicos del nicleo esteroide de los
acidos biliares estan en una misma cara, es posible que dos moléculas de
estos compuestos se dispongan apareados con los mismos frente a
frente, constituyendo. asi un dimero, el cual es, en su exterior,
totalmente hidrofébico. Entonces se puede concebir el que
agrupamientos de este tipo se distribuyan en la capa lipidica, alternando
con las cadenas de lecitina y a su lado, las moléculas de colesterol
paralelas a ellas, estando todos los grupos hidrofilicos orientados hacia
el agua.

El diagrama de fases completo establecido por Dervichian
para las mezclas de los tres componentes de la bilis, en
presencia de todas las proporciones de agua, permite considerar no sélo
el problema de la estructura y composiciéon de los agregados micelares
de aquélla en estado normal, sino también la génesis de la
produccion de los calculos biliares. Despreciando los componentes de la
misma que se encuentran en pequefias cantidades y que son solubles en
agua, la bilis normal puede ser comparada a un sistema cuaternario, que
contenga 0,5 por 100 de colesterol, 85 por 100 de agua, 11,5 por 100 de
sales biliares y 3 por 100 de lecitina. Esta composicién representa un
punto, en el diagrama cuaternario de este sistema, que corresponde a
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una zona isotréopica micelar. Si por un proceso patolégico varian las
proporciones del sistema lectina-colesterol-sales biliares-agua, y se sittia
su punto representativo, en el diagrama cuaternario indicado, fuera de la
zona isotrépica y coincide a su vez, en la region donde se presentan dos
fases, éstas estan compuestas por una dispersion micelar y cristales de
colesterol. Entonces, parece razonable suponer que la aparicion de estos
cristales, sea un requisito previo para la formacién de los calculos
biliares. Es decir, que metabdlicamente se origine wuna bilis
sobresaturada con colesterol.

En un trabajo reciente (149) se pone de manifiesto, que la bilis
humana puede formar, en algunos casos, un sistema trifasico estable,
constituido por pequefios cristales, liquido cristalino y solucién micelar,
cuando existe una elevada concentracion de lecitina. Si la maxima
solubilidad de colesterol se produjera en la fase de liquido cristalino, en
relacion con la solucidn isotrépica que le rodea, esta condicién impide
que el colesterol se precipite en forma soélida. Este proceso de
estabilizacion puede desequilibrarse rapidamente. Parece por tanto, que
la existencia de una mesofase de liquido cristalino, tiene una gran
importancia en la transicion de los estados litogénicos correspondientes.

kokk

Las ideas contenidas en esta disertacion nos obliga a considerar
como los conocimientos fisico-quimicos de los procesos de
transformaciéon que pueden verificarse en nuestro mundo natural,
enfocados con una mentalidad de unificacidn con las leyes fisicas de la
Naturaleza, son de especial importancia para el conocimiento de los
sistemas vivos, y en consecuencia, fundamentales para el desarrollo de
las ciencias biolégicas, médicas, farmacéuticas, etc., «esta informacion
debe de ser accesible al bidlogo, no tanto porque estas leyes y conceptos
fisico-quimicos sean validos en el conjunto de los organismos vivos, sino
porque en la actualidad es ya imposible analizar los fenémenos
biolégicos, l6gicamente, sin tener en cuenta las leyes fisicas que rigen la
Naturaleza» (149).

Sin embargo nos preguntariamos con Bernard Lafay: «;Qué pasar3,
qué sera del hombre cuando los fendmenos vitalesy hastael domi-
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nio siquico puedan ser explicados por un desplazamiento electrones ? Al
final del camino secular del espiritu, después de franquear las barreras
hostiles del Universo opuestas a su conocimiento, afirmando su imperio
sobre la materia inanimada y sobre el reino viviente, el hombre se vuelve
a encontrar a si mismo, a confrontar su propia naturaleza. Por haber
robado la luz del cielo, Prometeo fue condenado a un sufrimiento eterno
y a su propia destrucciéon. Este mito premonitorio nos obliga a pensar en
las responsabilidades de los cientificos actuales al estudiar los
problemas de los seres vivos».

A esta angustiosa interrogante creo que ha contestado con toda
lucidez y humildad, nuestro compafiero el profesor Santos Ruiz, en su
obra sobre «La Vida y el Espiritu ante la Ciencia» (150). «Sin pretender
negar cuanto pueda explicarse por la accidon de causas naturales, hay que
admitir, filos6ficamente, una intervencion especial en el origen de la vida.
Lo exige por lo menos la realidad trascendente de la aparicion del
hombre en particular y de la vida en general. Todos los avances del
conocimiento actual y futuro, deben de servir para purificar tanto lo
cientifico como lo filosofico de concepciones artificiosas y superfluas. Y
puesto que, con toda evidencia, existe una finalidad de progreso inscrita
en los poderes de la materia, ello nos debe llevar ldgicamente a
reflexionar sobre la significacion de esta finalidad». Sélo los secuaces del
materialismo, epigonos intelectuales del positivismo del siglo XIX, no
quieren franquear el umbral de la explicacidn cientifica que consideran
mas que suficiente. En un pobre conformismo, bien pegado al terreno, se
niegan a reconocer que en el seno de todo lo real, late siempre
inexorable el misterio de la Divinidad.
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Excelentisimos sefiores:
Sefioras y sefiores:

Apenas se ha extinguido el eco de las palabras elogiosas para mi
persona que hace poco mas de un afio pronunci6 en este mismo salon el
Dr. Doadrio, al hacer su ingreso como Miembro de numero de la
Corporacion. Al referirse a mi, lo hizo en tales términos que yo hube de
disimular la emociéon con las anécdotas, y califiqué, con justicia, sus
palabras de hiperbélicas y excesivamente generosas. Ahora, al dar la
bienvenida en nombre de esta Real Academia al profesor Otero, también
discipulo entrafiable mio, vuelvo a encontrarme en situacidon parecida
ante los elogios desmedidos que me dispensa. Sé que, en ambos casos,
laten sentimientos de fervorosa amistad surgidos en muchos afios de
convivencia, sentimientos que, como es légico, cada uno traduce en
palabras de acuerdo con su peculiar estilo. También son totalmente
aplicables, en el caso actual, aquellas reflexiones mias de la relaciéon
entre discipulo y maestro, y sigo opinando, como entonces, que éste es
quien a la larga sale beneficioso. No tengo pues, ahora, mas que expresar
a Otero mi mas profunda y sincera gratitud por cuanto dice de mi,
aunque sepa lo que ha contribuido a sus expresiones la lente
convergente de su acendrado carifio. Quiero dirigir a ambos discipulos
una frase comun; yo he tenido la fortuna en momentos de su juventud,
de procurarles el ambiente propicio que permitiera un desarrollo feliz
del germen, impulso, inteligencia y amor al trabajo que ya latian
poderosos y reales en el fondo de sus almas. Y ahora me dispongo a
cumplir la misién que la Academia me ha encomendado y que obliga a
comenzar con un breve disefio de la trayectoria cientifica del profesor
Otero. Ello implicara hacer referencia a algunos de nuestros contactos,
pero ahora con la severa objetividad que debe ser la virtud esencial del
cientifico.

Enrique Otero Aenlle ve la primera luz el 20 de octubre de 1913
en lavilla lucense de Ribadeo, de cara al turbulento mar Cantabrico.



RICARDO MONTEQUI Y DIAZ DE PLAZA 98

Es indudable que el paisaje plasma el alma, como también lo
es que ningin agente moldeador del espiritu es tan poderoso como la
mar. Comunica un entrafiable amor a la vida, de serenidad ante
sus dificultades y crea un valor expectante y una inteligencia fria, en
situaciones que parecen de fuerte y casi insuperable dramatismo.
La sola presencia y existencia de la mar condiciona muchos
actos de cualquier espiritu reflexivo, y muy especialmente de los
nacidos en sus orillas. Al fin, en los mares esti la cuna de la vida,
y aun palpita en ellos una casi infinita variedad de formas vitales, todavia
no perturbadas antela creciente agresion humana.
La condicion marinera de Otero no sera nunca negada y le
procurara la raiz de muchas de sus mejores. cualidades y aciertos
decisivos.

Bachiller con Premio extraordinario en 1930, se perfila ya desde
muy joven como hombre inteligente y activo, que busca en el
estudio, mas o menos instintivamente, una honesta via de redencion
econémica y el derecho a ocupar una situaciéon digna y decorosa
en la sociedad espafiola. De 1930 a 1934 curs6 en
Santiago de Compostela la carrera de Farmacia, que va
compaginando con el estudio de la de Ciencias Quimicas
en la cual alcanzara la licenciatura en 1940. Pronto se acredita
como uno de los alumnos mas brillantes de su tiempo;
Por eso, al conocer algunas dificultades econémicas que soporta y para
ayudarle en la terminacién de sus estudios, el Rectorado acuerda crear
para él una beca especial, cuya cuantia muy modesta, hoy pareceria
irrisoria. Pero lo cierto es que con ella y su firme voluntad, austeridad y
espiritu de trabajo, consigue terminar la carrera de Farmacia con las
maximas calificaciones incluyendo el Premio
extraordinario de la licenciatura. También se le otorga el premio
Carril de la Universidad de Santiago al mejor expediente académico de
aquel afo. En seguida es nombrado profesor ayudante de Quimica
Inorganica (1934-35 y 1935-36). Asiste con asiduidad vy
aplicacion a varios cursos para postgraduados. Con el mismo
entusiasmo que en la docencia se inicia en la investigacion,
publicando o colaborando en varios trabajos: uno de ellos
aparece en los anales de la Real Sociedad Espafiola de Fisica y
Quimica en 1932, es decir, antes de que Otero hubiera terminado su
licenciatura.

Con estos antecedentes, no es de extrafiar que la Universidad
le seleccionase entre los alumnos enviados por ella a realizar cursos en
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la Universidad de verano de Santander, en 1936. Alli le sorprendié la
guerra, cuyas vicisitudes enfrenté con su peculiar serenidad de espiritu,
que hemos atribuido en gran medida a su condicién marinera nativa.
En la primera ocasién propicia, a través de Francia y por la frontera
Navarra, marcha directamente a su tierra gallega. Por
entonces comenzaba a funcionar en la Facultad de Farmacia de Santiago
un incipiente Laboratorio de Investigacion Sanitaria y elaboracion
de Medicamentos, al que es incorporado sin demora.
Pero pronto se le reclama para formar parte como soldado en el batallon
de Infanteria de Lugo. Imperturbable y silencioso marché a ocupar su
puesto, y en la misma actitud se reincorporé al Laboratorio cuando
fue atendida la reclamacion de sus jefes poco tiempo después.
Prest6 en este Centro muy valiosos servicios, y cuando se cre6 alli la
Asesoria Quimica de la Jefatura del Aire ocupa la subdireccion,
con el grado de alférez. En su momento oportuno pasa como Jefe de los
Servicios. Sanitarios de Farmacia al frente del Maestrazgo,
hasta que llega la; paz. Inmediatamente después, vuelve a reanudar su
actividad docente en Santiago de Compostela, como auxiliar de Técnica
Fisica y mas tarde como encargado de curso de Quimica Inorganica.

Cuando en 1940 se confi6 en Madrid al que ahora os habla el
Departamento de Quimica Aplicada en el Instituto Espafiol de
Oceanografia y se le encomienda su reestructuracion, ofrece a
Otero un puesto en dicho Centro y se le nombra ayudante 1.°
interino. Pronto habia de justificar plenamente esta confianza
en él, ganando en brillantes oposiciones el puesto de
Oceandgrafo Quimico. No es pertinente detallar ahora Ila
extraordinaria labor de Otero en el Instituto Oceanografico
-hasta quedar excedente en 1946- bien acreditada por los
numerosos trabajos que publicé y por su presencia como quimico en casi
todas las campafias marinas que entonces se realizaron. No
diré que estas campafias fueran peligrosas, pero si a veces inquietantes
por el estado de la mar, pues estaban trazadas con un plan riguroso
y no debian interrumpirse mas que ante una coyuntura seriamente
amenazadora. Como ejemplo de su tarea, voy a referirme tan sélo a una
de ellas; la expedicion llevada a cabo en 1941 en la zona canario-africana,
confiando la parte biolégica al profesor don Fernando Lozano
y la quimica a don Enrique Otero. Fue una campaiia modelo
por diversos conceptos, enla que estuvieron cuarentay cinco dias sin
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acercarse a tierra. Recogieron abundante y valioso material, analizado
en parte en el propio barco y el resto, al regreso en el laboratorio de
Madrid. En toda esta larga y trabajosa campaiia, confirma Otero sus
altas dotes cientificas y se comporta ante la mar como un digno hijo de
Ribadeo. Digamos, en fin, que entre otras cosas de alli sali6 un trabajo
que se referia al «Estudio quimico y fisico-quimico de ciertos aceites de
animales marinos» que constituyd una excelente Tesis Doctoral de Otero
en Farmacia con la que alcanzd la calificacién maxima y posteriormente
el Premio extraordinario. Por aquella época edité también una obra de
«Analisis de grasas, ceras y sus mezclas comerciales» (1945), que en su
época constituyé una auténtica nove-dad, y en la que describe los
métodos de trabajo con gran precisién, como resultado de su profunda
experiencia en este campo, siendo muy bien recibida por los
especialistas. Todo lo que antecede y la realizacién de mas de una
docena de trabajos de investigacién, acreditan la labor del nuevo
Académico durante sus cinco afios de permanencia en el Instituto
Espafiol de Oceanografia.

Paralelamente a esta dedicacién, Otero colabora como docente
en la Facultad de Farmacia de Madrid, en la que después de ser ayudante
pasa a Auxiliar de la Catedra de Técnica Fisica y Fisico-quimica
aplicada, que renueva gratamente sus primeras inclinaciones
a la ensefianza en la Universidad de Santiago y pronto alienta
en él la idea de llegar a ser también Catedratico. Tuvo la suerte de
encontrar en Madrid como maestro a aquel excelente investigador, tan
querido y admirado en nuestra Academia, que fue clan Ramdn Portillo.
Otero cola hora en varios trabajos de la Catedra y en 1944 la Real
Academia de Farmacia le concede el Premio Nacional con la condicién de
Académico correspondiente, por su trabajo titulado «Estudio de un
método fisico-quimico para la obtencidn y concentracion de sustancias».
Sus ensuefios docentes también habian de hacerse realidad el 7 de
febrero de 1946, en que obtiene, tras impecable oposicion, la catedra de
Técnica fisica y Fisico-quimica de la Facultad de Farmacia
de Santiago. Apenas se hace cargo de la misma, rehace y mejora su
laboratorio, se rodea de discipulos inteligentes y entusiastas, se
desplaza al extranjero con becas y pensiones para ampliar sus estudios;
realiza trabajos de investigacion y dirige tesis doctorales; en fin, cuanto
habia de contribuir ala creaciéon de su propia personalidad de fisico-
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quimico, y donde ya se apunta un interés especial por
contribuir a un mejor conocimiento de las interacciones moleculares en
superficie. En  consecuencia se le nombra Jefe de una de las
Secciones de Quimica Fisica Bioldgica del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas .. Pronto va creando discipulos
y van quedando junto a él los mejores, lo que es la aspiraciéon mas noble
de todo buen maestro. Entre los varios alumnos entrafables de Otero
que podia citar, quiero concretarme tan s6lo a los dos primeros:
don Rafael Caddrniga y don Serafin Garcia Fernandez, que hoy ocupan,
por meéritos propios, puestos destacados en la docencia y en la
investigacion.

Pero en el afio 1949 ocurre en la vida de Otero un
acontecimiento inesperado y sorprendente. Santiago de Compostela es
una ciudad de rumores, no pocos de ellos de matiz romantico. Emergen
no se sabe de ddonde, se difunden ampliamente, y por lo general se
desvanecen como la niebla, sin dejar huella. Algunos, por excepcion, se
van concretando, y terminan por convertirse en hechos reales.
Tal sucedié con el insistente rumor de que Santiago por su rancia y
gloriosa tradicién y por su intensa vida universitaria, debia de tener y
esto sucederia pronto un Alcalde seleccionado entre los Catedraticos de
su Universidad. Esta vez el rumor cristaliz6 en un decreto del 16 de julio
de 1949, por el que se nombraba Alcalde de
Santiago de Compostela a don Enrique Otero Aenlle. No sé
con detalle como se plantearon las cosas. Pero yo, que conocia bien la
ilimitada capacidad de trabajo de Otero, estuve siempre
seguro que el cargo de Alcalde no disminuiria en nada la atenciéon que
dedicaba a sus actividades docentes e investigadoras, si
no acaso lo contrario. Asi sucedi6, como lo acreditan sus
comunicaciones cientificas y el texto de Fisico-quimica que
publicé por aquellas fechas. Aunque un tanto ajeno a la linea de
esta nota biografica, me parece justo recordar aqui su gran
labor en la alcaldia. La ciudad, entonces un tanto descuidada,
fue objeto durante su mandato de limpieza y enlosado casi general,
acertadas ampliaciones urbanas, iluminacion,
reparacion de monumentos, creacion de zonas verdes y
jardines y no hay que decirlo atencion preferente a todo cuanto
guardaba relaciéon con la Universidad y la expansiéon cultural
e histérica de la Ciudad, estableciendo importantes relaciones
en este sentido con el extranjero. Desde su cargo de Presidente
del Patronato de Formacién Profesional y Técnica, realizé asimismo una
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importante tarea en la promocién y creaciéon de Centros formativos para
el mundo laboral.

Hagamos ahora un poco de pequefia historia, en la linea
de las relaciones de Otero con nuestra Academia y con el
inolvidable doctor Zufiiga, que tanto contribuy6 al enaltecimiento de la
Corporaciéon. Recordemos que Otero era ya Académico
correspondiente desde el afio 1944. Pues bien el 23 de marzo de 1954,
ya la personalidad de Otero en marcha ascendente, le requiere
Zuiiga con  vehemencia, para que le envie  alguna
comunicacioncientifica, pues no se pueden celebrar las
sesiones preceptivas por falta de aquéllas. La respuesta de Otero es ir
publicando en afios sucesivos en nuestros Anales cinco valiosos
trabajos con el titulo general de «Propiedades interfaciales de
algunos mucilagos de aplicacion farmacéutica». Desde entonces
ha sido un habitual asistente a los actos de nuestra Academia y
aun en 1972 ha presentado con sus colaboradores, dos importantes
aportaciones acerca de «Aspectos termodinamicos y estructurales de las
asociaciones de algunos antibioticos y tensoactivos».
El afio 1957 Otero es nombrado gobernador civil de
Lugo. Zuniga reacciona como lo fue siempre; celador implicable de
cuanto pudiera influir en la marcha de nuestra Corporacidn, a
cuyo servicio vivi6 totalmente entregado. El 4 de julio felicita con
efusividad a Otero, pero termina la -carta con este parrafo redactado con
su familiar estilo: «Metido hasta el cuello en la politica, le dice, puede
usted llegar muy lejos. Pero ; y la Catedra y el Laboratorio ? Ya puedo
despedirme de su prometida colaboraciéon. Pero el 28 de julio
le da Otero esta firme y categorica respuesta: «Para su tranquilidad
quiero decirle que mi Catedra y Laboratorio seran dirigidas por mi en
perfectas condiciones y que -el equipo que trabaja en ellos
seguird laborando bajo mi direcciéon y de acuerdo con las normas
que yo les dictaré, ya que personalmente pienso pasar cierto
tiempo cada semana en aquella ciudad, para plantear los
trabajos que luego mis colaboradores han de desarrollar». Incluso dice
que para algunas pruebas experimentales piensa aprovechar el
laboratorio del Instituto de Higiene de Lugo. Cumple literalmente su
propdsito, como puede comprobarse por sus publicaciones de esas
fechas, manteniéndolo invariable cuando en 1961 es trasladado a
Salamanca, porque ya nada le arredra, pues se ha convertido en
un verdadero maestro en lo que ahora podriamos llamar investigacién
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a distancia. Con el mismo criterio de continuidad opera cuando en
1965 se incorpora, por  concurso, a la catedra de
Fisico-quimica de Barcelona. En fin, en 1969 pasa a regentar
la catedra del mismo nombre en la Universidad Complutense de Madrid.
El 22 de abril de 1971 es elegido por unanimidad Académico
de numero de nuestra Corporacion. Seria larga tarea resefiar las
actividades culturales de Otero en las diversas ciudades
donde actué. Daré sélo algunos esclarecedores ejemplos. En Lugo
organiza unos muy bien orientados «Cursos
universitarios de primavera», que alcanzaron éxito relevante en el
mundo cultural de la Ciudad. En Salamanca se le halla presente en
todas las instituciones y actos de algiin matiz cultural, que protegia y
alentaba con todas sus posibilidades. Por ejemplo, en gran
medida se debe a Otero la unificacion, en 1967, de determinado
sector de la investigacion cientifica, bastante dispersa entonces en
Salamanca, con la creacion de un bien organizado
«Centro de Investigaciéon Basica y Aplicada del Oeste de Espafia», que
significé un gran progreso para la Universidad salmantina y para el
desarrollo de aquella region. Ese espiritu de proteccion a las
investigaciones basicas estd contenido en el prélogo del profesor
Otero a la obra del doctor Lucena sobre «Suelos de
Salamanca». Su inquietud universitaria al mas alto nivel, esta expresada
con claridad en su publicacién de 1965 titulada
«Universidad y Desarrollo», en la que plantea cuestiones de innegable
transcendencia y que aun hoy tienen una resonancia actual.
Lo mismo ocurre con la problematica que sobre «Sanidad y
desarrollo: abordd, con sinceridad, en una conferencia pronunciada
con motivo de la fiesta de la Patrona en la Facultad de Farmacia de
Barcelona.

En aquella Ciudad organiz6 en 1966, un interesante
coloquio con aportaciones espafiolas y extranjeras, acerca de
«Interacciones moleculares de 4acidos biliares y acidos grasos»,
que entre otras derivaciones sirvi6 de base a dos tesis
doctorales realizadas posteriormente. En fin, en Madrid se
entregd en seguida a su empresa creadora de nuevos
equipos, adquisicion de nuevo y moderno material y clara
orientacion en el desarrollo ele temas de actualidad palpitante y radical
exigencia.

Seria vano, y correria el riesgo de abrumar y de desviar vuestra
benévola atencidn, si quisiera recoger y comentar ni aun lo mas
destacado de la obra cientifica ele Otero, después ele lo ya dicho. Bastara
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la elocuencia de este resumen. Tiene en su haber mas de
75 comunicaciones cientificas recogidas en Revistas
nacionales y extranjeras y en las actas de muy variados
Congresos. A esto hay que afiadir mas de 30 conferencias pronunciadas
sobre temas cientificos, la direccion de 12 tesis doctorales y seis
mas en curso de realizacion, asi como de diversas tesinas de
licenciatura. Un matiz positivo de su caracter, que debo
consignar, ha sido, en todo tiempo, su tendencia a asistir a
Reuniones cientificas fuera de Espafia -atin en 1972 al Congreso de
Biofisica de Moscui- para estar al dia en la constante renovacion
de las ideas y tomar contacto humano con prestigiosas figuras
de su especialidad. Omito la relacion de las numerosas
capitales visitadas por él para dejar en paz a la geografia, muy
especialmente a la Europea. Pero si debo hacer constancia de sus
contactos y relaciones con los profesores Guastalla, Dervichian, Jacqué,
Gillot y Luzatti de Paris; Thiele de la alemana Kiel; Davies de
Londres; Desnuelle de Marella; Eckwal de Finlandia hoy en Estocolmo;
Ruissen Defay y Delmotte de Bélgica; Trapeznikov de Moscl; Smith de
Canada; Phillips de Estados Unidos; Shinoda de Japdn; y algtin otro quiza
olvidado por mi. Asi ha mantenido en constante y fructuoso contraste
internacional sus ideas y ha dado a éstas, en cada instante la medida
exacta de su vigencia.

En la importante disertacion que acabamos de escuchar al Dr.
Otero, se enlazan conceptos teoéricos de gran complejidad con
los resultados de su propia experimentacién personal. Por el
atractivo camino de la Biofisica, nos ha llevado al conocimiento
de las leyes que pueden regular ese mundo inquietante de los
sistemas biolégicos, en el que convergen y se entrecruzan
ideas muy dispares, procedentes de campos de especializacion
diversos de las Ciencias Quimicas y de la Fisica. Aunque
diferentes, en su origen y en su metodologia, se intenta
alcanzar con ellas un conocimiento, lo mas profundo posible,
de los aspectos mas importantes de la Biologia a nivel molecular, de
acuerdo con las caracteristicas estructurales y conformacionales de los
biopolimeros. Sin embargo el simple conocimiento de estas
estructuras no seria resultado suficiente y satisfactorio, si no se pueden
correlacionar éstas con su funcion biolégica. En primer lugar es
necesario conocer la estructura quimica, que viene condicionada
por los componentes que forman el biopolimero, su tamafio, forma y or-
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denamiento intramolecular, Estos parametros, en los casos mas
sencillos, aunque por técnicas muy delicadas, son en general
asequibles a las medidas analiticas y sobre todo a las que, en la
actualidad, se encuentran en desarrollo mas avanzado. En
segundo lugar y debido a sus grupos funcionales, las
macromoléculas tienen una reactividad que, en general, se
pueden explicar por medios mecanocuanticos. Por otra parte, hay que
tener en cuenta las interacciones de estas sustancias con distintas
radiaciones, todo lo cual puede ser determinado mediante técnicas
fisicas, que aportan datos de interés para una explicacion correcta de los
conjuntos bioldgicos. Por ultimo y es aqui donde el profesor Otero pone
un énfasis especial en su discurso, es necesario conocer la situacion de
los sistemas biolégicos en sus estados de no-equilibrio o en continuas
reacciones de tipo dindmico, con unas variaciones de arquitectura
molecular, que relacionando estos fendmenos con los factores
termodinamicos que los rigen, establezcan un orden estable
determinado. El campo de estudio se amplia con todo ello y no se
concreta al terreno exclusivamente estructural, sino que abarca también
al conocimiento de las fuerzas de enlace de todo tipo, que permiten
establecer asociaciones moleculares idoneas, asi como a la influencia de
la energia libre y la entropia, para determinar una conformacién
privilegiada.

Los avances conseguidos en estos ultimos afios en el estudio de las
macromolcéulas, con la técnica de difraccion de rayos X, espectroscopia
de resonancia de spin, RMN, dispersion rotatoria, dicroismo circular, etc.,
y en especial de las mas complejas, las proteinas, desde los primitivos
trabajos de Linus Pauling y su escuela, marcan una pauta importante a
seguir en el terreno de la Biologia molecular, con la que se
puede obtener también una informaciéon de las funciones quimicas y
biolégicas que aquéllas pueden realizar. Aun con esta ayuda, las
dificultades casi insuperables que, en algunos casos, se
presentan para establecer la estructura y conformaciéon de
moléculas tan complicadas, como las que intervienen en los procesos
biolégicos, ha condicionado el que se intenten encontrar modelos
moleculares de laboratorio mas sencillos, que permitan obtener una idea
mas: clara de la funcionalidad de las macromoléculas de los sistemas
biolégicos. Sin embargo, como nos ha dicho el profesor Otero, «la
mayor dificultad consiste en reducir los procesos que se presentan en la



RICARDO MONTEQUI Y DIAZ DE PLAZA 106

Naturaleza, siempre refinados y complejos a un nivel asequible a la
investigacion, el de las moléculas y de sus conclusiones, poder deducir
determinadas propiedades que sean validas para el conjunto, ya que el
conocimiento de la totalidad del sistema no puede determinarse
simplemente de las propiedades de las partes que lo componen». Por
ello ha adquirido un gran interés el conseguir un dominio adecuado de
los procesos de integracion, que con tanto interés se abordan en este
discurso, con medios cada vez mas elaborados para los fines que ose
persiguen, conociendo con mayor rigurosidad las fuerzas de interaccion
moleculares que permitan establecer estructuras complejas a partir de
otras mas sencillas. Todo esta ha de constituir, por lo tanto, un tema
importante en los estudios estructurales, por lo cual el nuevo Académico
hace hincapié en este punto, poniendo ejemplos demostrativos de su
necesaria contribuciéon para fijar las conformaciones de los sistemas
biolégicos.

Con todo, el problema se centra, en ultimo término en establecer el
origen del orden biolégico, la estabilidad de estos sistemas y su
explicacion a partir de las leyes generales del mundo fisico. Esta cuestion
es abordada ampliamente por el profesor Otero en su disertacidon, tanto
desde el punto de vista de la Fisica, mas o menos clasica, como desde la
perspectiva de la electrénica o de la energética. Este campo de trabajo
estd hoy muy avanzado, debido a la posibilidad de utilizar modelos
analégicos para sus investigaciones y aplicando calculos de mecanica
cuantica, poder obtener datos de referencia inestimables para el
conocimiento de las energias de interaccion molecular. Por otra parte, la
aplicacion de la termodindmica de los procesos irreversibles, en
condiciones no lineales, a los sistemas biologicos, permite tener una
cierta esperanza de que muchos de los enigmas de la vida que, hasta
ahora parecian inexplicables, puedan ser deducibles en un contexto
general de las leyes fisicas naturales.

La organizacién estructural de las membranas celulares, tomada
como ejemplo por el profesor Otero, para describir el orden y la
estabilidad en un sistema bioldgico, pone de manifiesto cémo el
conocimiento de la misma es fundamental para comprender
mecanismos de tanto interés como su permeabilidad selectiva o el
transporte I6nico, constituyendo asi uno de los capitulos mas sugestivos
de la notable disertacion del Dr. Otero. El papel destacado que en la es-
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tructura de la membrana y de aqui en su funcionalidad, desempeifia la
capa de lipidos nos lleva al terreno de sus investigaciones personales.

Un grupo de sus trabajos, van a estar dirigidos al estudio de
monocapas de acidos grasos, en las cuales las moléculas pueden
encontrarse en diversos estados que corresponden a estructuras
tridimensionales sélidas, liquidas o gaseosas. Entre otros resultados
importantes, se determinaron por este procedimiento las areas
moleculares que corresponden a los puntos de transicidon
conformacional de tipo gel a estado liquido cristalino que pueden ocurrir
en las membranas, deduciendo su disposicion estructural y los
momentos dipolares, de los datos obtenidos en monocapas. Al realizar
estos estudios con soporte salino y en medio acido, deduce Otero que, en
estas condiciones, las moléculas se encuentran en su casi totalidad en
forma no ionizada, no produciéndose ningun tipo de interaccidon entre
ellas, por lo que se requieren mayores presiones para alcanzar un valor
determinado del &rea molecular en presencia de electrolitos.

En la organizacién estructural de los fosfolipidos en Ia
membrana influye ele una manera especial la presencia de
colesterol, por formar un complejo molecular con la lecitina, Otros
esteroides analogos producen un orden semejante, mientras que al
variar la configuracion de los mismos puede anularse su poder
ordenador. El efecto mas probable de los esteroides, indica Otero, es
regular la ordenacion de los componentes lipidicos de la membrana y su
fluidez, fijlando normas a las interacciones lipido-proteina. Con ello las
propiedades de permeabilidad de una membrana particular pueden ser
determinadas por su contenido en lipidos y colesterol. Por esto es de
sumo interés conocer la interaccién del colesterol con algunos de los
compuestos que tanto se utilizan hoy en dia, como son los detergentes,
para poder aclarar su influencia en el metabolismo general del mismo. El
profesor Otero ha determinado la estructura conformacional de las
asociaciones entre tween 60 y colesterol observando fases laminares,
hexagonales o isotropas, lo que le permite dar una explicacidon razonable
de la influencia de dichas estructuras en relaciéon con el proceso de
inmovilizacion o movilidad del colesterol. También se ponen aqui de
manifiesto las interacciones que este esteroide presenta en capas
monomoleculares, con detergentes no iénicos como el oleato y el
estearato de sorbitano.
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La actividad farmacolégica de algunos compuestos hormonales se,
considera que puede residir, asimismo, en las variaciones que éstos
pueden producir en la estructura lipidica de la membrana. En este
terreno ha investigado también el Dr. Otero, estudiando las propiedades
de las capas monomoleculares de esteroisémeros del pregnandiol y su
interaccion con algunos fosfolipidos.

Los numerosos trabajos que se han efectuado en estos ultimos afios,
respecto al mecanismo de accién de los anestésicos generales y locales
han permitido establecer numerosas hipdtesis del modo ele actuar de
estas sustancias, algunas fundadas en las modificaciones que los
anestésicos pueden originar en la organizacion de las capas lipidicas de
las membranas y con ello en la permeabilidad catiénica de éstas. La
inquietud investigadora de Otero le llevé a abordar este aspecto de la
estructura conformacional lipidica, con su sdlida preparaciéon en este
terreno, estudiando. en primer lugar, el diagrama de fases ele un modelo
simple con el anestésico local lidocaina yagua. Observa notables
cambios en la conformacién del sistema lipido-agua por la adicién del
mencionado anestésico, que depende de la proporcién afiadida de la
sustancia activa, detectando unas fases laminares y hexagonales e
incluso de liquido isétropo. Se prosiguen estos estudios en su
Departamento con distintos sistemas de fosfolipidos, en presencia de
colesterol y con diversos anestésicos locales, obteniéndose resultados
esperanzadores, que, no dudamos, le permitan llegar' a conclusiones
definitivas de interés.

Como ejemplo de un proceso biolégico, en el que la
ordenacién y estabilidad del sistema implicado en el mismo, presenta
una importancia basica, plantea el profesor Otero, el mecanismo de la
absorciéon y digestion de las grasas, en el que juegan un papel
predominante la formacién de asociaciones moleculares de los lipidos
con las sales biliares. Ya en el afio 1953 obtiene Otero, por vez primera,
unas monocapas de los acidos coélico, glicocélico, taurocdlico y
desosicdlico, continuando estos interesantes estudios en fechas
posteriores, lo que le permite deducir de las isotermas de compresion el
paso de fase liquida expandida a estado liquido condensado, formandose
en algunos casos un estado mesomorfo intermedio. Por el nimero y
disposicion de los grupos OH que cada compuesto posee, se explican
las estructuras correspondientes alos cambios superficiales de estado
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o de fases de los acidos biliares, que corresponden a unas areas
moleculares caracteristicas del estado liquido o sélido empaquetado.

En fechas mas recientes ha realizado trabajos Otero en esta misma
linea, estableciendo las isotermas de compresién de los acidos biliares
sobre soporte salino y a un pH muy acido, encontrando resultados que le
permiten generalizar los obtenidos al estudiar las propiedades de las
monocapas de los acidos grasos en presencia de electrolitos. Considera
que cuando se trata de moléculas polifuncionales, se forman multicapas
con gran facilidad, lo que corresponde a que las sales biliares puedan
formar agregados unidos por sus regiones hidréfobas, que al aumentar
la concentracidon se unen a su vez entre si, por sus zonas hidrofilas, a
través de puentes de hidrogeno. El estudio de las asociaciones de acidos
biliares y acidos grasos en capas monomoleculares mixtas, que han
constituido una tematica general de varios de sus trabajos, le han
permitido establecer unas ideas teoricas generales del comportamiento
de estas mono capas y de los cambios que en ellas se producen en
funcién de la ordenacion estructural. Esto ha posibilitado el abordar el
comportamiento de las sales biliares en la formacién de agregados
micelares con los acidos grasos, en el conjunto de la bilis humana y los
cambios que en ella se pueden producir en funcién de las
conformaciones producidas, apuntandose asi la génesis de la formacion
de los calculos biliares.

Cerramos este breve comentario al valioso discurso del profesor
Otero, invitando al oyente a que lo considere con mas calma. En una
'lectura completa y con tranquila meditacion le encontrara aun mas
atractivo y sugerente y apreciara mejor algunas de las profundas ideas
aqui expuestas, que rozan el campo fascinante de la filosofia natural de
los siempre maravillosos para nosotros fendmenos biolégicos. Todo ello
visto a través de la cada vez mas consolidada Biofisica, Ciencia a cuyo
cultivo se inclinan actualmente Otero y sus colaboradores. Sus estudios
tenian que determinar contactos importantes con la Biofarmacia, ciencia
en formacién y mas especifica para ellos profesionalmente. Es muy
significativo que en Espafa se considere ya, a uno de los mas relevantes
discipulos del profesor Otero Aenlle, como pionero indiscutible de los
estudios biofarmacéuticos en nuestro pais.

Elacto que ahora vaaterminar suele designarse como ingreso
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de un Académico numerario, pero en este caso particular es también el
legitimo ascenso de un cientifico, que desde hace muchos afios, esta
vinculado a esta Real Academia, como oportunamente hemos recordado.
Llega ahora a la superior categoria en plena madurez intelectual, con
méritos indiscutibles y con relevantes servicios prestados a la
Corporacién. Al darle la mas cordial bienvenida como numerario,
podemos estar seguros de que estos servicios han de continuar con el
mismo entusiasmo, amor y desinterés, de los que tantas pruebas tiene
dado ya.





