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LA CONFORMACION MOLECULAR EN
EL CONTROL BIOLOGICO

INTRODUCCION

Francisco ALonso pE FLoripat

S 1 nemos de tener una visién a la
vez analitica y unitaria de los pro-
cesos fisiologicos, es forzoso decir, una
vez mis, que la estructura y la funcién
de los seres vivientes han de conside-
rarse como categorias inseparables del
fendémeno fisiolégico.

Durante algiin tiempo la Bioguimica
se habia desarrollado desconectada de
esta idea de la investigacidén biclégica.
En el dltimo decenio, sin embargo, la
bioquimica ha caracterizado muchos fe-
némenos moleculares en las dimensio-
nes de espacio y tiempo caracteristicos
de la funcién celular. Esta nueva acti-
tud indagatoria ha permitide tender
puentes, que era preciso establecer, en-
tre la llamada fisiologia de sistemas y el
nivel molecular.

Los parametros espacio-temporales
han fecundado la Bioquimica. Los con-
ceptos de organizacién funcional, in-
formacién, control, integracién y otros,
constituyen ahora el eje de las investi-
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gaciones mas fructiferas de los mecanis-
mos moleculares en las células. Por otra
parte, muchos principios y conceptos de
la Tisiologia clasica, que se aceptaban
en sus aspectos puramente operaciona-
les, pueden concebirse ahora en su con-
texto fisico.

Ahora bien, aqui se aborda una pers-
pectiva de ese desarrollo interdiscipli-
nario. Las macromoléculas se conside-
ran como unidades de informacién del
ser vivo, La interaccién entre una mo-
lécula externa, o molécula ligante, con
una macromolécula que forma parte de
la entidad viviente, genera una sefial, y
ésta pone en marcha un fenémeno fisio-
l6gico. Desde que Lehninger hablé por
primera vez de mecanoenzimas, la aten-
cién se ha enfocade en los cambios de
cenformacién que sufren las macromo-
léculas en general como consecuencia
de la interacciéon con su molécula li-
gante. Por lo demés, como se tratara
de aclarar en la discusién de los parti-
cipantes, las macromoléculas de infor-
magcién  presentan  esteroespecificidad
con respecte a la molécula ligante.
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LA INTERACCION MACROMOLECULAR

Firx Corbonal

N visTa de la impertancia que se
E atribuye en la actualidad a la con-
fermacién de las macromoléculas y es-
tructuras biol6gicas mas complejas para
explicar ciertas activaciones e inhibi-
cicnes enzimaticas, los efectos in vivo
de los anticuerpos y antigenos, los cam-
bios de permeabilidad de las membranas
celulares y otros, parece necesario iden-
tificar al méximo tanto los elementos
estructurales de las macromoléculas co-
mo la naturaleza [isicoquimica y estérica
de dichas interacciones.

Los detalles estructurales y energéti-
cos de dichas modificaciones conferma-
cionales se centran en residuos y radi-
cales capaces de generar enlaces de
fuerza débil de los llamados no cova-
lentes. Dos caracteristicas identifican
aparte estas uniones de las de tipo co-
valente. En primer lugar la multipli-
cacién de los enlaces es debida al tama-
fio de las moléculas y en segundo des-
taca la relativa debilidad de cada unién
a pesar de lo cual establecen uniones
multiples tan firmes como las covalentes
comunes. Adicionalmente, salta a la vis-
ta una situacién inherente también a
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estos sistemas, es decir, la necesidad de
que la interaccién macromolecular se
establezca a través de superficies atd-
micas relativamente extensas (en drea)
y mutuamente cemplementarias, facili-
tando la interaccién de que hablamos.

Estas limitaciones fisicas del sistema
condicionan enlaces débiles de dos tipos
generales: los de unién de hidrégeno v
los apolares o hidrofébices. En la figu-
ra | se ilustran las principales clases de
cnlaces de hidrégeno que se presentan
en las interacciones macromoleculares
con efecto configuracional, También se
ilustran en la misma figura dos tipos
frecuentes de uniones hidrofébicas que
parecen ir ganando importancia confor-
me se estudian mads estas interacciones.
Es de hacer notar que los enlaces i6ni-
cos estin incluidos en los de hidrégeno,
ya que no parece necesario diferenciar-
los mejor en este caso.

El papel central que las ligaduras dé-
biles tienen en la estructura macromo-
lecular obedece a que los enlaces co-
valentes de las proteinas permiten a los
atomos de la cadena peptidica adoptar
un ndamero astrondmicamente grande
de posiciones relativas entre si, las cua-
les, debido a las interacciones no cova-
lentes, son restringidas a una forma
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Gnica o cuando méis a unas pocas. Es
decir, una conformacién macromolecu-
lar existe por uniones no covalentes
multiples particulares para cada una.
El otro pardmetro importante de la
conformacién es la distribucién general
de las cargas en la macromolécula.
Aunque estas interacciones electrostati-
cas puedan estudiarse separadamente
de los enlaces caracteristicos son muy
importantes en la interaccién macro-
molecular.

Los procesos de cambio de conforma-
cién basados en uniones y rompimien-
tos de las ligaduras mencionadas han
generado teorfas de termodindmica es-
tadistica. Una de las primeras de este
tipo es la de Flory! que considerd el
cambio de conformacién como la tran-
sicién de una forma cristalina a una for-
ma amorfa (es decir, el paso de una
estructura ordenada de « hélice, y otras,
a una forma enrollada al azar). En
esta teoria la energia estindar de des-
naturalizacién se describié como sigue:

AFo(‘lesn, = A&F% -+ AF°, 4+ .’_\.Fcn‘f)
+ AF% + Fomy, + AF %100, - - -

donde los términos del lado derecho
tienen origen como sigue: A9, el cam-
bio energético para desdoblar el centro
helicoidal en ausencia de interacciones
de cadenas laterales, AF°, debido a en-
laces entre las hélices en la fase crista-
lina, AF°4¢ y AF°y como contribucio-
nes de enlaces de hidrégeno e hidrofé-
bicos de cadenas laterales, AF® .y, €l
cambio de energia para la combinacién
de la forma enrollada al azar con el
solvente y AF®?,.., el cambio de la ener-
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gia que se origina por la diferencia
entre la energia libre electrostitica entre
las dos formas, ya que las dos formas
estin en mezcla se afiade todavia un
valor extra, el de la mezcla; AF®yneu0ia.
Los términos de los cambios de energia
pueden calcularse matematicamente de
varias maneras tomando en cuenta in-
teracciones de modelos relativamente
sencillos.

En la teoria de Lifson y Roig,® mas
reciente, se estudian las transiciones de
la hélice a formas desordenadas. Deli-
beradamente utilizan otros parimetros,
considerando  formas intermedias de
transicién, e incluyen la posibilidad de
coexistencia entre formas helicoidales y
al azar en cualquier lugar de la misma
cadena, permitiendo cambios conforma-
cicnales limitacdos a porciones discretas
de la molécula.

En este modelo los enlaces de hidrs-
geno entre los grupos NH y CO y las
interacciones entre los grupos R de los
aminodcidos tienden a estabilizar la es-
tructura de  hélice, mientras que la
energia libre originada por una libertad
parcial de rotacién interna y de la in-
teraccién del solvente y el polimero,
favorece la fermacién de la estructura
al azar. La energia total de conforma-
cién V(n) se cspecifica en términos de
los dngulos de rotacién ¢, oy «.on..n
¢, oy de los enlaces covalentes de las
unidades peptidicas de la proteina.

Entrecruzamientos covalentes
y lazos en las proteinas

La mayor parte de las uniones impor-
tantes en las alteraciones de conforma-
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COVALENTES

Enlace de hidrogenc entre grupos peptidicos

Enlace de hidrogeno entre grupos neutros

Enlace de hidrogeno entre
cargodo y uno neutro

un grupo

Enlace de hidrogeno entre
cargados

dos grupos

Enlace de hidrogeno de cadeno lateral
y grupo peptidico

Enlace hidrofobico entre grupes no polares

Enlace hidrofobico entre cadenc no polar
y grupoes de la estructura principal

Fic. 1. Enlaces no covalentes fundamentales en los cambios de conformacién de los
polipéptidos. Fl cambio de conformacién se acompaiia del rompimiento y reunién de al-

gunos de estos enlaces en la proteina.

cidén no son covalentes, pudiendo tra-
tarse cuantitativamente de acuerdo con
alguna de las teorfas mencionadas y
otras.® Existen ademas varios tipos de
enlaces covalentes de las cadenas late-
rales de los aminodcidos que unen ca-

denas peptidicas entre si y contribuyen
a la configuracién total. Destacan en-
tre ellos los grupos tiol d= las cisteinas
con un efecto en la transicidn de la es-
tructura helicoidal a la amorfa, y los
disulfuro que no se rompen durante la

Suplemento. 2, Vol, 100, 1976
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fusién producida al separarse los enla-
ces no covalentes.

De acuerdo con las ideas de Flory,!
se puede deducir que la estabilidad de
la forma cristalina, v por tanto su pun-
to de fusidn, aumenta con los enlaces
disulfuro. Estos enlaces tienden a refor-
zar las estructuras cristalinas a expen-
sas de las amorfas.

La estructura del agua liquida

Las caracteristicas del agua liquida
indican que su estructura depende de
uniones de hidrégeno en el seno del li-
quida. Nemethy v Scheraga® y Frank y
Wen? proponen que cuando hay enla-
ces de hidrégeno existe una separacion
parcial de cargas entre las moléculas de
agua adyacentes; esto promueve otros
enlaces de hidrégeno con un efecto total
cooperativo. Los enlaces se rompen y
forman como consecuencia de las fluc-
fuaciones locales de energia en el liqui-
de, Los datos computados indican que
75C% de las moléculas de agua, a 0°C,
participan en la formacién de agrupa-
mientos, con un promedio de 91 molé-
culas de agua en cada uno. Ambos ni-
meros descienden con la temperatura;
a 70°C solamente 56% estidn en agru-
pamientos de 26 moléculas de agua
cada uno.

Enlaces hidrofébicos

Son las uniones entre grupos no po-
lares sumergidos en agua. Aproximada-
mente 35 a 50% de los residuos de las
proteinas tienen cadenas laterales no
polares de alanina, leucina, y wvalina.
Como estos grupos no polares pueden
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interaccionar entre ellos y con el sol-
vente solamente por fuerzas de Van del
Waals, la contribucién energética de los
enlaces hidrofébicos se atribuyé 1nica-
mente a esas fuerzas. Recientemente,
sin embargo,* se ha puesto en claro que
la estructura del agua alrededor de los
grupos es importante en la formacién
de los enlaces y en el cambio de energia
libre del proceso.

Como la interacciéon de los grupos
apolares y el agua no se [avorece hay
una tendencia termodindmica de los
mismos grupos a unirse entre si. El valor
alto y positivo del cambio de la energia
libre de solucién aparece porque el ex-
ceso de entrepia de la solucién es ne-
gativo. Esto indica un cambic en la
estructura del agua que se ha denomi-
nado formacién de icebergs es decir, un
ordenamiento del agua rodeando el
solutc no polar acompafiado de un
aumento del niimero de uniones de hi-
drégeno. Un punto de vista algo distin-
to sobre los enlaces hidrofébicos es el
de Klotz y cols.,” que consiste en ima-
ginar el ordenamiento de las moléculas
de agua como un enrejado cubriendo
los grupos apolares e induciendo un
efecto estabilizador de la estructura
molecular.

Por otro lado, los calculos en estos
ejemplos dan un valor de 1.32 Keal/
mel para la energia necesaria para el
rompimiento de una unién de hidré-
geno. Para los enlaces hidroféficos se
tomaron soluciones acuosas de hidro-
carburos pequeiics. A 25°C presentan
AF%orueion de + 3 a + 8 Keal/mol y
un AH® o ci0n de 0 a 3 Kcal/mol. Es-
tos valores varian un poco, dependiendo
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Fi6, 2. Diagrama que muestra un “nicho” proteinico ideal para un nucledfilo y un ién
sulfonio, Esta cavidad no serd éptima en el caso del rompimiento de la sustancia ya que
los enlaces se alargan y cambian los dngulos y la carga; se ha inducido una distorsién de
la conformacién de la proteina.

de la estructura del hidrocarburo. En  los signos de los valores ya que no toda
el caso de proteinas la formacién de la proteina se vuelve insoluble’ a la for-
enlace hidrofébico cambia parcialmente  macién del enlace, aunque puede ocu-

Suplemento 2, Vol, 100, 1970
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Frc. 3.
sustrate en A; y Ap modifica la conformacion de modo que los grupos indispensables del
sitio activo encuentran la posicion relativa favorable para la catélisis. Ver grupos W y Z.

rriv en el interior de las proteinas glo-
bulares.

El cambio de la energia de formacién
del enlace hidrofébico puede expresarse
como' sigue:

AF°ug = AF°w + AF%

donde W es la contribucién energética
debida al cambio de la estructura del
agua de la capa limitante y S depende
de los estados energéticos de las cadenas
hidrofébicas mismas.

Los factores citados arriba son algu-
nos de los que participan en la forma-
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El mecanismo del ‘ajuste inducido” en las enzimas. En este caso la unién del

cion de enlaces de conformacién en las
macromoléculas. Las uniones estabili-
zan, aunque sea transitoriamente, un
cambio de conformacién inducido por
una interaccién no convalente como las
de antigeno y anticuerpo, iones y com-
ponentes particulares de las membranas
y otras similares. Otros factores contri-
buyen también, en menor grado, en los
procesos de conformacién y en su cpor-
tunidad deben valorizarse, En fin, los
enlaces no covalentes mantienen la
conformacién de la proteina y cualquier
desorden o rompimiento, sin separacién
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conjunta de uniones covalentes, se co-
nace como desnaturalizacion. Una pro-
teina se puede imaginar como compues-
ta de porciones helicoidales y porciones
no helicoidales. Los cambios de confor-
macién consisten en el paso de una es-
tructura a la otra y a estructuras como
de hoja plegada, alfa hélice invertida,
etc, que se pueden representar como
cambics de la forma general de la mo-
lécula, rapidos y reversibles (Figs. 2
akec

Es de suponer que la mayoria de los
rambios de conformacion bioldgicamente
importantes no equivalen a modifica-
ciones de la estructura a formas com-
pletamente amorfas. Los cambios con-
formacionales incompletos pueden tener
repercusiones biolégicamente dramati-
cas, por ejemplo, los efectos de la unién
del antigeno y el anticuerpo y las activi-
dades enzimaticas (Iig. 4). Las pro-
teinas, ademds, dan una serie de reac-
ciones fisicoquimicas las cuales, en un
grado u otro, dependen a su vez de las
interacciones no covalentes, Algunas de
las principales interacciones secundarias
sen las siguientes:

a) Lfectos estadisticos como los que
tienen lugar en la ionizacién de un solo
grupo tiresilo en una proteina con siete
de estos grupos; la reactividad de los
tiresilos subsecuentes sera diferente a la
del primero por efecto estadistico o coo-
perativo.

&) Efectos electrostiticos generali-
zados. Debido a que la proteina tiene
una carga neta Z (promedio) habrd
una atraccién o repulsién entre la pro-
teina cargada eléctricamente y el pro-
tén. Asi, Lindstr¢hm-Lang estudio el

problema destacando la importancia de
los enlaces no covalentes en la ioniza-
cién de grupos de la proteina.

¢) Efectos locales electrostiticos.
Las cargas eléctricas se distribuyen en
forma dispareja y aparecen como agru-
pamientos cargados en varios sitios de
la molécula. Nuevamente las curvas
de titulacién se afectan por los enlaces
de hidrégeno de las cadenas laterales
v por los enlaces hidrofébicos. La mo-
dificacién de la conformacién se nota
al aparecer “ancrmalidades” en las cur-
vas de titulacion de proteinas en com-
paracién con las de los modelos apro-
piados.

d) Uniones de hidrégeno de las ca-
denas laterales. Al igual que en el caso
anterior, los valores de pK de grupos
caracteristicos de la proteina son modi-
ficados de acuerdo con la riqueza en en-
laces de hidrégeno del grupo titulado.

Aseciaciones proteinicas

Las asociaciones proteinicas y polime-
rizaciones o interacciones de las macro-
moléculas comprenden principalmente
enlaces de hidrégeno de las cadenas la-
terales, La energia libre d= asociacién
se origina por la formacién de uniones
entre las moléculas. Como ambas mo-
léculas pueden ionizarse, el grado de
formacién de enlaces de hidrégeno de-
penderéd del pH. Asi, por ejemplo, la
polimerizacién del monémero de fibrina,
de acuzrdo con la teoria termodindmica,
cecurre por un mecanismo que forma en-
laces de hidrdgeno entre 19 tiresilos y
19 histidiles en la etra molécula protei-
nica, Otro ejemplo de la participacién
de enlaces de hidrégeno intermolecula-

Suplemento 2, Vol, 100, 1970
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Fie. 4.
enzima “‘oscilante”.
la conformacién enzimética (abajo). La enzima es la transaminasa aspartico-glutdmico y la
estructura central es el fosfato de piridoxal que también oscila de modo sincrénico (arriba),

res es la asociacién de la deshidroge-
nasa glutdmica. Las cadenas peptidicas
de Ja enzima estan unidas a través de
ligaduras de hidrégeno entre tirosilos y
carboxilatos y la ruptura de las ligadu-
ras produce la disociacién de la molé-
cula.

Nomenclatura de los cambios confor-
macionales de los polipéptidos.

El segundo aspecto del problema que
consideramos esencial en el estudio de
los cambios conformacionales de las ma-
100,
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La catdlisis de formacién y rompimiento de un enlace por accién de una
Notese que la catélisis se basa en un cambio reversible muy répido en

cromoléculas, especificamente de las pro-
teinas, se refiere a una nomenclatura
para describir de modo preciso las al-
teracienes que aparecen debido a la
naturaleza de los medios en que se
encuentran: pH, fuerza idnica, tempe-
ratura, crganizacién vecina y a las in-
teracciones con otras moléculas y sus-
tancias de bajo peso molecular.

Es evidente que no basta postular

ciertos efectos bioldgicos, ya sean activi-

_ dades enzimaticas, fenémenos de mem-

brana o modificaciones de los flujos
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idnicos a través de intercapas, por cam-  ticos de las macromoléculas responsables
bios conformacionales inducidos en cier-  del efecto, El hecho de que en los casos
tas proteinas del sistema sino que es ne-  de estructuras muy complejas eso no
cesario definir la localizacién, giros, du-  sea posible, no justifica necesariamente

racion, reversibilidad y cambios energé-  desechar ese punto de vista. Cuando

Cisl

i
Fre. 5. Esquema de una seccién de una cadena polipeptidica con dos de las unidades
peptidicas. Los limites de un residuo se indican por lineas punteadas. Se ilustran los sim-

bolos recomendados para los 4dtomos de la estructura central y para las rotaciones de los
enlaces. (Tomado de Edsall et al,, ref. 8),

Suplemento 2, Vol. 100, 1970
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parezca factible sera deseable profun-
dizar las bases fisicoquimicas de las con-
figuraciones moleculares alteradas du-
rante el fendmeno hiolégico.

Por ahora se presentan algunos de
los términos convencionales usados para
deseribir sisteméticamente los cambios
de conformacién en el caso de polipép-
tides.® En la figura 5, se puede obser-
var una seccidén de una cadena polipep-
tidica con dos unidades peptidicas. Los
limites de un residuo estin comprendi-
dos per las lineas punteadas. Se obser-
van los simbolos usados para designar a
los Atomos de un residuo C; +, G,
Cj —, localizando los residuos anterior
y posterior. También se discriminan las
rotaciones de los enlaces covalentes. El
enlace entre Ja unidad i+ 1, y la uni-
dad i, se denomina ;, del enlace N-C.
El enlace C-C, de la unidad i, se deno-
mina;, y el enlace C-N, también de
la unidad 1, se califica con la letra
griega ¢;.

Las proposiciones de una nomencla-
tura estandar para describir las con-
formaciones de los polipéptidos son més
completas; se toman en cuenta posicio-
nes y giros de los Atomos de las cadenas
laterales de los aminodcidos y las con-
formaciones helicoidales, describiendo
con “n” el ntmero de residuos por vuel-
ta, con “h” la unidad de altura del
residuo y con “1” el dngulo de rotacién
alrededor del eje de la hélice donde

360
t = ——. Se sugieren soluciones para
n
describir también los enlaces de hidrd-
geno de los dtomos de un residuc a otro
residuo de la cadena, ya sea vecino o

]
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alejado del primero en la estructura
polipeptidica.

A pesar de la dificultad en la no-
menclatura de los efectos conformacio-
nales, salta. a la vista su utiliddad al
computar los datos obtenidos, aunque
éstos se refieran casi siempre a la parte
central de la estructura de la protefna.
Ramachandran® construyé mapas con-
formacionales con los datos obtenidos
al analizar polipéptidos de estructura
conocida. Lo mas ilustrativo de ese tra-
tamiento a base de mapas son los con-
tornos que representan los limites es-
téricamente posibles de los residuos
donde, asignando distintos valores para
las distancias de Van der Waals, se ob-
ticnen contornos del residuo “contrai-
do” o “extendido™; en el primer caso
con menos libertad de giro tanto alre-
dedor del enlace ¢ como alrededor de
la unién y. Se cbserva y mide el cam-
bio de la conformacién.

En resumen, se ha tratado de llamar
la atencién en que las alteraciones de
la. conformacién de una macromolécula,
residen, cspecialmente en el caso de
las proteinas, en las propiedades de las
uniones no covalentes de hidrégeno e
hidrofébicas, y en menor grado en los
enlaces covalentes disulfuro, y que los
cambios conformacionales pueden exa-
minarse como un caso limitado de des-
naturalizacién acompanados de una
transicién reversible de la estructura
de hélice a formas amorfas. Los datos
termodindmicos en estos estudios pue-
den manejarse de manera semejante a
como lo han hecho los investigadores
del fendémeno de la desnaturalizacion.

Parece conveniente insistir, finalmen-
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que en los casos donde la infor-
sea suficiente, se

te,

macién  estructural
describird en términos de dtomos, giros,
enlaces, rotaciones, o dngulos, y el gra-
do y extensién de los cambios confor-
macionales obtenides. Esta informacién
puede computarse en forma de mapas
conformacionales, que ilustran objetiva-
mente el fenémeno.
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EL, FENOMENO COOPERATIVO EN LAS MEMBRANAS

Armanpo Gomez-Puvou!

N ESTE trabajo se propone discu-
E tir la posibilidad de que en las
membranas biclégicas exista un fenéme-
no cooperativo semejante al que se ha
demostrado en algunas macromolécu-
las. Sin embargo, se debe aclarar que
muchos de los datos permiten sélo in-
erencias indirectas, debido al limitado
conocimiento que tenemos sobre la es-
tructura de las membranas. Se tratard
el problema refiriéndolo a las carac-
teristicas de las llamadas enzimas o pro-
teinas alostéricas.

Las proteinas alostéricas contienen
varios sitios donde se puede acoplar
una molécula, ya sea de sustrato, de
inhibidor, o de activador, de suerte
que existe en la proteina una cadena
polipeptidica para cada uno de los “li-
gandes” mencionados. La proteina alos-
térica mas extensamente estudiada es
la molécula de la hemoglobina, la cual
tiene cuatro residuos o subunidades fun-
cionales capaces de captar oxigeno. Ta-
les subunidades polipeptidicas estan
compuestas por secuencias de aminodci-
dos idénticas entre si.t

1 Facultad de Medicina, Universidad Na-
cional Auténoma de México.

La caracteristica funcional mas im-
portante de las enzimas alostéricas es
que, bajo condiciones apropiadas, la
relacién entre la velocidad de la reac-
cion y la concentracién del sustrato,
inhibidor, o activador, no sigue la ecua-
cién clasica de Michaelis, sino que la
velocidad de reaccién tiene un patrén
caracteristico, de modo que la curva que
se chtiene experimentalmente es sig-
moide, indicando que la entrada de una
(o mas) moléculas del sustrato de la
proteina facilita la entrada de otras
moléculas de sustrato, Por consiguiente,
tanto la velocidad como el equilibrio
de la reaccién dependen del ndimero
de sitios que se encuentran acoplados
al oxigeno. Los datos experimentales, en
efecto, indican que la velocidad de
unién del oxigeno a la hemoglobina
aumenta, y la constante de disociacion
del complejo hemoglobina-oxigeno dis-
minuye, a medida que el ntmero de
sitios ocupados por el oxigeno aumenta.
Como los cuatro grupos heme estan
muy separados entre si, se piensa que
la unién del oxigeno al grupo hemec
afecta la configuracién del complejo
heme-polipéptido, y que este cambio
conformacional, a su vez, modifica la
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configuracién de las tres cadenas poli-
peptidicas. Bl cambio conformacional
inducido por el sustrato, es en definitiva,
el responsable de los cambios en la afi-
nidad y en la constante de disociacién.
Una representacién idealizada de lo
que es una proteina alostérica se basa
en los argumentos de Monod, Wyman
y Changeux? (Fig. 1). La enzima con
sus miiltiples sitios activos, puede exis-
tir en dos estados conformacionales,
segtin esté combinada o no. Puesto que
todas las subunidades dentro del agre-
gado comtn son idénticas, el cambio
afecta a la totalidad de Ja molécula.
Los grupos que se ven afectados en
su afinidad se llaman efectores. El pa-
pel del efector puede ser, como en los
ejemplos citados, llevar el equilibrio ha-
cia el estado activo de catdlisis, y enton-
ces se califican como activadores. En
cambio aguellos que llevan a la protei-
na hacia el estado inactivo reciben el
nombre de inhibidores. En ciertas enzi-

mas el mismo sustrato puede compor-
tarse como activador.

Algunas moléculas que tienen muy
poca relacién estructural con el sustra-
to son, no chstante, capaces de alterar
la velocidad de una reaccién enzima-
tica. Estas moléculas pueden actuar co-
mo inhibidores de la catdlisis enzimati-
ca, mientras que otras pueden actuar
como activadores. De todos modos, los
efectores, por lo general, participan en
la funcién de series metabdlicas que, en
su conjunto, aumentan o disminuyen
la produccién de determinado metabo-
lito, adaptindose a las nccesidades de
la célula. Pero es conveniente sefialar
que los efectores pueden relacionarse
con otras funciones como es la accién
del ion potasio.®

Varios investigadores han sugerido en
los ltimes afios que la membrana tiene
un comportamiento anélogo al de las
enzimas que poseen varias cadenas po-
lipeptidicas, en las cuales puede ocurrir

B &8

—_
s

e o

Fie. 1. Modelo de enzima alostérica. Las enzimas alostéricas, estin formadas por
cadenas polipeptidicas distintas y cada una de ellas ocupa una posicién equivalente. A cada
“ligando” le corresponde un sitio en cada protémero y la conformacién de cada cadena
polipeptidica estd definida por su asociacién con las otras cadenas, Las proteinas alostéricas
existen cuando menos en dos estados y la afinidad hacia determinado “ligando™ es distinta
en uno u otro estado.
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la alteracién de la conformacion de uno
de sus protémetros o cadenas polipep-
tidicas.® * &

Los datos de Tasaki y sus colabora-
dores™ ™ & son muy interesantes en este
sentido. Estos investigadores lograron
cambiar la composicién _interna  del
axén gigante del calamar y substituirlo
por una solucién salina de composicién
conocida. Por supuesto que la composi-
cidn salina del medio externo se podia
cambiar también. Los datos indicaron
que la excitabilidad del axdén se puede
mantener por periodos largos, a condi-
cién de que se mantuviese un gradiente
de iones a la membrana,
Pero lo sorprendente de los experimen-
tos de Tasaki es que la excitabilidad
de la célula se conserva atn en la ausen-
cia de Nat o KT en el interior de la
membrana, Por consiguiente, Tasaki y
su grupo concluyeron gue sus datos no
estan de acuerdo con ninguna de las

través de

hipétesis que existian acerca del proceso
de exeitacién de membranas. En su lu-
gar propusieron que en el estado de
reposo, la regién externa de la mem-
hrana del axén contiene iones divalen-
tes (probablemente Cat+) que pro-
vienen del medio externo, y que cuando
los nervios se estimulan por una corrien-
te dirigida hacia el exterior, el ion
divalente unido se intercambia por cual-
quier icn monovalente. Esta substitu-
cién de Cat* por un ion monovalente
origina un cambio en la conformacién
de algunas subunidades de la membra-
nay éste provoca un aumento de con-
Al final
del curso del potencial de accidn, el

ductancia de la membrana.

ion monovalente se reemplaza, otra vez,
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por el ion divalente (Ca**) yla mem-
brana vuelve a su conformacién origi-
nal. El mismo autor sugiere, ademds,
que s6lo una fraccién relativamente
pequefia del ion divalente es la que se
intercambia por Kt en condiciones
normales. Idicho de otra manera, la al-
teracién de pequefias dreas de la mem-
brana produce un aumento en la con-
ductancia de una gran extension de la
misma membrana.

Es de interés notar que el intercam-
bio de K+ por Ca*+ se observa también
en las membranas mitocondriales, y que
cuando esto ocurre se observan cambios
caracteristicos en las funciones mitocon-
driales.”

Otro hallazgo muy interesante desde
¢l punto de vista del fenémeno coope-
rativo en las membranas es el de Moore
y Narahashi'® sobre la tetrodotoxina,
un veneno del pez fugu del Japén. Este
compuesto tiene la propiedad de blo-
quear el potencial de accién en canti-
dades extremadamente pequenas, pero
sélo cuando se aplica a la superficie
externa de la membrana del axén. La
tetrodotoxina, de acuerdo con Moore y
Narahashi, actda inhibiendo, a seme-
janza de los experimentos de Tasaki y
cols,, el intercambio de cationes mio-
novalentes por cationes divalentes.

Los datos de Moore y Narahashi son
muy ilustrativos, desde el punto de vista
del fenémeno cooperativo en membra-
nas. Estos investigadores titularon los
sitios de membranas sensibles a la tetro-
dotoxina y sus resultados indican que
como maximo existen 13 sitios sensibles
por micra cuadrada de membrana, lo
cual es, sin embargo, suficiente para
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bloquear totalmente el potencial de ac-
cion,

Parece, pues, que la estructura de la
membrana es semejante a varios siste-
mas del estado sélido que los [isicos
exploran y a las proteinas alostéricas que
los bioguimicos estudian. Los datos de
Fortes'! indican, ademas, que el tiempo
de relajacién de moléculas fluorescentes
en la membrana del eritrocito es extre-
madamente largo, lo cual sugiere una
gran inmovilidad de las moléculas que
componen la membrana, aniloga a
ciertas restricciones que se imponen a
los cristales.

Los efectos cooperativos de las mem-
branas como las del axén o el eritro-
cito pueden observarse también en las
membranas mitocondriales. La funcién
de la membrana mitocondrial es la de
formar ATP cuando los electrones pa-
san de un substrato al oxigeno. En el
paso de electrones del sustrato al oxi-
geno intervienen una serie de sistemnas
enzimiticos que aparentemente estan
en un contacto muy intimo. Bajo con-
diciones normales el paso de electrones
esti ligado estrechamente a la forma-
cién de ATP. No existe respiracion, a
menos que pueda formarse ATP y vice-
versa.

Ultimamente se ha logrado aclarar
que no existe formacién de ATP o res-
piracién a menos que exista un cation
monovalente (K+ en condiciones nor-
males).'” Adn no se sabe cémo actia
el catién monovalente, pero se ha lo-
grado observar que existe un intercams-
bio de Ca®+ por Kt en las mitocon-
drias y que cuando esto ocurre se

presentan alteraciones funcionales carac-
teristicas.”

De acuerdo con Tasaki y cols. el in-
tercambio de K+ por Ca®t™ desenca-
dena el fenémeno de excitacién en la
membrana del axén, mientras que en
las mitocondrias tal vez sea necesario
para la formacién de ATP.

Von Hippel y Wong!® demostraron
hace algunos afios que ciertos cationes
alteran la estructura de las proteinas,
y que esta capacidad de los cationes es
distinta segtin la siguiente secuencia:
Lit <Nat <Kt <Cs* <tetrametil-
amonio. Ademis, el comportamiento de
las proteinas con respecto a los cationes
es universal: es decir, no importa qué
tipo de proteina sea, los cationes siermn-
pre alteran su estructura siguiendo el
ordenamiento mencionaco.

De acuerdo con los datos de Von
Hippel y Wong deberfa esperarse que
si un catién alterara la estructura de
una subunidad, y asi desencadenara un
fenémeno gencral, el efecto no fuera es-
pecifico. Nosotros't hemos visto que de
hecho asi ocurre en las mitocondrias,
paralelamente a lo que Tasaki® ha en-
contrado en las membranas del axén.
También se podria esperar, de acuerdo
con este argumento, que el orden con
el cual los cationes alteran la estructura
de proteinas siguicra el orden descrito
en la alteracién de macromoléculas. En
Ja membrana del axén esto no se ha
estudiado, pero en las mitocondrias'® el
orden de efectividad encontrado es, en
efecto, casi idéntico al observado por
Von Hippel y Wong:1® Lit <K*
< Cst <tétrametilamonio.

Hemos observado asimismo en las
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membranas mitocondriales que la res-
puesta  respiratoria a concentraciones
crecientes del cation, es del tipo sig-
moide caracteristico de las estructuras
oligoméricas; es decir, de las proteinas
formadas por varias subunidades, Pero

fendmeno cooperativo de las membra-
nas.

Aparentemente, la organizacién y la
funcién de las membranas sigue un pa-
trén universal, que se adapta en cues-

tiones de detalle a las funcicnes espe-
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Se representa la respiracién mitocondrial en funcién de distintas concentraciones
La respiracién de mitocondrias con un contenido extremadamente bajo de K+

(8 mM) se midié en distintos medios de incubacién que contenfan distintas concentraciones
de LiCl. La respuesta_es muy sugestiva de que el fendmeno cooperativo puede existir en las

membranas mitocondriales.

ademds, la pendiente observada es de
un orden mucho mis alto que el de las
enzimas alostéricas'® (Fig. 2), lo cual
es de esperarse de acuerdo con el trata-
miento matemético que Changeux y
Thiery* desarrollaron sobre el posible

Suplemento 2, Vol, 100, 1970

cificas de cada clase de membrana en
particular. Los datos presentados indi-
que tanto en la membrana del
axén, cuya funcién es el control de la
excitabilidad del nervio y la propaga-
cién de los potenciales de accién, como

can
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en las membranas mitocondriales, cuya
funcién es controlar el gasto y forma-
cién del ATP, se observan indicaciones
de un fendémeno cooperativo. Por con-
siguiente, es dable suponer que el fené-
meno cooperativo no sélo existe en la
mente de los investigadores es posible
que también exista en las membranas.
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LA EXCITABILIDAD

Francisco ALonNso pE Frorma®s?

IO~ UN capituLo luminoso de la bio-
logia, Bichat!
como reaccion y la expresa en este

considera la wvida

juicio general: “La vida es el conjunto

de las funciones que resisten a la muer-
q

te”. “Efectivamente —dice Bichat— la

peculiaridad de la existencia de los

cuerpos vives consiste en que todo lo
que los redea tiende a destruirlos”. ..
“el fenémeno... mAas general (de la
vida) consiste en una alternancia ha-
bitual de accidn por parte de los cuer-
pos exteriores y de reaccién por parte
del cuerpo vive”. La adecuacién entre
la accién y la reaccién es un principio
en el pensamiento de Bichat. Este apa-
rece de nuevo con Sherrington quien
analiza la integracién refleja del siste-
ma nervicse. Dice Sherrington:? “los
movimientos (en el animal descerebra-
do) no son aleaterios, sino que tienen
un claro significado, que se exterioriza
como la simulacién de algin acto que
el animal normal realizaria en eircuns-
tancias andlogas a las experimentales”.
El proceso es ciertamente especifico y
selectivo a los diversos niveles de inte-

1 Académico numerario.
2 Facultad de Medicina, Universidad Na-
<ional Auténoma de México.

a

v Jests G. Ninomiva?

gracién del individuo; pero la reaccién
se caracteriza, ademds, por ser un pro-
ceso amplificador, Dice también Sher-
ringten: “Un fantasma pudiera alcan-
zar apenas el umbral del poder fisico
de un estimulo, pero anadida la emo-
cién puede convulsionar el animal en-
tero”. Asimismo afade: “Se ha demos-
trado que bajo circunstancias favorables
la reaccién de la retina a unos cuantos
fotones puede ser percibida; y que la
reaccion puede desencadenar el com-
portamiento motor de todo el cuerpo™.
El proceso que s inicia en las dimen-
siones del quantum ... “se eleva a las
dimensiones molares”.

Ast pues, la emplificacién y la espe-
cificidad se han reconocide desde los
tiempos clasicos de la Fisiologia como
dos categorfas fundamentales de la vida.
Conviene, por consiguiente, en este co-
loquio, ya que pretendemos entender el
control biclégico al nivel molecular, y
en particular los problemas de la exci-
tabilidad, no perderlas de wvista; sobre
todo, si aceptamos que el disefic de la
vida es redundante.

Desde un punto de vista biofisico, la
reactividad biolégica comienza por un
proceso de transduccion. En efecto, los
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sisternas vivientes son capaces de reco-
nocer corno sefiales a los incrementos o
decrementos pequefios de ciertas moda-
lidades de energla externa y de preci-
pitar, como su consecuencia, un cambio
en el propio sistema, cuyo curso tem-
poral es independiente de la duracion
de la sefial. Su integracién depende de
la particular disposicién de sus partes,
o sea de su organizacién funcional, y
se realiza con un consumo, o libera-
cién, de energia que no es provista por
la sefial, sino por la energia potencial
almacenada en el mismo sistema, ali-

mentado por su propia maquinaria me-
tabdlica. El cambio en el sistema se
manifiesta, en Gltima instancia, por el
desarrollo de energia en una modalidad
egencralmente distinta de la sefial, aun-
que en algunas ocasiones pueda ser
igual.

La transduccién a su vez, puede re-
ducirse, en principio, a un problema de
reconocimiento de formas moleculares,
v asi entra de lleno en el centro del
presente coloquio. Examinemos, prime-
ro, la excitabilidad quimica. Los siste-
mas vivos individuales responden tan
solo a ciertos compuestos externos, con
exclusion de los demds; de suerte que
a pesar de la considerable magnitud de
las respuestas, las concentraciones efec-
tivas en la fase acuosa externa se miden
en microgramos, NANogramos o anun pi-
cogramos por mililitro, La masa total de
la materia viva reactiva es enorme en
comparaciéon a la masa efectiva de la
hormona, neurchormona o droga.

A fin de explicar la amplificacién y
la especificidad de las acciones quimicas
se ha postulado la existencia de recepto-

res situados en la membrana plasmdtica
de las células. Estos fueron concebidos
desde principios de siglo por Ehrlich®
como grupos quimicos que en su con-
junto forman una estructura tridimen-
sional cuya topografia complementa la
forma de la molécula del fArmaco,
como la llave complementa la forma
de la cerradura. De igual manera, hahia
interpretado Ehrlich la especificidad de
los complejos anticuerpo-antigeno-com-
plemento.

Ehrlich, sin embargo, pensaba que la
molécula activa intervenia de algin
modo, involucrando su propia materia
(y su energia) en el proceso ulterior
de respuesta, méds concretamente, en los
procesos enzimiticos de la célula, asi
afectada por una accion “téxica”. Es
preciso, afirmaba, la fijacién de la mo-
lécula para que ésta pucda actuar.

En el transcurso del tiempo las ideas
de Ehrlich se han modificado en tres
puntos muy impertantes. En primer lu-
gar, se entiencde hoy en dia en Farma-
cologia v en Fisiclogia, que la “inter-
accién” de la molécula del compuesto
active con su receptor especifico genera
un estimulo, el cual induce una secuen-
cia de cambios dindmicos que consti-
tuyen la respuesta. La idea fue expues-
ta, por vez primera, por Croxato y
Huidobro,* de acuerdo con los cuales,
el estimulo es la energia libre que re-
sulta de un proceso andlogo a la cris-
talizacién de la molécula activa dentro
del receptor especifico. En segundo Iu-
gar, el modelo de la llave y la cerradura
ha sido reemplazado, tanto en la enzi-
mologia como en la farmacologia. Si-
cuiendo a Koshland® y otros,® se piensa
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ahora que la correspondencia entre las
moléculas bicactivas y los receptores no
s exacta o precisa, sino mas bien laxa.
Por tanto, la interaccién consiste esen-
cialmente en un mutuo moldeado entre
las dos moléculas participantes, que
conducen a un cambio conformacional
andlogo al que sufren las enzimas al
ajustarse en torno al sustrato.” Es este
cambio y el
equilibrio energético que sigue a la in-
teraccién, los que dan lugar a la libe-
racién de la energia libre, que consti-

conformacional nuevo

tuye el estimulo que excita el sistema
viviente. El concepto de que la activa-
cién (o la inhibicién) se realiza me-
diante la contribucién de la masa o la
energia de la molécula externa al pro-
ceso metabélico de la célula, se ha
abandonado para sustituirse por una
nocién primordial de la teoria del con-
trol de sistemas; precisamente la nocién
de seital. Por (iltimo, la actividad no se
atribuye, ahora, a la fijacién del com-
puesto a su receptor, como pensaba
Lhrlich, sino a un cambio momentineo
inducido por la interaccion molecular.®
El compuesto se asocia y disocia, segiin
la ley de aceién de masas, y la energia-
sefial es considerada como un fenémeno
transitorio, consecuencia Uinica de cada
interaccién, sin referencia primordial a

la vida media del agregado, a no ser
porque el recambio de la asociacién-di-
sociacién determina la frecuencia de las
interacciones.

Puesto que el acoplamiento entre el
receptor y su ligante no es ajustado sino
que mas bien es flojo, la selectividad
del receptor tampoco es absoluta.? Es
decir, un receptor determinado puede
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interaccionar con [familias enteras de
compuestos emparentados en lo que se
refiere a sus conformaciones. Esa fami-
lia de compuestos incluye algunos lla-
mados agonisias por ser cfectivos en
inducir respuestas; otros, en cambio, los
antagonistas, no inducen un estimulo,
aunque si se combinan con el receptor.
Los antagonistas, por consiguiente, ocu-
pan los receptores, de modo que admi-
nistrados a las preparaciones bioldgicas
interfieren con el efecto de los agonistas
porque ocluyen por competencia a los
receptores. Se encuentran, ademads, com-
puestos con actividad intermedia que
actian como agonistas parciales. Se
asume, por consiguiente, que los ago-
nistas parciales inducen un cambio con-
formacional de efectividad intermedia.

Muy ilustrativos desde ese punto de
vista son los recientes experimentos de
Karlin'® realizados en el Electrophorus
electricus (Fig. 1). Los nervios que en
esta especie inervan la electroplaca del
érgano eléctrico, de modo andloge a
los nervios motores del misculo, secre-
tan acetilcolina en la sinapsis, y esta
hormona determina la descarga eléctri-
ca del érgano. La descarga es un arma
defensiva del animal. Los receptores a
que nos referimos son pues colinocep-
tivos, El receptor es seguramente una
proteina que contiene un grupo disul-
furo en su molécula que puede ser re-
ducido v re-oxidarse in situ. Ademds,
el receptor reducido puede unirse de
modo covalente, es decir, por medio de
enlaces quimicos de alta energia a va-
rias maleimidas, proceso que se conoce
como alquilacién. Se une asimismo
con otros derivados. Se observa en-
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Fic. 1. Es una representacién esquemitica de un receptor colinoceptive de la placa
eléctrica del Electrophorus electricus en diversas circunstancias experimentales, Fn el modelo
sc ha supuesto un grupo disulfuro ($-S) y un grupo que contiene una carga negativa (—).
Kl grupo disulfuro puede reducirse u oxidarse in sitw en ¢l experimento, También puede
unirse con enlaces firmes e irreversibles (covalentes) a ciertos grupos derivados de la
maleimida y otros, a la vez unides a grupos de amonio cuaternario (N*). En a se ilustra
el receptor eon su conformacién en el estado de reposo. En b el receptor, el cual no se ha
reducido, pero que se encuentra ocupado por una molécula de acetilcolina; ésta, durante
la interaccion, produce el cambio conformacional que se sefiala en el esquema. En ¢ se
muestra la interaccion del hexametonio en el_receptor normal, la cual no produce cambio
conformacional alguno. En d, el receptor tamhién es normal, es decir, no se ha reducido,
y s¢ muestra como el decamentonio induce una conformacién activa. En ¢ el receptor se ha
alquilada (previa reduccién) por un compuesto determinado_ el cual produce un cambio
conformacional escaso y por consiguiente, es inefectivo; dicho compuesto tiene la férmula
que se muestra en i En f el receptor se ha enlazado de modo covalente, con otro compuesto
que es efectivo; la formula de este Gltimo compuesto es la que se muestra en j. En g se
muestra el hexametonio cuando actia en el receptor reducido; en esa circunstancia tiene
dos puntos de enlace y asf determina un cambio conformacional efectivo (eompérese con ¢).
En h el decametonio produce un cambio conformacional mas efectivo que en d, lo cual
se consigue reduciendo el receptor en un paso previo. (Modificado de Karlin?).

tonces: a) que ciertos compuestos ago-  ceptor reducido; &) que, por el contra-
nistas ({la acetilcolina y otros compuestos  rio, clertos compuestos normalmente
monocuaternarios) normalmente efec- antagonistas (v.g. hexametonio), se
tivos, se tornan en inefectivos en el re-  comportan como agonistas en el recep-
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tor reducido; ¢) que ciertos derivados
que contienen amonio cuaternario en
un extremo y que ademds reaccionan
de modo covalente en el otro extremo
con el sitio reducido del receptor, tie-
nen la propiedad de que el amonio in-
teracciona con el sitio activo e induce
estimulos en la preparacion; y d) que
otros derivados de alquilacién, cuya
longitud molecular es mayor, son en
cambio inefectivos.

Una posible interpretacién de los
resultados —dice Karlin— es que el si-
tio alquilado del receptor queda unido
por un puente, que es la molécula en
cuestién, con el sitio negativo del re-
ceptor y que la longitud del puente
determina, bien una nueva conforma-
cidn activa, ya una conformacién in-
activa. La distancia se ha estimado en
9 A para la conformacién activa y 12
A o mids para la inactiva.

La idea de la interaccién-senal no es
popular en la inmunoclogia; ésta mds
bien se aferra a la vieja teoria de la fija-
cién téxica. Sin embargo, el grupo nues-
tro, en el laboratorio de Castillo™ 12 en
San Juan, y en la Facultad de Medicina
de México,'® 1 contiende que los fe-
némenos de hipersensibilidad son ana-
logos a los de la accion humoral fisio-
légica. Los fendmenos liticos que a veces
se observan, son probablemente debidos
a una activacién demasiado enérgica
sobre el sisterna que por decirlo asi lo
estropea, lo cual es un fenémeno bien
conocido por los ingenieros de control
¥ que no es extrano en la Fisiologia.!?

El cambio conformacional en la in-
munologia, estd, por otra parte, bien
documentado.’® 17 La molécula del an-
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ticuerpo puede ser visualizada como
una Y cuyas dos ramas superiores, o
fragmentos Fab llevan las superficies
de acoplamiento para el antigeno y la
rama inferior es el fragmento Fe, el
cual puede unirse de modo estereces-
pecifico a ciertos receptores en el tejido
y también puede fijar el complemento.
En efecto, Green y Valentin!? indaga-
ron en el microscopio de electrones las
figuras que se pueden formar in wvitre,
cuando se hacen combinar los anticuer-
pos dirigidos contra ciertos haptenos; es
decir, grupos quimicos sencillos que ac-
than como antigenos. El hapteno que
utilizaron es un compuesto de unos 25
A de longitud con sendos grupos dife-
nilo en los extremos. Las figuras que s¢
forman son polihedros muy variables
con respecto al ntmero de sus lados.
Pero la figura mas pequefia que en
efecto se cbtiene es justamente el tridn-
gulo (Fig. 2). Los tridngulos segura-
mente resultan del enlace de tres yes
mediante tres haptenos, de modo que
en cada vértice sobresale el fragmento
Fe como una protuberancia. Esto alti-
mo se comprobd, puesto que la accidn
de la pepsina fue capaz de simplificar
las figuras triangulares suprimiendo los
Iéulos o protuberancias de los vértices.
Se sabe, en efecto, que la pepsina hi-
draliza el fragmento Fe de la inmuno-
globulina.

El significado funcional de esos ha-
llazgos parece claro. Las dos ramas de
la ye que es la molécula de mmunoglo-
bulina, se encuentran normalmente ce-
rradas formandoe un dngulo de 0°, pero-
pueden girar, como sobre una bisagra,
en torno al fragmento Fe, no sin pro-
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Fic. 2.

Muestra tres moléculas de inmunoglobulina (anticuerpo) en forma de Y cuyos

{ragmentos Fab’ estin enlazados entre si mediante un hapteno, Los fragmentos Fe sobre-
salen hacia afuera del lliangulo formado. Los datos para hacer el esquema fueron obte-
nidos de las micrografias. Se piensa que las dos ramas fab’ de la inmunoglobulina, normal-
mente ccnadas 1)ucdcn g’ir'u en torno al [ra"nlcﬂm Fe¢ como en una hisagra y abrirse a
modo de formar el tridngulo, pero que el giro preduce un cambio conformacional en Fe.

Este Giltimo es seguramente responsable de los efectos biolégicos.

and Greenl7).

ducir un cambio conformacional impaor-
tante en este Gltimo. La medida de los
diversos polihedros demuestran que la
apertura de las dos ramas puede ser
considerable. Tal vez pudiera alcanzar
hasta 180°. El cambio conformacional
que sufre el fragmento Fe, pudiera

{Modificado de Valentine

transmitirse de modo cooperativo a sus
sitios de acoplamiento en el tejido y ex-
plicar asi los fenémenos de la hiper-
sensibilidad, incluida la secrecién de
hormonas locales'®: 19 y 1a accién directa
en el misculo.2® Las corrientes actuales
de pensamiento, sin embargo, tienen la
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tendencia a sustentar la hipétesis de que
¢l cambio conformacional que sufre el
fragmento Fc como resultado del efecto
de hisagra adquiere una nueva afinidad
que le permite fijar el complemento.?!
El complemento,?? desde que lo postuld
Ehrlich, se ha considerado como un
agente hidrolitico de la estructura celu-
lar, De otra suerte se postula, que, ain
sin la fijacién previa del complemento,
¢l cambio conformacional del fragmen-
to Fc adquiere, por quién sabe qué
medios,

Los mecanismos intimos de la excita-
bilidlad se han iluminado recientemente

una accién toxica.?s

con la introduccién del concepio de
cooperatividad en las unidades macro-
moleculares que la microscopia electro-
nica ya habia entrevisto en la membra-
na plasmética, Changeux y su grupo!

asi como Lehninger?® suponen que la
membrana celular estd  provista con

clertas unidades estercespecificas, las

guladoras de las enzimas alostéricas. Es
decir, el cambio conformacional que
manifiestan al interactuar con su molé-
cula ligante, puede transmitirse a otras
unidades modo
coaperativo scbre la superflicie molecu-
lar (Fig. 3). Estas otras unidades se
designan como protdmeros y se cree que

macromoleculares de

tienen una estructura lipo-proteinica,
Unas unidades se encuentran acopladas
con otras, conforme a ciertos patrones
de simetria, y mediante el contacto de
grupos gquimicos llamados “conjuntos
de enlace”. Las integraciones al nivel
de esos conjuntos de enlace son en todo
andlogas a la interaccién de las super-
ficies de acoplamiento del receptor y de
la molécula de droga o del sustrato con
la enzima. Los cambios conformaciona-
les que se transmiten de un protémero
a otro, se hacen a lo largo de determi-
nados caminos sobre un cierto dominio.

Dentre del dominio se conciben super-

olle WL
L R

S (® @/ 0

P
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Fie. 3

Se muestra de modo muy esquemitico una molécula de un compueste hicactivo
(L) que puede corresponder indistintamente a un antigeno o a un farmaco,

La unidad

esteroespecifica R (receptor o anticuerpo) tiene una superficie, representada aqui en una
dimensidn, que se acopla a una superficie complementaria de la molécula L, Se representan
también cargas compiemcnnnas y otros enlaces de baja energia (lineas paralelas) asi como
un punto de simetria, con respecto al cual se ejercen los esfuerzos. Los esfuerzos de esa
interaccién primaria pueden luego_transmitirse de igual modo desde R al protémero Py, de
modo que éste sufre un cambio conformacional, cambio que luego se transmite a Ps y asi
sucesivamente. Pueden concebirse redes, o superestructuras de propagacién, mas complejas
sobre la superficie celular.

cuales no son otra cosa que los recep-
tores, pero que ahora se les concede
una funeién andloga a las unidades re-
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estructuras formadas por los protémeros
que pueden, en su conjunto, producir
ciertos patrones de formas determinadas



26 Gaceta Mepica pe MExico

que propician un cambio funcional en
el sistema. De ese modo es posible, por
ejemplo, la formacién de canales trans-
versales en la membrana celular, a tra-
pueden circular
corrientes idnicas conforme con los gra-
dientes electroquimicos existentes a tra-

vés de los cuales

mecanismo del movimiento de iones es
la funcién de los acarreadores.® Estos
se han querido ver como moléculas es-
tercespecificas capaces de formar agre-
gados con algiin ion determinado; mo-
novalente como el sodio o el potasio, o
bivalente como ¢l calcio. Una vez for-

s‘".ooo

Fre. 4.
especifica (receptor o anticuerpo).

centro se verifica una interaccién efectiva, capaz de abrir una

En a se ilusira de una manera esquemdtica la accion de una unidad estereo-
A la izquierda se encuentra el sistema en reposo. Al

“vilvula” y dejar asi el

paso franco a los iones a través de un canal. La interaccién de la izquierda es mefectiva.
Dependiendo del calibre y de la carga de las paredes del canal, asi como de los gradientes
eleciroquimicos (concentraciones y cargas de los iones) se seleccionan las clases de iones
que penetren y los efectos ulteriores del movimiento iénico, Se ha supuesto en el esque-
ma que el efecto en « (al centro) es excitatorio. Por el contrario el efecto en b es inhibitorio,
Tales efectos de valvala seguramente se consiguen mediante mecanismos de propagacién
cooperativa.

vés de la membrana (Fig. 4). Tales mado el agregado, éste se mueve desde
corrientes se¢ pueden convert
mente en la sefial que precipita ciertos
cambios intracelulares de igual modo

cooperativos, y que conducen a la con-

una fase de la membrana hasta la otra,
donde suelta al ion, y entonces, debideo-
a la agitacién térmica regresa a su ori-

ulterior-

gen, Sin embargo, una manera de en-
traccién o a la secrecién.
Otra posibilidad alternativa para el

tender el proceso mis acorde con el
fenémeno cooperativo pudiera ser la
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siguiente (Fig. 3): supéngase una ca-
dena de unidades esteroespecificas si-
tuadas transversalmente en la membra-
na, desde la fase interna a la externa.
La interaccién de la primera unidad
con el ion ligante tiene el efecto de
cambiar la conformacién de la segunda
unidad, de modo que esta Gltima se
activa; es decir, la hace afin al ion
particular de que se trate. Al mismo
tiempo y de medo cooperativo se in-
duce una reaccién negativa en la pri-
mera unidad, de modo que ésta pierde
su aflinidad. Por consiguiente, el ion
tiende, en un sentido probabilistico, a
progresar, como a saltos, hacia el sitio
de mayor afinidad. El proceso puede
asi, repetirse a lo largo de Ja cadena de
protémeros.

no
~1

La invasién de un cierto dominio de
la membrana por el proceso sequencial
cooperativo explica el fenémeno de am-
plificacién, desde el punto de vista in-
formacional; es decir. la propagacién
de la sefial y la expansién del fendmeno,
Ahera bien, nosotros hemos demostrado
que la interaccién del antigeno con el
anticuerpo unido a la superficie celu-
lar({ musculo esquelético denervado) in-
duce en la membrana cambios en su
conductancia, los cuales justamente de-
muestran el paso de iones a través de
la membrana, bien a lo largo de cana-
les transversales o tal vez por medio
del acarreo cooperativo. Por otra par-
te, Del Castillo y su grupo®”- 28 demos-
traron posterlormente que ciertas mem-
branas artificiales de lipidos, muestran

u

L —

e - -

S

Fra. 5.

-

Se ilustra un modelo de acciones cooperativas para explicar el acarreo de

moléculas a través de la membrana. En el reposo la unidad 4 tiene una cqnformacién tal
que es estereoespecifica de la moléeula L. La interaccién de L4 induce una sefial confor-
macional ¢ y asi un cambio conformacional en B, de modo que esta Gltima unidad es ahora
estereoespecifica con respecto a L; al mismo tiempo, en virtud de la gaza de reaccién i
la unidad A pierde su afinidad original por L, de suerte que L salta de 4 a B, Fl proceso
puede repetirse a lo largo de una cadena de unidades. La afinidad original de 4 se res-
taura mediante la influencia alostérica (gasa «) de una unidad N situada en algtn sitio
en la cadena de efectos cooperativos. Al final de la cadena la molécula I no encuentra
nmguna unidad estereoespecifica y queda libre en la fase acuosa.
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bajo el efecto de la interaccién antige-
no-anticuerpo movimientos iénicos simi-
lares que también se atribuyeron a las
modificaciones conformacionales indu-
cidas en el anticuerpo por el antigeno.
Fl experimento que quiero referir aho-
ra (Fig. 6) es asimismo muy sugestivo
de que, en efecto, los cambios confor-
macionales juegan un papel primordial
en las acciones de la interaccién del
antigeno con el anticuerpo sobre los sis-
temas vivos. Se escogié como antigeno
a la ferritina; una proteina que se ca-
racteriza porque tiene un ntcleo de un
quelata de hierro® con una permea-
bilidad magnética de alrededor de 3.8
magnetones de Bohr®® (Fig. 7). Se to-
mé la tenia coli, tejido que contiene
misculo liso, un cierto tono y motilidad
esponténea. Si el tejido tiene incorpora-
da anti-ferritina v se le trata con la fe-
ritina, la interaccién molecular subse-
cuente produce una reaccion tipica de
Schultz-Dale;?! es decir, una poderosa
contraccién del misculo. Cuando la
reaccién de Schultz-Dale ha cesado y
después de dejar el tejido en repoeso
y en el refrigerador durante varias ho-
ras, la aplicacién de un campo mag-

nético relativamente pequefio determina
una contraccién tanto al clerre del cir-
cuito como a la apertura del mismo.
El tejido sin tratar o tratado con otros
pares inmunoldgicos  (concretamente
con alb@imina-antialbtimina) no exhibe
tal fenémeno biomagnético. Por consi-
guiente, hemos inferido que el campo
magnético actia sobre los agregados de
ferritina-antiferritina. Se piensa enton-
ces que ¢l campo disloca al antigeno de
los complejos de antigeno-anticuerpo

en sus lugares de fijacion, o, mis sim-
plemente, inicia un cambio conforma-
cional en los agregados, el cual es capaz
de disparar el fenémeno fisiolégico de
la contraccién. Al suprimir el campo
magnético se produce un nueve cambio
conformacional o re-arreglo molecular
y de nuevo la respuesta en el sistema.

Es posible, por
con las interpretaciones ortodoxas del
fenémeno de hipersensibilidad, que el

supuesto, con forme

campo magnético, determine un cambio
conformacional, que éste dé lugar a la
liberacién de sustancias activas y que
sean éstas las responsables del fendmeno
de contraccién. Sin embargo, la exis-
tencia de una accion directa es una ex-
plicacién mds sencilla y probable, la
cual ya hemos tratado de fundamentar
en otras ocasiones.! 20 82

La aplicacién del campo es en ocasio-
nes suc
mente debido al desarrollo de un estado
refractario o desensibilizacién que, sc-
gin se sabe, sigue al proceso de acti-
vacion.'® 3% Esto explica asimizmo por
qué es necesario esperar un namero de
horas después de administrar la ferriti-
na. La ferritina precipita una reaccién
y subsccuentemente desensibiliza. Cuan-
do ha transcurride un cierto tiempo el
tejido recupera su sensibilidad, no obs-
tante que los agregados permanecen
formados en el seno del tejido. De to-
cdlos modos lo importante es que un dis-

vas menos efectiva, segura-

positivo biol6gico para la trasduccién
magneto-mecdnica se puede armar ex-
perimentalmente.

Otros sistemas transcductores natura-
les, donde la sefial es un cambio en la
energia del medio ambiente, segura-
mente se rigen por el mismo principio
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Fic. 6. Son trazos quimogrificos de la actividad de dos fragmentos de Tenia coli,
'*‘“Pl‘“dldﬂﬂ en un bafio de solucion de Krebs a 38°C. El tejido estd sensibilizado pa&ua-
mente in wive contra la ferritina (0.5 ml de suero anti-ferritina inyectado por via intra-
venosa 48 horas antes del experi'.ucnto). El trazo superior muestra: a) la respuesta a
una dosis de histamina cuya concentracion final es de 1 pg/ml; #) una dosis de ferritina
de 100 pg/ml en la concentracién final; e) se aplica un campo magnetuu alterno de
780 Gauss a través de la preparacion: d) se suspende el campo magnético; e¢) nueva dosis
de histamina a la misma concentracién que cn @), Obsérvese que el campo maznctsm
en estas circunstancias no tiene respuesta alguna por parte del tejide. El trazo inferior
muestra los efectos sobre el segundo fragmento de tejido. Este fue tomado del mismo ani-
mal, pero se dej6 reposar en el refrigerador por 24 horas después de haber sido tratado
con 100 ug/ml de ferritina durante el mlsmc uempo que en b): f) histamina 0.1 pg/ml;
g) “on”, T80 Gauss; h) “off? idem; i) “on™ idemn: ,l) “off” idem; k) “on” idem;
{) “oll” Jdt‘m m) histamina 0.1 ;.:g/m] Nobtese el efecto “on-off” en Ia primera aplica-
cion del campu. Los intervalos entre dos registros cortados de 1Lquler(la a derecha son
como sigue: arriba: 24 min, 31 min y 20 min; abajo: 14 min, 25 min y 20 min. Las
calibraciones son: tiempo, 1 minuto cada d1v1smn amplitud, 100 p de acortamiento real
cada division.

de la conformacién-informacién que es  imaginar, por ejemplo, que las cargas
la base del modelo de la excitabilidad eléctricas de ciertas macromoléculas de
a los agentes quimicos. No es dificil la membrana celular, colocadas en un
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Fio. 7. Esta figura se presenta a fin de ilustrar la estructura de la ferritina, La fe-
ritina cristalina contiene un nicleo esférico o miscela de un polimero de quelato
de hierro. El ntcleo estd cubierta por una “‘cdscara” o cubierta formada por vein-
te idénticas subunidades proteinicas igualmente esféricas. La conformacién mas pro-
bable de la cubierta es un dodecahedro pentagonal con un pequefio espacio central en
cada superficie pentagonal, Se piensa que operan en la macromolécula fuertes interaccio-
nes entre las subunidades proteinicas y que la miscela ejerce asimismo fuerzas que esta-
bilizan el conjunto de partes de la ferritina. Sin embargo, los enlaces de las subunidades
de proteina con el polimero central no son covalentes, sino que es verosimil que se

trate de fuerzas de corto enlace. {Modificado de Pape et al=?).

oradiente eléctrico de  hasta 100 000
voltios por centimetro actGen como
puntos de aplicacién de fuerzas y asi
se generen pares capaces de inducir
cambios conformacionales. La melécula
es entonces, un galvanoreceptor que lue-
go transmite sus esfuerzos a las unida-
des lipoprateinicas vecinas. De hecho
el potencial de accién de los axones se
ha interpretado recientemente como un
fenémeno biolégico que corresponde a
la cinética de los efectos cooperativos.
Las corrientes eléctricas que se hacen
pasar como un estimulo a través de la
membrana producen, cuando son de
poca magnitud, cambios graduales y
locales en el sitio donde se aplican; en
esas circunstancias se encuentra una
relacién de proporcionalidad directa en-
tre la magnitud del estimulo y la des-
polarizacién que se chtiene de la mem-
brana. Pero un incremento suficiente
del estimulo puede alcanzar un valor
critico o umbral que se reconoce porque
entonces se produce un fenémeno su-
mamente enérgico que es el potencial
«de accién y que consiste en la inver-

sién brusca de la polaridad de la mem-
brana en el sitio de aplicacion del
estimulo. Después, en ese sitio, se resta-
blece la polaridad original. Sin embar-
2o, el cambio eléctrico que se genera
actiia como un estimulo Gtil para indu-
cir el potencial de accién en los sitios
vecines, de modo que el fendmeno se
propaga como una onda a lo largo del
axén. El fenémeno se ha interpretado
asi:

Las
afectan unas cuantas unidades galvano-

corrientes de poca intensidad

éstas  determinan  cambios

cooperativos dentro de un cierto do-

sensibles;

minio, pero la interaccién entre los va-
rios dominios es débil. Cuando, por el
contrario, la intensidad del estimulo es
suficiente, los efectos cooperativos in-
teract@ian en la periferia de los domi-
nios, debido a que éstos se han expan-
dido considerablemente y también a que
se han involucrado mayor nimero de
unidades moleculares galvanosensibles.
Por consiguiente, a medida que el es-
timulo es mayor, la cooperacién aumen-
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ta, hasta el punto que se alcanza una
masa critica de unidades activadas. En
pocas palabras: la probabilidad de
cambio con cada estimulo se incremen-
ta de modo muy significativo, con res-
pecto a la misma probabilidad de cam-
bio en las condiciones de reposo del
sistema. Debe tenerse en cuenta, sin
embargo, que la idea de efectos coope-
rativos inducides por las corrientes
eléctricas, es en el momento tan inte-
resante como audaz y que aguarda ser
comprobada por el experimento. El he-
cho de que el tejido excitado por las
corrientes que alcanzan el umbral, no
tan solo despolarizan la membrana sino
que invierten su polaridad, habla por
si mismo de un proceso de amplifica-
cién que se ha interpretado en términos
operacionales segtin el modelo clasico
de Huxley-Hodgkin como un proceso
“regenerative” o de reaccidén positiva.

Otro ejemplo, muy conspicuo, es el
de las macromoléculas fotosensibles: los
pigmentos visuales. La luz, un solo fo-
tén jla particula de energia! puede al-
terar ciertos grupos quimicos de modo,
de llevarlos de su estructura cis a su
isémere #rans y asi activarlos®® Tales
grupos son los carotenoides, los cuales
son susceptibles de un proceso de iso-
merizacién fética. Puesto que dos dto-
mos de carbono estin unidos por una
doble ligadura, ésta fija la posicién en
¢l espacio de un carbone con respecto
al otro, en vez de la rotacién libre de
que gozan los mismos cuando estin uni-
dos por ligaduras tnicas. Si, entonces,
un nuevo Atomo de carbono se une a
cada miembro del par, el compuesto se
estructura segtin dos posibilidades dis-
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tintas: en la posicién ¢is los nuevos dto-
mos se ligan al mismo lado de la doble
ligadura, mientras que en la posicién
trans se colocan diagonalmente en po-
siciones opuestas. Se trata de dos esta-
dos metastables de la misma molécula.
La luz induce la isomerizacién en el
sentido ¢is-trans. Pero la cuestién es
que, para mayor abundamiento, el paso
de un estado a otro representa un cam-
bioc conformacional muy radical. En
efecto, el isémero ¢rans es relativamente
recto, mientras que el isémero cis se
dobla en todos los puntos de la cadena
atémica. Ya que el resto del pigmento
es una proteina, la opsina, y que ésta se
ajusta a la forma cis pero no se acopla
a la forma trans del carotenoide, es ve-
rosimil que todo el proceso ulterior de-
penda de los cambios cooperativos que
se organicen en la membrana de la cé-
lula fotosensible, como resultado de la
interaccién molecular primaria.
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LA MEMBRANA POSTSINAPTICA

Josi per. Castiiro ! Ionacio Escopar? v Exrigue Grjons

UELE GOMPARARSE el modo de ope-
S racién de las sinapsis quimicas con
cl de los amplificadores electrénicos. En
éstos, la energia liberada en su salida
no proviene de la contenida en la scial
insertada en su entrada, sino de la de-
nominada fuente de alimentacién: ba-
terias o red de cnergia eléctrica. La
seflal de entrada se limita a controlar
o modular la liberacién de la energia
procedente de la fuente.

De forma parecida, la energia que
estimula al misculo cuando a él llega
el impulso motor, procede de una fuen-
te postsindptica: la energia acumulada
en la misma fibra muscular en forma
de un potencial de reposo. La sefial de

entrada, presindptica, es el transmisor
acetilcolina —que difunde a
través del espacio sindptico v alcanza.

quimico

en pocos microsegundos, ¢l sistema de-
tector y amplificador de Ja membrana
postsinaptica.

I Académico honorario. Departamento de
Farmacologia, Escuela de Medicina, Uni-
versidad de Puerto Rico,

2 Departamento de Fisialogia, Facultad
de Medicina, Universidad de Antioquia, Me-
dellin.

3 Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Auténo-
ma de México.

La simple presencia de las moléculas
de acetilcolina en la superficie de la
fibra muscular, a nivel de la placa mo-
tora, determina un marcacla aumento
en la permeabilidad idnica de su mem-
brana. Y esto equivale, eléetricamente,
al establecimiento de un cortocircuito a
través del cual el potencial de reposo
se descarga, estimulando la célula.

El papel mas central en este proceso
estd desempeiiado por los denominados
receplores sindpticos: dreas submicros-
cépicas de la superficie muscular, capa-

, por un lado, de reconocer la pre-
sencia del transmisor y. por otro, de
reflejar tal identificacién en un cambio
ultraestructural en la membrana. Pues
s inevitable ¢l admitir que si la per-
meabilidad de la membrana aumenta
bajo la influencia del transmisor, su
configuracién a nivel molecular debe
sulric una alteracién; un proceso que
se conoce como activacion del receptor.

La membrana plasmitica es una te-
nue estructura formada por lipidos v
proteinas. Por ello, las hipétesis pro-
puestas para cxplicar la naturaleza de
los mecanismos quimioceptores han sido
construidas, inevitablemente, en torno
substancias.

de una u otra. o de ambas
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La hipétesis de la naturaleza pro-
teinica de los receptores es ciertamente
atractiva. En efecto. sabemos que algu-
nas proteinas, como los anticuerpos y
las enzimas, poseen la capacidad de re-
conocer a otras moléeulas, antigenos y
substratos; es decir, son capaces de dis-
tinguir entre moléculas pequerias que
poseen estructuras parecidas. Y, ademads,
se ha demostrado que su intcraccién
con estas ultimas va acompafiada de
un cambio en la configuracién terciaria
de la proteina, lo que ayudaria a expli-
car ¢l cambie estructural que debe ocu-
rrir en la membrana.

Las observaciones de Alonso de 1'lo-
rida y colaboradores® demostrando
que los anticuerpos adsorbidos o incor-
porados a la membrana plasmética de
fibras musculares denervadas, se com-
portan como receptores para los corres-
pondientes antigenos, representan una
demostracién convincente de la capa-
cidad de las moléculas proteinicas pa-
ra desempenar el papel de receptores.

Otros experimentos que soportan de
forma mis directa la misma hipétesis,
son los de Karlin y sus colaboradores.
Kalin y Bartels,’ trabajando en electro-
placas aisladas del Flecirophorus elec-
tricus, demostraron que la despolariza-
cién inducida por acetilcolina, carbacol
y trimetilbutilamonio, es bloqueada si
se trata la preparacién con p-cloromer-
curichenzoate (PCMB) o con ditiotrei-
tol. El bloqueo producido por el PCMB
puede ser anulado ficilmente con tioles,
michtras que el debido a ditiotreitol des-
aparece por accion de agentes oxidan-
tes. Postericrmente, Karlin y Winnik?
observarcn que si se trata el receptor

reducido por ditiotreitol con N-etilma-
leimida, un reactivo alquilante de los
grupos -SH libres, se impide el efecto
restaurativo de los agentes oxidantes.

Puede concluirse, por tanto, que el
receptor colinérgico de la electroplaca
posee una unién disulfuro, capaz de
oxidarse y reducirse reversiblemente,
que interviene de forma ain descono-
cida, pero crucial, en el proceso de ac-
tivacién.

En realidad, la idea de que las pro-
teinas azufradas pueden desempefiar
un papel esencial en el proceso de
transmisién  sindptica fue anticipada
hace ya mas de treinta afios por el
fisilogo ruso Koshtoyanz con refencia
a la sinapsis neuromuscular, al demos-
trar, con técnicas miogrificas, que la
cisteina restablece la transmisién en
preparaciones f{atigadas.®?

Del Castillo, Nelson y Sénchezf em-
pleando técnicas electrofisiolégicas, no

lograron confirmar los resultados de
Koshtoyanz. Pues, a pesar de observar
que la cisteina produce un gran au-
mento en la accidn despolarizante de la
acetilcolina, vieron que este efecto no
se debia a un cambio en los receptores,
sino al hecho de que la resistencia eléce-
trica de la membrana muscular aumen-
ta en el pH acido producido al disolver
clorhidrato de cisteina en Ringer sin
amortiguador (véase también Brooks y
Hutter?).

Los trabajos de Karlin y colaborado-
res, citados mas arriba, nos indujeron a
reexaminar este problema, y, muy en
particular, a investigar el efecto de un

nimero de reactivos que interfieren, en
una u otra forma, con los grupes -SH
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v puentes S-S, sobre los receptores de
la placa motora.

Pensamos, ademas, que si la activa-
cién de los receptores colinérgicos con-
siste, segiin se ha sugerido repetidamen-
te, desde Meyer® y Nachmansohn,” en
un cambio en la configuracién terciaria
de una proteina seria, quizd, posible
inducir cambios similares con tales reac-
tivos.

Tiende a admitirse actualmente que
las proteinas son estructuras flexibles y
relativamente inestables. Su configura-
cién, en un momento dado, parece de-
pender de varios factores; v, entre ellos,
del ntmero relativo de grupos SH re-
ducidos y exidados.

Seria de esperar, por tanto, que los
reactivos que interfieren con estos gru-
pos alteren la estructura de la proteina
receptora dando lugar a su activacién.

Los resultados descritos en este ar-
ticulo han confirmado plenamente estas
ideas .y hemos podide demostrar que
tanto los reactivos que producen la for-
macién de merciptidos como los que
oxidan los grupos -SH y varies metales
pesados, exhiben una accién activadora
sobre’ los receptores colinérgicos de la
placa motora. Por otra parte, algunos
tioles, en particular el 2-mercaptoetanol,
ejercen una intensa accién potenciadora
sobre la sensibilidad quimica de la placa
motora.

Desde’” un punto de’ vista técnico
nuestros’ experimentds debian reunir
dos condiciones. Por un lado era preciso
lograr una concentracién relativamente
alta’ del reactivo en la superficie de la
placa matora. Por otro, la accién de
estos reactives debia restringirse a los
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receptores, pues dada la ubicua distri
bucién de las proteinas, esta substancias

ejercen efectos profundos a muy diver-
sos niveles de la organizacién celular,
con consecuencias dificiles de analizar.
Ambaos requerimientos pueden lograr-
se, sin embargo, utilizando la técnica
microelectroforética de aplicacion  de
drogas d= Nastuk!? y del Castillo v
Katz.!! Esta no sélo permite la aplica-
cién extraordinariamente ripida y loca-
lizada de iones a los receptores, redu-
ciendo el tiempo de difusibn a unos
cuantos milisegundos; sine que, usando
pipetas multiples, es posible investigar
la interaccién entre diversas drogas ad-
ministradas a los mismos receptores.
Todos nuestros experimentos fueron
realizados sobre el musculo sartorio ais-
lade de la rana (Rana pipiens) arro-
llado, en espiral, sobre una barra dc¢
plastico, segim describieron del Castillo
y Katz,'* cuyo trabajo debe ser consul-
tado para otros detalles técnicos. El

.potencial de membrana de fibras mus-

culares en la superficie interna del sar-
torio fue registrado con microelectrodos
de vidrio llenos de KCI saturado, in-
sertacos en la vecindad de las termina-
clones motoras.

Los diferentes reactivos fueron apli-
cados electroforéticamente a la super-
ficie receptora con ayuda de micropi-
petas triples, uno de cuyos cafiones se¢
llend siempre eon carbamilcolina (ecar-
bacol). Pulsos de esta droga fueron
utilizados para localizar los receptores.
Y una vez que la punta de la pipeta
estaba situada junto a ellos; se pasaron
pulsos de corriente por los cafiones lle-
nos de los reactives, viéndose asi su
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cfecto sobre el potencial de reposo de
la fibra muscular y sobre la amplitud
s e carbacol.

de potencia
Los reactivos ensayados, sus concen-
traciones en las pipetas. las abreviaturas

con que serdn designacdos en este ar-
ticulo, v la direccién de la corriente
necesaria para expulsarlos se recogen en
la tabla 1.

vas cadenas laterales en la molécula
proteinica, de tamaio diferente y di-
ferente carga eléctrica segiin el reac-
tivo utilizado.

La aplicacién electroforética de cada
uno de estos tres reactivos a los recep-
tores va seguida de una despolarizacion
de la membrana muscular, muy semc-

jante a los “potenciales” producidos

Tapra |

Concentracién Polari-

Reactizvo Abreviatura en la pipeta dad (*)
p-Cloromercuribenzoato PCMB I g/400 ml =
Acido p-mercurifenilsulfénico PMFS | g/100 ml +
Acetato de fenilmercurio FM I g/600 ml -
Glutation oxidada GSSG 1 g/100 ml T
Acido d-tiobis (2 nitrobenzoico) DTNB I g/100 ml +
2 Merecaptoetanol 2-ME Fy S
Glutatién reducida GSH I g/100 ml =
Bicloruro de mercurio HgClL, 1 g/ 13 ml +
Cloruro de cadmio CdCla 1 g/ 0.7 ml -+
Cloruro de niquel NiCl:.6H20 1 g/0.5 ml i
Sulfato ferroso FeS04.7H-0 1 g/ 2 ml -
Sulfato de cobre CuS04.5H20 1 g/ 5 ml +
Nitrato de uranilo UO2({NOy)2.6H-0O 1 g/0.8 ml iR
Sulfato de cobalto CoSO,.7H:0 1g/ 3 ml +

* Potencial aplicado al interior de la pipeta con referencia a un electrodo de corriente

sumergido en el baiio,

#% Se usé el ZME liquido después de aafidic unas gotas de una solucién de NaOH para

clevar su pH por encima de 9.

Dividiremos la  deseripeién  de  los
cfectos observados de acuerdo con los
diferentes tipos de accién quimica de
los reactivos,

Formecion de mercaptidos

Las tres substancias de este tipo em-
pleadas, PCMB, PMFS y I'M. en las
cuales el mercurio se comporta como
ion menovalente, se combinan de forma
altamente especifica con los grupes -SH
libres de las proteinas, dando lugar a
la formacién de mercaptidos. Este pro-
ceso equivale a la introduccién de nue-

por acetilcolina y carbacel. Sin embar-
go, la administracién de los mismos
reactivos a la superficie de la fibra
muscular, fuera de la placa motora, no
tiene efectos apreciables sobre el poten-
cial de reposo, aun cuando la cantidad
de mercurial aplicado exceda con mu-
cho las dosis necesarias para despolari-
zar la regién receptora. Puede concluir-
se, por tanto, que la despolarizacién
producida por estos compuestos se debe
a un efecto directo sobre los receptores
v no a una mera lesién quimica, mi-
croscépica, de la membrana.
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¢, de
ilustran la despolarizacién producida
MB (a) y el PMIS (b). En
la efectividad, o potencia des-

Los registros a v la figura 1.

por ¢l P

QCICT,

pola

1izante relativa, de estos compues-
tos es menor que la de acetilecolina v
aungue, en traba-
jando con PMTS hemos observado des-
hasta 6.7 mV/n(;

carbacol, ocasiones.

pelarizaciones de
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es decir,
que las obtenidas cen
gicas,

del mismo orden de magnitud
drogas colinér-

Los potenciales inducidos por PCMB,
PMFES v FM pueden ser reproducidos
en el 1

mo sitio de la placa motora.
du-

a frecuencias de 1/s=g. o mayores,
rante varios minutos, sin que ni su am-
plitud ni su curso temporal cambien:
siempre, naturalmente, que la posicién
de la punta de la pipeta y la intensi-
ded de los pulsos de corriente perma-
nezean constantes,

El mecanismo de la accién despola-
rizante de estos compuestos no es ficil
de explicar, aunque podemos asumi
que su combinacién con la proteina re-
ceptora da lugar a un cambio de con-
liguracion similar. al menos en lo que
se refiere a sus efectos sobre la permea-
bilidad de la membrana, al inducido
por la acetileolina o carbacol.

A pesar de la escasez de datos expe-

Fie. 1. Electos de la aplicacién electro-
forética de PCMB (e y b} y PMFS (¢) a
los receptores de la placa motora. Cada
fotografia muestra, superimpuestos, dos barri-
dos del osciloscopio. El primero de cada
par ilustra el efecto de un pulso de carba-
col, aplicado aisladamente, que da lugar al
potencial més bajo de la derecha (en a y b:
en ¢ son iguales). En el segunde barrido un
pulso del mereurial orginico preecedié al pul-
so de carbacol. En a el potencial de PCMB
aumentd la despolarizacién producida por
el carbacol. En b, el pulso de PCMB pro-
dujo una despolarizacién apenas perceptible
pero también potencié considerablemente el
efecto del carbacol. En ¢, se ve un potencial
de PMFS que no va seguido de potenciacién
de la accién del carbacol. El trazo inferior
en cada fotografia muestra la corriente que
pasa por los dos cafiones. Calibraciones:
Vertical, a y b 5 mV; ¢, 10 mV'; Horizontal,
0.1 seg. para todos, Calibracién vertical pa-
ra la corriente @ y 10 x 10-7 A

5 % 10-T AL
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rimentales sobre este problema, la posi-
bilidad que los reactives que forman
mercaptidos produzcan cambios secun-
darios en la configuracién de la molé-
cula proteinica ha sido enfatizada por
Boyer!® con referencia a enzimas. Uno
de los estudios que soportan esta idea
es el de Green, Ingram y Perutz!* quie-
nes cristalizaron un derivado de la he-
moblobina en la que dos grupoes SH de
cada molécula habian reaccionade con
PCMB. A pesar de que los cristales de
esta substancia eran isomorfos con los
de la hemoglobina ordinaria, sus pa-
trones de difracciéon de rayos X estaban
alterados,

Es interesante el hecho de que todos
los mercuriales orgdnicos hasta ahora
investigadoes poseen una accién despola-
rizante, a pesar de las diferencias exis-
tentes entre las nuevas cadenas laterales
a que dan lugar. Tanto el PCMB, que
posee una grupo carboxilo cargado ne-
gativamente, como el FM, que carece
de carga una vez combinado con la
protefna, producen una despolarizacion.
Seria deseable, sin embargo, saber si los
potenciales. de equilibrio a que tienden
ambas despolarizaciones son iguales.

Ademas de tal accidn despolarizante,
los mercuriales crginicos, particular-
mente ¢l PCMB, ejercen una accidn
facilitadova sobre los potenciales de
acetileolina y carbacol, como se ilustra
en los registros @ y b de la figura 1. En
a, que muestra superimpuestos dos ba-
rridos -del oseiloscopio, vemes como la
amplitad del potencial de carbacol se
potencia por un factor de 1.7 cuando
es producido después del potencial de
PCMB. El registro b ensefia que no es

necesaria la produccidn de despolari-
zacién para que se manifieste’ el efecto
el PCMB. El pulse de
este reactivo no tuve, esta vez, electos

potenciador

despolarizantes, pero potencié la accién
del carbacol por un factor de 2.0. Por
altimo, en el registro ¢, el potencial de
PMFS no va seguido de potenciacién.

En vista de estas observaciones es po-
sible fmaginar que el cambio incitado
por la acetilcolina en el receptor im-
plique un cambio o movimiento en la
cadena peptidica que se facilite al in-
troducirse una nueva cadena lateral a
nivel de los grupos -SH. En realidad,
se ha sugerido' que la formacién de
tales cadenas puede favorecer la ines-
tabilidad de la proteina debido a las
alteraciones producidas en los campos
cléctricos locales. Es posible, también.
que los grupos -SH libres contribuyan
a estabilizar la proteina, quizds forman-
do uniones de hidrogeno.

Oxidacisn de los grupos -SH

Se usaron dos reactivos, caracteriza-
dos por su enérgica accién oxidante
sobre los grupes -SH, el GSSG y el
DTNDB. Ambos ejercen las mismas ac-
ciones. Ambos. al igual que los mercu-
riales organicos producen una despola-
rizacién de la membrana muscular alb
ser aplicados a los receptores. Y amh(;:,
bloguean la accién despolarizante de la
acetileolina v earbacol; un efecto que
va acompafado de la desensibilizacion
del receptor frente a los rnismos reac-
tivos,

Mientras que los pulsos de PCMB o
PMFS aplicados a los receptores a in-
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tervalos regulares dan lugar a “poten-
ciales” cuya amplitud, como indicamos,
permanece constante por mucho tiem-
po, la despolarizacién producida por los
agentes oxidantes se extingue a menudo
espontaneamente después de unos cuan-
tos pulsos. En otras palabras, la ac-
tivacién del receptor inducida por la
oxidacién de sus grupoes SH es un feno-
meno que exhibe un grado considerable
de taquifilaxis, aunque se recupera des-
pués de un periodo de reposo.

La sensibilidad de los receptores a los
reactivos oxidantes de los grupos -SH,
y la reversibilidad de sus efectos inhi-
bidores, varfa muche con la prepara-
cién y la sinapsis individual que se
examina. En algunas fibras, sobre todo
en preparaciones frescas, es posible des-
polarizar la membrana repetidamente,
aplicando pulsos de oxidante a frecuen-
cias de 1-1.5/seg. Sin embargo, es mis
comin ver como la despolarizacién in-
ducida por los oxidantes desaparece en
unos cuantos pulsos.

La figura 2 ilustra los efectos que
acabamos de describir. En ella hay, su-
perimpuestos, tres barridos del oscilos-
copio. El primero exhibe un solo poten-
cial de carbacol (marcado con a)., En
el segundo barrido se aplicé un pulso
largo de .GSSG (b) que produjo una
despolarizacion lenta sobre la que se
suma un; potencial de carbacol cuya
amplitud ¢sta ya reducida, En el ter-
cer barride: (¢), per fltimo, la despo-
larizacién preducida por el oxidante ha
disminuide mucho, y como puede ver-
se, el petencial de carbacol es mucho
menor y mas lento.

Laautoextincion de la despolarizacién

Suplemento 2, Vol. 100, 1970

inducida por los agentes oxidantes pa-
rece ser paralela a la inhibicién de los
potenciales producidos por el carbacol,
lo que sugiere que ambos fendmenos
pueden depender del mismo cambio en
la proteina receptora.

Las observaciones anteriores sugieren
que la oxidacién de los grupos -SH va
acompafada de un cambio en la confi-
guracién, en la proteina receptora pa-
recido al que tiene lugar durante la
activacién [isiolégica del receptor.

Tioles y substancias reductoras

Se investigaron dos reactivos de este
tipo: 2-ME y GSH. El primero de ellos
ha mostrado poseer una accién extra-
ordinariamente constante y reproduci-
ble; su aplicacién a los receptores va
acompanada de una potenciacion con-
siderable de los potenciales de acetilco-
lina y carbacol. Esto puede demostrarse
o bien aplicando pulsos de 2-ME inme-
diatamente antes de los pulsos de acetil-
colina o carbacol. como se ilustra en la
figura 3 (véase la leyenda), o “inun-
dando” la superficie receptora mediante
una corriente continua de 2-ME. La
intensidad de los pulsos y corrientes de
esta substancia necesarios para observar
una potenciacién de las drogas colinér-
gicas es mucho mayor que la que debe
fluir, usualmente, por los cafiones de
carbacol o acetilcolina para producir
despolarizacién.

En algunes casos, no obstante, puede
observarse un antagonismo entre el 2-
ME y el carbacol o la acetilcolina.
Cuando, por ejemplo, el pulso de la
droga colinérgica se superimpone sobre
cl de 2-ME, la despolarizacién produ-



42 Gacrta MEnica pi MExico

Fic. 2.

Efecto de la aplicacién electroforética de GSSG. Esta fotografia muestra tres

barridos superimpuestos. En a se aplicd solamente un pulso de carbacol. En b, el pulso
de carbacol fue mmpuesto sobre el pulso més largo de GSSG; como puede verse el GSSG
indujo una despolarizacién lenta sobre la que se sumé el potencial de carbacol, En el
tercer barrido, la despolarizacién inducida tanto por el GSSG como por el carbacol disminuyé

considerablemente, Calibraciones: Vertical: 5mV y 10 x

cida disminuye, ¢ incluse llega a des-
arccer por completo. Lo mismo ocu-

rre, a veces, cuando s¢ pasa por el

ente continua

canén de 2-ME una cor

intensa mientras se aplican pulsos al
cafién de carbacol.

Como para expulsar de la pipeta el
2-ME es necesario emplear una corrien-
te negativa, puede uno atribuir tal an-
tagonismo a un mero artefacto téenico:
al arrastre o succidn eléctrica de los
cationes colinérgicos al interior del ca-

10-7 A: Horizontal: 50 mseg.

fion de 2-ME. No estamos convencidos,
sin embargo, de que esta sea la Yinica
explicacién, pues en algunas ocasiones.
al aumentar gradualmente la intensidacd
de la corriente de 2-ME, hemos visto
como los potenciales de carbacol han
disminuido primero para despuds au-
mentar, y
haber

por otra parte, no parece
una correlacién clara entre la
intensidad de la corriente de 2-ME y
la disminucién o desaparicién de los po-
tenciales de carbacol. No hemos estudia-
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Fiz. 3. Accidén potenciadora del 2-ME sobre los potenciales de carbacol. En « la am-
plitud de la despolarizacién inducida por pulsos de carbacol, de intensidad constante, au-
menta gradualmente cuando son precedidos de pulsos (negativos) de 2-ME. El potencial
de carbacol en la ausencia de 2-ME es el menor de los ocho potenciales registrades. En b
¢l potencial de carbacol aumenta al inundar la regién receptora por una corriente con-
tinua de 2-ME. Calibraciones: Vertical: 5 mV y 10 x 10-7A; Horizontal: &, 50 mseg:
b, 0.1 seg.

do aln sistematicamente cstas interac-  multiple. Preferimos, por tanto, dejar
ciones, que pueden depender, también. ¢l problema abierto.
de la geometria de cada micropipeta La accién potenciadora del 2-ME
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sobre los potenciales de acetilcolina y
carbacol se ha observado siempre, in-
cluso en misculos recién disecades, no
expuestos atn a ninguna droga; lo que
parece indicar que incluso en estas pre-

paraciones es posible alterar el equi
brio entre los grupes SH libres y las
uniones disulfuro en favor de los pri-
meros. Sin embargo, la intensidad del
efecto potenciador del 2-ME parece ser
mayor en sinapsis tratadas previamente
con agentes oxidantes o metales pesados.

El GSI ejerce efectos menos repro-
ducibles. En realidad, hemos observado
dos tipos de acciones de esta substancia,
una semejante a la del 2-ME, y otra
similar a la producida por GSSG; lo
que puede explicarse por la oxidacién
espontdnca del GSIT en el interior de
las pipetas.

Iones de metales pesados

Se han investigado los efectos de la
aplicacién  electroforética de Hgtt,
Cd++, Nit+, Fet+, Cutt, U0,
y Cot+, De ellos, solamente el ion
merciirico se considera como un reac-
tivo especifico de los grupos -SH, pues
los restantes metales pueden combinarse
con otros grupos funcionales de la pro-
teina que contienen nitrégeno y oxige-
no; siendo capaces, por tanto, de rom-
per enlaces de hidrégeno no sslo dentro
de la proteina sino, también, entre las
proteinas y los lipidos de Ja membrana.

"Se conoce, no chstante, que estos io-
nes bloquean, reversiblemente, la exci-
tabilidad y la conduccién nerviosal® 7
y ereimos interesante, por ello, investigar
sus efectos sobre los receptores colinér-
gicos; particularmente, por la capaci-

dad que poseen estos iones de distorsio-
nar la molécula proteinica, al combi-
narse simultidneamente con dos grupos
SH y formar puentes de tipo S-Me-S.

Todos los icnes metalicos que se pro-
baron ejercieron dos acciones. La pri-
mera es una despolarizacion, que se
ohserva solamente cuando se aplican a
los sitios de la membrana sensibles a la
acetilcolina o carbacol. careciendo de
acciones apreciables sobre el resto de la
fibra muscular. La segunda es un blo-
queo de la accién despolarizante de la
acetileolina y carbacol.

La figura 4 ilustra los efectos de
pulsos d= Hegt* (q), Cutt (b) y
Cot+ (¢), aplicados antes de pulsos
de carbacol. Nétese como el pulso de
cobre, a pesar de producir sclamente
una pequeiia despolarizacién, blogqued
totalmente el potencial de carbacol.

La potencia despolarizante de los di-
versos lones metalicos varia considera-
blemente. Es maxima para el mercurio.
y minima para el cobre y cadmio, como
se ve en la figura 5, donde se expresa
la despolarizacién maxima observada
para cada metal en términos de m\V
por nC; asi como la razén de las des-
polarizaciones mdximas para cada me-
tal y el carbacol.

También varia la accién inhibidora
o bloqueadora de cada metal que es
maxima en el cobre y uranilo;-ion: este
altimo que exhibe una taquifilaxis se-
mejante a la observada con agerites oxi-
dantes. i

Un aspecto interesante de la accién
despolarizante de los metales pesados es
su reversibilidad;-es decir, el hecho de
que puedan producirse “potenciales de

Suplemento 2, Vol. 100, 1970



LA CONFORMAGION MOLECULAR EN EL GONTROL BIOLOGICO 45

metal” un gran ntmero de veces en el disminuya. La Unica excepcién a esta
mismo punto de la superficie de la fi-  regla es, como acabamos de mencionar,
bra, sin que la efectividad de los pulsos el ion uranilo, aunque sus efectos pue-
den invertirse por el 2-ME.

Tal reversibilidad no parece ser tini-
ca, pues se conocen varios ejemplos de
la desaparicién espontinea de la inhi-
bicibn producida en algunas enzimas
por ¢l ion Hg++ v los mercuriales or-
ganicos,'” un proceso que ha sido atri-
buido a una redistribuciin del metal
en la preparacion.

Teniendo en cuenta los resultados
descritos en las secciones precedentes,
pedemos intentar mterpretar las dos
acciones ejercidas por los iones metali-
cos. La primera, o sea la despolariza-
cién, puede atribuirse a dos factores:
i} a la formacién transitoria de mer-
captidos del tipo R-8-Me™ y ii) a la
formacién de puentes del tipo S-Me-S,
un fenémeno parecido al proceso oxida-
tiva, La accién inhibidora sobre el car-
bacol es, quizd, debida a la persistencia
transitoria (excepto en el caso del ion
uranilo) de tales puentes después del
pulso.

Fie, 4. Registros ilustrando los resultados
de la aplicacién electroforética de iones de
metales pesados. En a se ven tres potcnclar
les de carbacol. Dos de ellos van precedidos
por potenciales de Hgt, inducidos por los
pulsos largos de la izquierda. En b, se ve
como el potencial de carbacol es reducido
considerablemente por un puiso de jones
de Cu*t que produjo, de por si, una des-
polarizacién muy pequefia. En ¢, por il
umo, se ve un potencial de Co™* seguido
por un pulso de carbacol. Calibracione;:
Vertical: ¢, 2mV; b,y ¢, 5 mV y 10 x 10-7
A. Horizontal: 0.1 seg.
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Fic. 3. Potencia despolavizante relativa exhibida por los distintos metaies pesados
ensayados. En la grifica inferior se recogen las despolarizaciones méaximas olservadas con
cada metal, expresadas en milivoltios por nanoculombio. En la superior aparccen los mis-
mos resultados después de corregitlos tomando en cuenta la “eficiencia” y geometria de
tada micropipeta multiple. Para ello, las despolarizaciones méximas producidas por cada
metal se han dividido por la potencia relativa de los pulsos de ecarbacol correspondientes
a Ja misma posicién de la pipeta. Las razones de las despolarizaciones (r.dm.} destacan
mis la efectividad del mercurio seguida por el hierro y el cobalto.
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Discusion

Los resultados que se acaban de des-
cribir refuerzan la hipétesis de la natu-
raleza proteinica de los receptores co-
linérgicos y estdn en consonancia no
solo con los resultados mencionados de
Koshtoyanz, Alonso de Florida, Karlin
v sus celaboradores, sino con los mas
recientes de Karlin y Winnik® y Chan-
geux, Podleski y Meunier.'® Autores
cstos Ultimos, que han empleado la téc-
nica de marcacién de proteinas por afi-
nidad, de gran utilidad para el estudio
de anticuerpos y cnzimas (Ienton y
Singer,!Y Wofsy y Michaeli,??) en el
andlisis del bloqueo de la respuesta de
la clectroplaca al carbacol por el iodu-
ro de <-(N-maleimido) feniltrimetila-
menio, una substancia que bloquea el
receptor colinérgico v solamente si la
preparacién se ha tratado previamente
con ditiotreitol, y con p-{trimetilamo-
nic-benceno-diazonio-fluoroborato) .

Por otro lado, nuestras observaciones
suministran material abundante para es-
pecular sobre los posibles mecanismos
moleculares que determinan, o acompa-
fan, la activacién del receptor,

Hemos visto, ante todo, que el pro-
ceso de activacién requicre la presencia
de grupoes -SIH libres en la proteina re-
ceptora. Y el hecho de que al tratar los
receptores con 2-ME se potencie con-
siderablemente la accién de la acetil-
colina y carbacol indica que, incluso
en preparaciones [rescas, no todes los
grupos SH estén reducidos y dispuestos
a participar en el proceso de activacién.

Debe mencionarse, en este lugar, que
hemos encontrado diferencias muy sig-
nificativas per lo que se refiere a sus
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respuestas a algunos de los reactivos
cmpleados entre los misculos recién ex-
traidos del animal y aquellos manteni-
dos a 5°C durante 48 horas. Asi, la
potenciacion de los efectos de acetilco-
lina y carbacol por el PCMB se ohserva
exclusivamente en preparaciones fres.
cas. En las que han permanescido dos
dias en la nevera no solo esti ausente
tal potenciacién, sino que las respuestas
al PCMB tienden a extinguirse espon-
tancamente después de varios pulsos.
También se han encontrado diferencias
similares en los efectos del cobre, mer-
curio y agentes oxidantes.

Tal envejecimiento de la preparacion
puede interpretarse como debido a una
desnaturalizacién parcial de la proteina
receptora, acompanada de un aumento
en la tendencia a formar mercaptidos
—0 sea, a una disminucién en su capa-
cidad de reducir o regenerar grupos
-SH libres.

Como hemos visto, tanto la forma-
cién de merciptides, como la oxidacién
de los grupos SH van acompafiados de
activacién, pero es dificil adivinar cud-

les puedan ser las consecuencias comu-
nes de tales modificaciones sobre la con-
figuracién del receptor. Una hipétesis
atractiva, pero puramente cspeculativa.
es el asumir que esos cambios afecten
de algin modo las relaciones entre la
proteina y los lipidos de la membrana.

Es bien conocido el hecho de que la
membrana plasmatica posec una consis-
tencia fluida, que se hace aparente
siempre que al introducir un micro-
electrodo en la célula y al retirarlo des-
pués, vemos commo se sella rapidamente,
sin que en la misma se produzcan solu-
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ciones de continuidad permanentes. No
seria de extrafiar, por tanto, que un
rasgo fundamental en la funcién del
receptor estuviese 1‘&;)1'esel1tado por la
produccién de fugas o cortocircuitos 16-
nicos momentineos, euando la proteina
altere su forma; o, como propuso Wat-
kins?! cuando ciertos cnlaces entre la
proteina y las cabezas polares de los
fosfolipidos se rompan transitoriamente.

Nuestras observaciones sugieren, ade-
més, que la proteina receptora puede
existir en dos estados diferentes; reposo
(R) vy actividad (A), La reaccién
R — A se caracterizaria por producir
activacién, pero ésta no tiene lugar
cuando la proteina se altera en la direc-
cién contraria A —R.

En el estado R, los grupos SH es-
tarfan reducides. y el grado de activa-
cién producido por la reaccion R — A
dependeria del niimero de estos grupos.
Cuando la reaccién R — A es induci-
da por agentes oxidantes, los grupos
SH de la proteina permanecerian, a
menudo, oxidados y el receptor queda-
ria desensibilizado a las drogas colinér-
gicas. Podemos preguntarnos también
si, en general, el proceso de activacion
implica una oxidacién, o por lo menos,
favorece tal proceso.

Los cambios en el equilibrio dindmi-
¢o entre los grupos SH y S8-8 de la pro-
teina en reposo indudidos por el 2-ME
podifan favorecer ¢l proceso de acti-
vacidn, como parece suceder la mayoria
de las veces, pero también podrian im-
pedirla en algunas ocasiones lo que,
quizd, explicaria el antagonismo que a
veces se ha observado entre el 2-ME
v el carbacol.

No somos los primeros en proponci
que una alteracién del equilibrio entre
los grupos SH y las uniones 8-S de una
proteina membranacea tengo como
consecuencia un cambio de permeabili-
dad. Las investicaciones d= Rasmussen,
Echwarz y sus colaboradores,® * 21 so-
bre la accién de la vasopresina en la
vejiga urinaria del sapo, llevaron a
la conclusidn de que esta hormona se
une a los tejidos a través de un enlace
disulfuro que s¢ forma como conse-
cuencia de un intercambio cntre un
grupo -SH del receptor y otra unién
disulfuro presente en la misma hor-
mona.

Esta observacion les indujo a especu-
lar sobre el mecanismo responsable del
aumento de Ja permeabilidad vesical
para ¢l agua inducido por dicha hormo-
na. Y aunque ven gque existen, por lo
menos, tres diferentes posibilidades, las
tres hipétesis descansan sobre una base
comin: un cambio en la configuracién
de una proteina receptora producido
como consecuencia de una alteracién
en el equilibrio entre sus grupos azu-
frados.

Para concluir, debemos sefialar que
en el curso de estos experimentos he-
mos podido observar que los reactivos
que atacan los grupos SI y uniones 8-S,
ejercen también clectos muy marcados
sobre las terminaciones nerviosas pre-
sindpticas, pero éstos serdn objeto de un
estudio separado.

las investigaciones descritas en este ar-
ticulo han sido realizadas con ayuda de los
siguientes donativos: Research Grants Nos.
NS-05233 y NS-07464 Carcer Research
Asward No, K6N-14938 y Postdoctoral Fel-
lowship No. TW 1471. Todes de los Natio-
nal Institutes of Iealth, U.S. Department
of Health, Education and Welfare.
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