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METALES PRECIOSOS PARA LA VIDA

Discurso pronunciado por el
Ilmo. Sr. D. Miguel Angel de la Rosa Acosta,
en el Acto de Toma de Posesion como Académico Numerario,
celebrado el dia 5 de Noviembre de 2015.

A mis familiares y amigos.
A mis colaboradores del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis
y del Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja (cicCartuja)

Excmo. Sr. Rector Magnifico de la Universidad de Sevilla, Excmo. Sr. Presidente
de la Real Academia Sevillana de Ciencias, Ilmo. Sr. Director General de Investiga-
cién y Transferencia de Conocimiento de la Junta de Andalucia, Excmo. Sr. Presidente
del Instituto de Academias de Andalucia, I[lmo. Sr. Vicepresidente de la Real Academia
Sevillana de Ciencias, Excmos. e Ilmos. Sefores,, Compaiieros, amigos y familiares,
Seforas y sefiores.

PRIMERA PARTE
I. Gratulatoria y Recuerdos

Para un profesor universitario que desempefia buena parte de su trabajo alternando
el silencio de un despacho con el bullir de un laboratorio de investigacién, un acto como
el de hoy constituye la excepcidén que rompe el pasar rutinario de los dias. Pero no se
trata de una excepcion cualquiera, pues el ingreso como académico en la Real Sevillana
de Ciencias viene a reconocer y dar sentido a toda una vida de entrega a desentrafiar los
misterios de la ciencia y, por ende, a la bisqueda racional de la verdad.

Ciencia y Verdad, dos elementos selectivos de la vida entendidos como base para
construir una visién poética de la sola razén de ser como individuo. Al etélogo y evo-
lucionista Richard Dawkins, autor de El gen egoista, le debemos una expresion, “la
ciencia es la poesia de la realidad”, que precisamente refleja el interés del hombre por
adentrarse en el estudio de su propia existencia con las armas de la poesia, entendiendo
esta ultima en su mds estricto sentido etimoldgico y aristotélico (del griego “noinoig”,
“creacion”) como transformacién del pensamiento en materia. Este mismo sentido se
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deja entrever en la belleza de los versos de Gustavo A. Bécquer, representante maximo
del romanticismo sevillano del siglo XIX, en su Rima IV:

Mientras la ciencia a descubrir no alcance
Las fuentes de la vida,

Y en el mar o en el cielo haya un abismo
Que al cdlculo resista;

Mientras la humanidad siempre avanzando
No sepa a do camina;

Mientras haya un misterio para el hombre,
jHabrd poesia!

No puedo menos, pues, que comenzar enhebrando estas primeras lineas pronun-
ciando repetidas veces una sola palabra: gracias. El alto honor de ser reconocido y
admitido en esta docta instituciéon no me hace perder el horizonte. Como decia Miguel
de Unamuno, el atormentado Rector Perpetuo de la Universidad de Salamanca, “que no
me ciegue la ceguera del honor”.Y en absoluto el honor que me hacéis me ciega, antes
al contrario, me ilumina hasta hacerme ver vuestra extrema generosidad y benevolencia
al admitirme entre vosotros. Gracias a todos, muy en particular al presidente de la Aca-
demia, a los académicos de la seccién de Biologia que propugnaron mi candidatura y a
mi hermano Diego.

La cita “A hombros de gigantes” se le atribuye al fil6sofo neoplaténico del siglo XII
Bernardo de Chartres, quien queria significar asi que podemos ver mas y mds lejos que
los que nos precedieron, no por la agudeza de nuestra vista ni por la altura de nuestro
cuerpo, sino porque somos izados y sustentados por la magnitud de sus legados. En
efecto, el progreso y desarrollo de la humanidad se basa en el continuo fluir de avances
y descubrimientos de unas generaciones a otras. En el caso particular de los cientificos,
la transmision constante de saberes se basa en la auctoritas propia de la tan afiorada
relacién maestro-discipulo mds que en la potestas subyacente en el ahora imperante bi-
nomio profesor-alumno. Y fue la auctoritas de mi maestro, el excelentisimo académico
co-fundador de esta corporaciéon Manuel Losada Villasante, fundador también del Insti-
tuto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, la que me cautivé desde el inicio y la que me
ha guiado a lo largo de muchos afios. La perspicacia de su andlisis, la profundidad de
sus reflexiones, la capacidad para diferenciar el grano de la paja, como €l mismo gusta
decir, son cualidades innatas de todo un gigante de las ciencias bioldgicas.

Asimismo de gigante cabe calificar la obra del también excelentisimo académico
co-fundador de esta institucion Enrique Cerdd Olmedo, pionero en Espafia y creador
de la prestigiosa escuela sevillana de genética molecular, que generosamente ha acepta-
do pronunciar las palabras de contestacién a este discurso. Como alumno del profesor
Cerda en los ultimos cursos de la licenciatura en biologia por la Universidad de Sevilla,
aflos atrds, y como profesor compafiero en la asignatura “Bioquimica, Biotecnologia y
Sociedad” del Grado en Bioquimica, en afios recientes, pude y puedo admirar su envi-
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diable rapidez y agilidad mental y aprender, en la medida de lo posible, de su agudeza
inquisitiva excepcional.

De muchos otros también aprendi, tanto en lo cientifico como en lo personal, fuentes
que generosamente me hicieron participe de su infinito y nutritivo manar. Numerosos
y diversos en talante y caracter, en formacién y conocimiento, varios y distantes en
geografia y campos de accidn, durante mayor o menor tiempo, todos me enriquecieron
con su experiencia y dominio. Gracias, cronoldgicamente, a mis padres (QEPD), por
inculcarme el afdn por el buen saber y la ilusién por el bien hacer; a los RRPP Jesuitas,
por educarme en un modelo de vida con el compromiso social como exigencia diaria y
dltima; a mi hermano Fernando, catedritico de la Hispalense, por despertarme el inte-
rés por las bases quimicas de la vida; a José Maria Vega (Sevilla), por iniciarme, como
director de tesis, en la arena cientifica; a Paul Heelis (Connah’s Quay, Gales, Reino
Unido), por adiestrarme en el uso del laser para estudios cinéticos; a David Hall (Lon-
dres, Reino Unido), por revelarme las aplicaciones biotecnoldgicas de las microalgas;
a Miguel Garcia Guerrero (Sevilla), por animarme en las tareas de gestién y direccidn;
a Gordon Tollin (Tucson, AZ, USA), por descubrirme el mundo del nanosegundo y
los electrones en biologia; a Anténio V. Xavier (Oeiras, Portugal), por contagiarme su
capacidad de emocionarse con el descubrimiento cientifico; a Ivano Bertini (Florencia,
Italia), por abrirme las puertas al mundo de la resonancia magnética nuclear; a Robert
Huber (Munich, Alemania), por dejarme aprender a su lado y disfrutar de la humanidad
de un Nobel; a Joan J. Guinovart (Barcelona), Israel Pecht (Rehovot, Israel) y Angelo
Azzi (Boston, MA, USA), por instruirme en la diplomacia cientifica internacional.

La ciencia hoy es mas orquestal o coral que solitaria. La ciencia hoy no es batallar
al libre albedrio, como antafio fue, sino que requiere el abordaje concertado y sinérgico
desde multiples puntos de vista, con métodos complementarios y técnicas especializa-
das. Asi, el trabajo en red con colegas y laboratorios de todo el mundo nos ha permitido
avanzar por terrenos ignotos y alcanzar cimas de otro modo inalcanzables. Gracias,
pues, a todos ellos, con particular interés y amistad a Carlos Gémez-Moreno (Zarago-
za), Miguel Teixeira y Maria Armenia Carrondo (Oeiras, Portugal), Lucia Banci y Clau-
dio Luchinat (Florencia, Italia), Gerard Canters y Marcellus Ubbink (Leiden, Holanda),
Peter Hildebrandt (Berlin, Alemania) y Rita Bernhardt (Saarbriicken, Alemania).

Y precisamente por esa necesidad de trabajar en equipo, la entrega, generosidad
y esfuerzo de los colaboradores mds cercanos en el diario bregar del laboratorio son
elementos esenciales para escalar montafias y cumbres elevadas, para conseguir el éxito
de los proyectos planteados. Gracias a todos ellos y, en especial, a los que han asumido
conmigo responsabilidades de coordinacién y supervision del grupo, a los que antes
estuvieron y a los que ahora estdn, a José Antonio Navarro y Manuel Hervds entre los
primeros y a Antonio Diaz Quintana entre los segundos. Particular mencién quisiera
hacer de Irene Diaz Moreno, quien en los dltimos afios ha sabido conformar y liderar
un grupo bien cohesionado de jévenes ilusionados gracias a su brillantez intelectual,
sentido de equipo y capacidad para dar ejemplo de tesén y dedicacion.

Como toda aventura de vanguardia y riesgo, la investigacion cientifica requiere so-
porte financiero suficiente y sostenido en el tiempo, es decir, confianza y paciencia al
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margen de los vaivenes politicos del corto plazo y libres de la premura impuesta por la
busqueda de rentabilidades inmediatas. En este sentido debo agradecer a todos nuestros
patrocinadores, instituciones ptiblicas y empresas o fundaciones privadas, que de una
u otra forma, en un tiempo u otro, han confiado en nuestro trabajo. Entre los primeros
cabe destacar a la Unién Europea, la OTAN y los distintos departamentos ministeriales
y consejerias responsables de la politica cientifica en los Gobiernos central y autonémi-
co. Entre los segundos, Solvay (Bélgica), Volkswagen-Stiftung (Alemania), Fundacion
Ramoén Areces, Interox Quimica, Ebro Foods, Bruker, Grupo Medina, etc.

Desde mi incorporacién como profesor ayudante al Departamento de Bioquimica
Vegetal y Biologia Molecular de la Facultad de Biologia de Sevilla, alld por el afio 1977,
mi actividad investigadora se ha venido desarrollando en el antes citado Instituto de
Bioquimica Vegetal y Fotosintesis. Ubicado entonces en la propia Facultad, el Instituto
se trasladé en 1996 a su sede actual en el Parque Cientifico y Tecnoldgico de la Isla de
la Cartuja, donde comparte edificios e instalaciones con los Institutos de Investigaciones
Quimicas y de Ciencia de Materiales de Sevilla, todos ellos a su vez pertenecientes al
Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja (cicCartuja), que desde 2009
tengo el honor de dirigir. A las tres instituciones cotitulares del centro, el Consejo Su-
perior de investigaciones Cientificas (CSIC), la Junta de Andalucia y la Universidad
de Sevilla, les agradezco su apoyo continuo y confiado durante todos estos afios, tanto
durante las épocas de bonanza como durante los tiempos mds austeros e inciertos.

La ciencia es una actividad enormemente absorbente. Estar en vanguardia, luchar
por la primicia del descubrimiento, conocer en qué se afanan otros investigadores en
cualquier rincén del planeta requieren una dedicacién total y absoluta. Como si fuese
una carrera deportiva, el objetivo en ciencia es llegar a la meta y, si es posible, llegar el
primero. La unica férmula de éxito es, por tanto, el trabajo continuo y la capacitacidn, es
decir, el desarrollo de las aptitudes tanto innatas como adquiridas hasta llegar a alcanzar
el plus diferencial del ganador. Esfuerzo, vocacidn, constancia, entrega son palabras que
asociamos con normalidad al éxito en el deporte, y no cabe duda de que son también
los principios que imperan en el &mbito cientifico. Obvia decir que todo ello implica el
sacrificio y la abnegacién de los familiares y allegados mds proximos, que con frecuen-
cia padecen en silencio tanta urgencia y concentracion. Gracias, pues, a Lola, a Miguel
y Marta, a Maria Jos€ y Jos€, a mis hermanos, y a los amigos de siempre —muchos de
estos cual hermanos— por su carifio, paciencia y comprension a lo largo de afios y afios.

Y mi agradecimiento, por ultimo, al Sr. Rector, con especial cercania y amistad en
su condicién de investigador del cicCartuja, por haber hecho un hueco en su apretada
agenda a fin de presidir este acto y por su hospitalidad al acogernos en este Paraninfo
para un acto como el de hoy, que presumo tan entrafiable y familiar como universitario
y académico.
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SEGUNDA PARTE
Prologo y Resumen

Una vez sobrepasada la fase inicial gratulatoria y de recuerdos, procede avanzar
hacia la exposicion de observaciones cientificas originales que configuran el eje central
de este discurso, lo que afronto con la modestia de Juan Ruiz, mds conocido como Ar-
cipreste de Hita, en El Libro del Buen Amor, obra misceldnea maestra de la narrativa
medieval:

Por lo mismo que quiero seriamente escribir
tengo miedo de todo lo que debo decir,

pues mi ciencia es escasa, y os tengo que pedir
que vuestra ciencia logre mi ignorancia suplir.

En el afio 1992 tuve el honor de ser de los primeros en recibir el Premio a Jéve-
nes Investigadores de esta Real Academia, convocado de forma conjunta con la Real
Maestranza de Caballeria de Sevilla. El premio supuso el reconocimiento al trabajo de
todo un grupo de investigacion, cuya atencioén ya se centraba en el estudio de la rela-
cidn entre la estructura y la funcién de las metaloproteinas que actian como donadoras
de electrones al fotosistema I, complejo clorofilico anclado en las membranas de los
organismos fotosintéticos. En concreto, pretendiamos entender las bases estructurales
del reconocimiento molecular e interaccién que hacen posible que dos proteinas tan
distintas, desde el punto de vista estructural, como el citocromo ¢, (proteina con hierro)
y la plastocianina (proteina con cobre) puedan intercambiarse y donar electrones indis-
tintamente al fotosistema I.

En los afos que siguieron extendimos nuestros estudios a un amplio abanico de
organismos fotosintéticos, desde las cianobacterias mds primitivas a las plantas supe-
riores, pasando por las microalgas eucaridticas. De este modo pudimos comprobar que
el citocromo ¢, y la plastocianina poseen similitudes estructurales a nivel de superficie
y caracteristicas fisicoquimicas idénticas de los centros metdlicos que les permiten ser
reconocidas por el fotosistema I y donar sus electrones con igual eficiencia. Se trataba,
pues, de un ejemplo excelente de evolucidon convergente de proteinas, de evolucion bio-
l6gica a nivel molecular.

Teniendo en cuenta las disponibilidades relativas de hierro y cobre a lo largo de
la vida del planeta, lanzamos una hipétesis evolutiva para explicar nuestros hallazgos:
En la atmdsfera primitiva, de cardcter reductor, el hierro estaba mucho mds disponible
que el cobre para los seres vivos, ya que el hierro reducido (Fe*") es soluble en tanto
el cobre reducido (Cu*) precipita. A medida que la atmésfera fue torndndose oxidante
debido a la emisioén de dioxigeno por los organismos fotosintéticos, el hierro empez6 a
escasear y el cobre a hacerse disponible, ya que el hierro oxidado (Fe*") precipita y el
cobre oxidado (Cu?¥) se solubiliza. En estas condiciones, la vida evolucioné acomodan-
dose a la quimica cambiante del planeta, y viceversa. Al principio, cuando el hierro era
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mucho mds abundante que el cobre, los organismos fotosintéticos aprendieron a utilizar
citocromo c,, hasta que empezaron a sustituirlo por plastocianina cuando el cobre se
hizo mucho mads accesible que el hierro. Estos trabajos culminaron, pricticamente, con
la demostracion en 2003 de que las plantas, en el curso de la evolucién, perdieron la
capacidad de sintetizar citocromo ¢, y solo fabrican plastocianina.

Desde entonces, el grupo ha seguido trabajando con metaloproteinas, sobre todo de
hierro, si bien en un contexto diferente. Hace poco conseguimos identificar toda una
compleja red de proteinas en el citoplasma y en el nicleo de las células humanas y de
plantas que interaccionan con el citocromo ¢ en condiciones de muerte celular progra-
mada (conocida como PCD, del inglés “Programmed Cell Death”). El citocromo c es
una hemoproteina que se encuentra en la mitocondria, jugando un papel clave como
transportador de electrones en la cadena respiratoria en condiciones homeostéticas, pero
sale al citoplasma cuando la célula se prepara para morir y dispara la ruta de activacion
de caspasas, que son enzimas proteoliticas cuya funcion es desmantelar de manera or-
denada el entramado molecular de las c€lulas. El caracter de las proteinas identificadas
como dianas nucleocitopldsmicas del citocromo ¢ nos ha permitido proponer una hi-
pétesis unificada, en plantas y humanos, sobre el mantenimiento del equilibrio entre
la vida y la muerte celular: El citocromo ¢ extramitocondrial juega un doble papel al
inducir la muerte de las células, no solo disparando las rutas apoptéticas, como estd bien
establecido, sino también bloqueando las rutas de supervivencia, lo que es un concepto
original y relevante. Esta nueva vision del equilibrio metabdlico entre la vida y la muerte
podria ejemplificarse como sigue: Mientras los operarios estdn desmantelando una casa
de manera ordenada para reutilizar muebles, puertas y ventanas, no tiene sentido que
otros operarios estén instalando nuevos muebles, puertas y ventanas. De manera similar,
mientras las caspasas estdn desestructurando la célula segin un programa bien estable-
cido, no tiene sentido que las rutas metabdlicas normales (replicacién del DNA, sintesis
de proteinas, etc.) sigan fabricando nuevas macromoléculas y componentes celulares.

Las palabras que suceden estdn dedicadas, pues, al estudio de los metales, concre-
tamente de aquellos que se consideran esenciales para los seres vivos, de ahi el titulo
“Metales preciosos para la vida”. Y es la poesia, no solo en el sentido “creativo” del
término griego antes citado, sino también en el sentido “condensativo” de su etimologia
alemana (“Dichtung” significa “poesia”, pero la raiz es “dicht”, “denso”), la que marca
la pauta de este discurso, en el que se resume casi cuatro décadas tratando de desvelar
entresijos de la ciencia y su verdad.

L. Introduccion

De los mds de cien elementos que componen la Tabla Periédica de elementos quimi-
cos, apenas un puiado de ellos se encuentran en los integrantes moleculares esenciales
de los organismos vivos. De hecho, tan solo seis son los elementos mayoritarios de los
cuatro grandes grupos de macromoléculas que constituyen la materia viva, como son los
carbohidratos (o aztcares), los lipidos, las proteinas y los dcidos nucleicos. Estos seis
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elementos, denominados “elementos biogenésicos primordiales”, son: carbono, hidro-
geno, oxigeno, nitrégeno, fésforo y azufre (Losada et al. 1998-99).

Un segundo grupo de elementos propios de los seres vivos estd integrado por dos
metales alcalinos (sodio y potasio) y otros dos alcalino-térreos (calcio y magnesio).
Estos cuatro elementos, junto con el cloro, son los responsables principales del mante-
nimiento de los equilibrios idnicos en los fluidos biol6gicos. De hecho, la sustancia mas
parecida al plasma sanguineo es el agua de mar, reflejo de nuestro origen evolutivo hace
miles de millones de afio. Por otro lado, la continua creacion y disipacién de potenciales
electroquimicos de calcio, potasio y sodio a un lado y otro de las membranas bioldgicas
son la base de procesos fisioldgicos clave, como la contraccién muscular y la transmi-
sién del impulso nervioso. El magnesio, a su vez, es el elemento metélico esencial de la
clorofila, pigmento de color verde que absorbe la energia de la radiacion electromagné-
tica del sol para su transformacion en energia quimica util por los organismos vegetales.

Finalmente, un tercer grupo de elementos asociados a la vida estd constituido por
los “oligoelementos”, o “elementos traza”, denominados asi por encontrarse en canti-
dades mucho mas pequefias que los anteriores. La mayoria pertenece al primer periodo
de los metales de transicién. Suelen desempefiar una enorme diversidad de funciones,
como corresponde al hecho de que se encuentren formando parte de hasta el treinta por
ciento de las proteinas de un organismo. Como ejemplos representativos podemos citar
el manganeso, elemento esencial del complejo de oxidacion del agua en los organismos
fotosintéticos, o el vanadio, constituyente de la hemovanadina, equivalente a la hemog-
lobina de los mamiferos, para el transporte de oxigeno en los animales tunicados. El
molibdeno se encuentra en la mayoria de las enzimas que intervienen en el metabolismo
del nitrogeno y el cinc es clave en el sitio catalitico de la anhidrasa carbdnica, una de
las enzimas mads activas e importantes en el mundo vivo pues permite que el anhidrido
carbénico (CO,) sea transportado por la sangre de nuestro organismo desde las c€lulas,
donde se produce, hasta los pulmones, donde se expulsa al exterior. Pero entre todos
estos metales destacan el hierro y el cobre, como veremos a continuacion, por su rele-
vancia y distribucién universal entre los seres vivos (Losada et al. 1998-99).

Los metales han jugado un papel primordial en los sistemas bioldgicos desde el ori-
gen de la vida en la Tierra. Al parecer, las primeras reacciones de la quimica pre-bidtica
condujeron a la formacién de grandes moléculas complejas —e incluso de largos poli-
meros— gracias a la accidn catalitica coordinada de moléculas orgdnicas mas sencillas
con ciertos metales. La denominada “Teoria de la Arcilla”, en concreto, propone que
los elementos de cardcter metdlico o metaloide presentes en las arcillas facilitaron la
aparicién de las primeras formas de vida en el fondo de los mares y océanos. Estos se
caracterizaban por presiones y temperaturas elevadas, alto nivel de radiacién nuclear,
abundancia de sustancias ricas en energia y ausencia de oxigeno libre. En el curso de la
evolucion, muchos de estos metales quedaron integrados en las estructuras de las ma-
cromoléculas biolégicas, como las proteinas, dcidos nucleicos, etc.

A pesar del papel clave, esencial, de los metales en biologia, la percepcién que tiene
el hombre de la calle al oir hablar de los metales es mds bien negativa ya que se les
hace responsables de muchos de los graves problemas de contaminacién que padecen
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las sociedades mds desarrolladas. Se admite que los metales son fundamentales en el
mundo de hoy, en el mundo moderno, ya sea en la propia industria del metal, o metaldr-
gica —por ejemplo, para la fabricacién de automdviles—, o energética —por ejemplo, en
las centrales nucleares—, pero con frecuencia se hace referencia a los metales pesados
(mercurio, plomo, cadmio, talio) y a los metales radiactivos (uranio, plutonio) como
fuentes de contaminacion de la atmosfera, aguas y alimentos. Aparte los bien conocidos
accidentes en centrales nucleares (Fukushima, Cherndbil, Three Mile Island, etc.), un
ejemplo cercano de tales connotaciones negativas es el fatal accidente que ocurri6 hace
unos afios no tan lejos de aqui, en las minas de Aznalcéllar, cuando se rompid el muro
de contencién de una balsa de desechos y el agua contaminada de metales fue a parar
al rio Guadiamar, lo que provocé una enorme mortandad de peces y plantas a lo largo
de todo el cauce.

La percepcidn social es distinta si se habla de los conocidos como metales preciosos:
oro, plata y platino. Son elementos que permanecen inalterables e inertes desde el punto
de vista quimico, que no cambian en sus propiedades a pesar de estar expuestos a la
atmosfera oxidante. Son elementos muy codiciados y apreciados, de elevado valor co-
mercial, simbolos de riqueza y nivel econémico. Aparte el platino, cuyo descubrimiento
se debe al espaiiol Antonio de Ulloa en el siglo XVIII, el uso del oro y la plata es ances-
tral y se haya extendido en todas las culturas desde tiempo inmemorial, ya fuera entre
los gobernantes de las antiguas civilizaciones tartésicas o amerindias, ya fuera en las
monarquias mds recientes y otros grupos de poder. De ahi el calificativo de preciosos.

I1. El hierro y el cobre

También preciosos —o, quizd mejor, preciados— para los seres vivos son los elemen-
tos hierro y cobre. Y no son preciados por escasez o falta de inercia quimica, antes al
contrario, son muy abundantes en el planeta, de amplio uso en biologia y se deterioran
facilmente al contacto con la atmdsfera. Lo que les confiere su valor es el hecho de
ser elementos principales entre los metales que conforman el grupo de oligoelementos,
esenciales para el funcionamiento de nuestras células. Se encuentran en cantidades pe-
quefias, pero son criticos para la vida.

Tanto el hierro como el cobre son bien conocidos en la historia del hombre. Los al-
quimistas pronto los identificaron entre los distintos elementos naturales y, de hecho, asi
constan en sus primeras tablas. Se asociaban con dos dioses y sus respectivos planetas,
Marte y Venus; el hierro con Marte por la fortaleza del metal y el cobre con Venus por
su fragilidad y maleabilidad. En el famoso cuadro de Velazquez representando al dios
Marte, este aparece como un soldado fuerte y vigoroso; y en el no menos famoso cuadro
de Rubens representando a la diosa Venus, esta aparece mirdndose a un espejo de cobre
(Fig. 1). De hecho, los simbolos que usaban los alquimistas para representar el hierro
y el cobre son los mismos que hoy utilizamos para representar los sexos masculino y
femenino: el primero, un circulo con flecha en diagonal hacia arriba y a la derecha; el
segundo, un circulo con cruz hacia abajo (De la Rosa et al. 2011).

62



Miguel Angel de la Rosa Acosta

FIGURA 1
EL HIERRO Y EL COBRE SON LOS DOS ELEMENTOS METALICOS MAS FRECUENTES EN
LAS PROTEINAS METALIFERAS. BIEN CONOCIDOS POR LOS ALQUIMISTAS, EL HIERRO
SE ASOCIABA A LA FORTALEZA MASCULINA DEL DIOS MARTE Y EL COBRE A LA
FRAGILIDAD FEMENINA DE LA DIOSA VENUS

Marte / Hierro / Varén
Fe
1s? 2s%p* 3spid® 4s?
Venus / Cobre / Hembra
Cu
Rubens 152 25%p% 3s2pSdie ds!

Los dos elementos hierro y cobre se encuentran en los seres vivos formando parte de
una enorme diversidad de proteinas. Las de hierro se pueden clasificar en dos grandes
grupos: las proteinas heminicas y las no-heminicas. Las primeras alojan el grupo hemo
o sirohemo y las segundas contienen asociaciones de hierro y azufre muy variadas.

La mayor parte de proteinas heminicas poseen el grupo hemo tipico, derivado de
la ferro-protoporfirina IX, como son la hemoglobina de la sangre, cuya finalidad es
transportar el oxigeno aspirado en los pulmones y distribuirlo entre las células de nues-
tro organismo, o la mioglobina, responsable de la contraccién muscular. Este mismo
grupo hemo se encuentra en los citocromos, que son de tipos muy distintos (a, b, c, d,
f, P450, etc.) y realizan, por tanto, una enorme diversidad de funciones, la mayoria de
oxido-reduccion. El grupo hemo se encuentra, asimismo, en las oxigenasas, que son en-
zimas que usan el oxigeno para oxidar otros compuestos quimicos, en las peroxidasas,
que utilizan el peréxido de hidrégeno como oxidante, y en general en las enzimas de
6xido-reduccion, u 6xido-reductasas. El grupo sirohemo es un grupo hemo ligeramente
modificado, constituyente de enzimas como las reductasas de sulfito y nitrito.
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Las proteinas con hierro heminico constituyen, sin lugar a dudas, el grupo mds
numeroso y diverso de proteinas metaliferas, tanto desde el punto de vista estructural
como funcional. Por ejemplo, los citocromos del tipo ¢, como los que se analizan en este
trabajo, constituyen por si mismos un variado grupo de hemoproteinas cuyo cofactor
heminico se encuentra covalentemente unido a la cadena polipeptidica por dos enlaces
tioéteres. Estos enlaces se establecen entre los grupos vinilos del hemo y las cadenas
laterales de dos residuos de cisteina préximos en la secuencia aminoacidica, en el tipico
dominio Cys-Xxx-Yyy-Cys-His. Se han descrito hasta tres mecanismos diferentes de
modificaciones posteriores a la traduccidn, incluso dentro del mismo organismo, para
ensamblar no solo uno, sino varios grupos hemos a la cadena polipeptidica del apoci-
tocromo. Los citocromos multihémicos, por ejemplo, son frecuentes en las bacterias
extremofilas y pueden llegar a albergar hasta dieciséis cofactores heminicos. Todo ello
da idea de la enorme diversidad génica y gendmica que subyace detrds de este amplio
grupo de proteinas, resultado de la presion evolutiva a lo largo de millones y millones
de afios.

Las agrupaciones sulfoférricas de las proteinas no-heminicas son también muy va-
riadas en ndmero y relacién de dtomos de hierro y azufre, asi como en geometria y
disposicion espacial. Ello explica que las proteinas no-heminicas participen en una gran
variedad de reacciones, la mayoria de transferencia de electrones. A este grupo perte-
necen los transportadores ferredoxina y rubredoxina, y ciertas oxigenasas, hidrogenasas
0 nitrogenasas.

Entre las proteinas de cobre existe igualmente una enorme diversidad. Se agrupan en
cinco tipos, segun la arquitectura del centro metélico. Al tipo I, con cuatro ligandos de la
cadena polipeptidica en disposicion tetraédrica, pertenecen las denominadas proteinas
azules de cobre, como son la plastocianina, la azurina o la rusticianina. El tipo II, con
cuatro aminodcidos también actuando de ligandos si bien en forma de complejo plano
cuadrado, se encuentra en enzimas como la reductasa de nitrito, la dismutasa de supe-
roxido y las oxidasas de galactosa o grupos amino. El tipo III es un centro dinuclear,
con dos dtomos de cobre y una molécula de dioxigeno entre ellos, que se encuentra en la
hemocianina, responsable del transporte de oxigeno en los caracoles, y en la tirosinasa,
responsable de la hidroxilacion de los fenoles. Al tipo IV pertenecen las cuproproteinas
con tres centros mononucleares tipo I, como es la ceruloplasmina, principal proteina
transportadora de cobre en la sangre, y enzimas como la oxidasa de ascorbato y la la-
casa, responsable esta tltima del ennegrecimiento de la fruta cortada y expuesta al aire
por oxidacién de fenoles. Por dltimo, el tipo V se caracteriza por ser una combinacién
de dos centros de cobre, a saber: el cobre A (Cu,) dinuclear y el cobre B (Cu,) mononu-
clear; este tipo V se observa en la oxidasa de citocromo ¢ mitocondrial, o complejo 1V,
que es el dltimo complejo de proteinas de membrana de la cadena respiratoria y el que
cataliza la reduccién del oxigeno molecular a agua (Losada et al. 1998-99).
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II1. Evolucion convergente: citocromo c,y plastocianina

Entre las propiedades fisico-quimicas tipicas del hierro y el cobre cabe destacar que
ambos presentan un amplio abanico de valores de potencial de 6xido-reduccién en so-
lucién acuosa, dependiendo de los nimeros de oxidacion de las especies del par redox.
En biologia, cuando se encuentran formando parte integral de una metaloproteina, el
hierro oscila entre los estados ferroso (Fe?*) y férrico (Fe**) y el cobre entre los estados
cuproso (Cu'*) y cuprico (Cu*"). Los respectivos valores de potencial de reduccién de
estos dos pares en solucién acuosa a 25 °C son bastante diferentes, 0,77 voltios para el
hierro y 0,16 voltios para el cobre.

Sin embargo, cuando estos metales estdn inmersos en una matriz proteica, o cadena
polipeptidica, sus propiedades fisico-quimicas se pueden ver afectadas de tal modo que
los valores de potencial redox cambien de manera drastica. Precisamente esa capacidad
que tiene la matriz proteica de alterar las propiedades redox del centro metdlico es lo
que permite que las metaloproteinas, en general, presenten una enorme diversidad de
funciones en el interior de las células vivas. Asi sucede, por ejemplo, en el caso del cito-
cromo ¢, y la plastocianina, dos proteinas de tamafio pequefio y masa molecular similar
(ca. 10 kilodaltons), cuyos potenciales redox presentan un valor idéntico de 0,35 voltios
a pH 7. La primera es una proteina de hierro, con un grupo hemo convencional inserto
en una cadena polipeptidica de unos cien aminodcidos que se pliega conformando una
estructura globular con cuatro hélices de tipo alfa. La segunda es una proteina azul de
cobre tipo I, con un dtomo del metal ligado a la cadena polipeptidica (también de unos
cien residuos), que se pliega formando una ldmina beta en forma de barril (Fig. 2).

FIGURA 2
LA PLASTOCIANINA'Y EL CITOCROMO C; CONSTITUYEN UN EJEMPLO EXCELENTE
E EVOLUCION CONVERGENTE: DOS PROTEINAS DISTINTAS PARA UNA MISMA
FUNCION. LA PRIMERA ES UNA PROTEINA CON COBRE Y EL SEGUNDO
CONTIENE HIERRO HEMINICO

Plastocianina Citocromo ¢,
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Desde el punto de vista estructural, las dos proteinas son totalmente distintas, sin
relacién evolutiva aparente alguna y, sin embargo, exhiben el mismo valor de potencial
redox, un pardmetro que es clave en el gobierno termodindmico de la funcién y efi-
ciencia de las protefnas que intervienen en reacciones de intercambio de electrones. Tal
similitud en el valor de potencial redox significa que ambas proteinas poseen idéntica
capacidad de 6xido-reduccion —es decir, de transferencia de electrones— y, por tanto,
pueden participar a priori en una misma reaccién redox e intercambiar su funcién. De
hecho, ambas proteinas, el citocromo c, y la plastocianina, intervienen como transporta-
dores moviles de electrones entre los complejos proteicos de membrana de los organis-
mos que realizan fotosintesis oxigénica (plantas, microalgas y cianobacterias) y pueden
reemplazarse la una a la otra dependiendo de las condiciones cambiantes del medio,
como se describe a continuacion (De la Rosa ef al. 2002; Hervas et al. 2003).

FIGURA 3
LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES FOTOSINTETICO ESTA CONSTITUIDA
POR DIVERSOS COMPLEJOS PROTEICOS ANCLADOS EN MEMBRANA. GRACIAS A LA
ENERGIA DE LA LUZ, LOS ELECTRONES FLUYEN, CONTRA-GRADIENTE DE
POTENCIAL REDOX, DESDE EL AGUA HASTA EL NIVEL DEL ELECTRODO DE
HIDROGENO. PARA MAS DETALLES, VEASE EL TEXTO

Fid Sl

ESTROMA

La cadena fotosintética de transporte de electrones estd compuesta por dos foto-
sistemas clorofilicos, el fotosistema I (PSI) y el fotosistema II (PSII), asi como por el
complejo de citocromos b f, todos ellos anclados en la membrana tilacoidal (Fig. 3).

Con los tres complejos conectados en serie, uno detrds de otro, e impulsados por la
energia de los fotones absorbidos por los dos fotosistemas, los electrones fluyen desde el
agua (H,0), que sirve como fuente primaria, hasta la ferredoxina (Fd), que actia como
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sumidero y aceptor final de la cadena. Al oxidarse en el fotosistema II, el agua pierde
electrones y forma oxigeno molecular (O,), que se libera a la atmdsfera. Los electrones
extraidos al agua son transportados por la plastoquinona (PQ), que es una molécula de
cardcter hidréfobo y se mueve libremente dentro de la membrana, hasta el complejo
de citocromos b f. Este, a su vez, transfiere los electrones al fotosistema I a través de
una metaloproteina soluble de tipo redox que se encuentra en el lumen del tilacoide y
que es, precisamente, una de las dos proteinas isopotenciales que acabamos de citar, el
citocromo ¢, (Cc,) o la plastocianina (Pc). Al otro lado de la membrana, en el estroma,
los electrones salen finalmente del fotosistema I hacia la ferredoxina, proteina con agru-
pacion sulfoférrica de dos dtomos de hierro y otros dos de azufre; alternativamente, la
ferredoxina puede ser sustituida como sumidero de electrones por la flavodoxina (Fld),
que es una proteina con flavina como grupo prostético. En todo caso, esta dltima pro-
teina reducida, ya sea la ferredoxina o la flavodoxina, actda como centro distribuidor
de electrones hacia el metabolismo reductor asimilatorio de elementos biogenésicos, en
particular de carbono, nitrégeno y azufre.

El transporte de electrones desde el agua a la ferredoxina o a la flavodoxina conlleva
la creacion de un gradiente de pH, o diferencia de concentracion de protones (H*), a un
lado y otro de la membrana. En concreto, la acidulacion del lumen tilacoidal tiene lugar
por la liberacién de protones al oxidarse el agua en el fotosistema II, asi como por la
translocacién de protones del estroma al lumen en el ciclo redox de la plastoquinona
asociado al citocromo b f. El potencial electroquimico de protones asi generado se di-
sipa a través de la enzima ATP-sintetasa (ATPasa), que utiliza la energia liberada para
energetizar el ortofosfato, o fosfato inorganico (P,), y sintetizar trifosfato de adenosina
(ATP).

Centrando la atencion sobre el citocromo ¢, y la plastocianina, veremos que ambos
son transportadores mdviles de electrones desde el complejo de citocromos b f, donde
se reducen, hasta el fotosistema I, donde se oxidan. Las dos metaloproteinas son per-
fectamente intercambiables entre si, pero nunca suelen coexistir en la misma célula sino
que mas bien se fabrica una u otra dependiendo de las disponibilidades relativas de los
metales hierro y cobre. Asi, las c€lulas fabrican citocromo ¢, si disponen de hierro en
el medio o plastocianina si el cobre es mds abundante. Estamos, pues, ante un claro
ejemplo de evolucién convergente a nivel molecular: dos estructuras diferentes para una
sola funcién. El concepto es el mismo que el de la evolucién convergente de las alas de
los pajaros y murciélagos o las aletas de los peces y ballenas. Se trata, en todo caso, de
estructuras ancestrales distintas, con un origen evolutivo absolutamente diferente, que
van adaptdndose en el tiempo para acabar desempefiando la misma funcion.

La evolucién convergente de proteinas —y, en concreto, del citocromo ¢, y la plas-
tocianina— promovida por las disponibilidades relativas cambiantes de los elementos
quimicos en el planeta —y, en concreto, de los metales hierro y cobre— ha sido el objeto
principal de las investigaciones de nuestro grupo durante muchos afos.
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Uno de los primeros problemas que nos planteamos fue llegar a entender los meca-
nismos que gobiernan la interaccién de estos dos transportadores méviles, el citocromo
¢, y la plastocianina, con los complejos anclados en la membrana tilacoidal, a saber:
el complejo de citocromos b f'y el fotosistema I. Es decir, c6mo se produce no solo el
reconocimiento molecular entre el complejo de membrana y el transportador que se
acerca hasta el punto de permitir el acoplamiento de este ultimo sobre el primero en
el sitio de unidn especialmente disefiado para él, sino también el trasvase posterior del
electrén de uno a otro.

En este punto es clave entender que las proteinas, ya sean méviles o formando com-
plejos de membrana, tienen una determinada carga eléctrica global y cierta asimetria
en la distribucién local de la misma, como corresponde al contenido, distribucién y
variabilidad de residuos aminoacidicos de caricter dcido (aspartatos y glutamatos) o
basico (lisinas y argininas) que componen sus respectivas estructuras. El citocromo ¢,
y la plastocianina, por ejemplo, tienen a pH fisioldgico una carga eléctrica neta global
determinada —positiva o negativa, seglin el organismo— en funcién del contenido en
residuos de cardcter dcido o bdsico. Asi, la carga global de la proteina es negativa si
predominan los residuos acidos y positiva si predominan los bésicos. Pero, ademas, esos
residuos suelen situarse en la superficie, en contacto directo con la solucidn acuosa y
lejos de los residuos hidréfobos del interior, y distribuirse de manera asimétrica, lo que
genera un momento dipolar en la molécula. Pues bien, ese momento dipolar es crucial
para facilitar la correcta orientacidn y posterior interacciéon de la molécula mévil con el
complejo de la membrana, que a su vez también posee cierta asimetria en la distribucion
de cargas y, por consiguiente, su propio momento dipolar. Asi, cuando la proteina mévil
se encuentra en los alrededores de un complejo de membrana con carga electrostatica
global de signo contrario, se produce la atraccion entre ambos y la proteina mévil se
dirige hacia el complejo. Cuando estdn a una distancia menor, la proteina mévil debe
girar para acomodarse de manera correcta en su sitio de unién y anclaje en el complejo,
lo que hace por alineacion, o acoplamiento, de los momentos dipolares entre la proteina
movil y el complejo fijo anclado en la membrana, al igual que se repelen o atraen, segin
la orientacidn relativa, dos pequefias barritas imantadas (Fig. 4).

El razonamiento de partida, por tanto, fue tomar el momento dipolar del citocromo
¢, y el de la plastocianina como eje de referencia comun, es decir, como elemento inicial
comparativo para buscar las bases estructurales que expliquen su analogia funcional.
Asi, procedimos a calcular el momento dipolar de las dos proteinas de origen cloroplés-
tico, pues ambas presentan un claro carécter acidico en organismos eucarioticos. Orien-
tando los respectivos momentos dipolares en direccion este(negativo)-oeste(positivo), se
procedi6 a comparar el potencial electrostatico a nivel de superficie de las dos proteinas,
pudiéndose identificar una zona de carga electrostatica negativa bien delimitada en cada
molécula, tanto en el citocromo ¢, como en la plastocianina. A esta region, situada en
la cara “este”, se le denomin sitio 2, responsable del establecimiento de las fuerzas
electrostaticas en la interfase de interaccién con los complejos de membrana (Frazao et
al. 1995) (Fig. 5).
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FIGURA 4
EL ALINEAMIENTO DE MOMENTOS DIPOLARES PERMITE EL CORRECTO
ACOPLAMIENTO Y ANCLAJE DEL CITOCROMO ¢, QUE ES UNA PROTEINA SOLUBLE Y
MOVIL, SOBRE EL FOTOSISTEMA 1, QUE ES UN COMPLEJO PROTEICO INMERSO
EN LA MEMBRANA TILACOIDAL

Fotosistema I

[ muj.?}%eﬁt ;

Citocromo ¢,

FIGURA 5
CON EL MOMENTO DIPOLAR COMO ELEMENTO DE REFERENCIA, LA SIMILITUD
DE AREAS SUPERFICIALES DEL CITOCROMO ¢, Y LA PLASTOCIANINA EXPLICA LA
ANALOGIA E INTERCAMBIO FUNCIONAL DE AMBAS PROTEINAS. EL SITIO 1,0 CARA
NORTE, LO COMPONEN RESIDUOS HIDROFOBOS; EL SITIO 2, O CARA ESTE, LO
COMPONEN RESIDUOS ELECTROSTATICOS. PARA MAS DETALLES VEASE EL TEXTO

Sitio 1 Sitio 1

Citocromo ¢, Plastocianina
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Por otra parte, se realiz6 un cédlculo computacional para identificar el area con ma-
yor probabilidad de salida del electrén situado en el dtomo metélico del citocromo ¢, 0
en el de la plastocianina, es decir, para determinar por donde llegaria a la superficie el
electrén liberado por el hierro ferroso en el caso de la proteina heminica o por el cobre
cuproso en el caso de la cupredoxina. Esto permiti6 identificar las “zonas calientes” de
las dos proteinas desde el punto de vista redox. En el caso concreto del citocromo ¢, la
zona con mayor probabilidad de salida del electrén corresponde al grupo hemo, concre-
tamente al anillo C, pues el hemo se encuentra encajado en la proteina como si fuera una
moneda en una ranura y, por tanto, ligeramente accesible a la superficie. Y en el caso de
la plastocianina, el epicentro de la zona caliente corresponde a la histidina 87, uno de
los cuatro ligandos del d4tomo de cobre. La zona més activa asf identificada, tanto en el
citocromo ¢, como en la plastocianina, se caracteriza, ademds, por el predominio de los
residuos de cardcter hidr6fobo. A esta region, situada en la cara “norte”, se denomind
sitio 1, responsable del establecimiento de la ruta de transferencia de electrones en la
interfase de interaccion con los complejos de membrana (Navarro et al. 1997; De la
Rosa et al. 1999, 2002) (Fig. 5).

1V. Evolucion y geoquimica: biodisponibilidades de hierro y cobre

Como hemos indicado antes, el elemento clave impulsor de la evolucién convergente
que han sufrido el citocromo ¢, y la plastocianina ha sido la biodisponibilidad cambian-
te —es decir, su accesibilidad relativa a las células— de los dos elementos metalicos, el
hierro y el cobre, a lo largo de la vida del planeta (De la Rosa et al. 2011).

Uno de los principios bésicos de la biologia evolutiva es que la adquisicién de ali-
mento es el motor principal conductor de la evolucién de los seres vivos —ya sean bac-
terias, hongos, plantas o animales— con la consiguiente aparicion de nuevas especies.
A nivel celular, la norma sigue manteniendo todo su significado. Asi, las células vivas
luchan y se adaptan para conseguir del medio circundante los nutrientes primordiales,
incluyendo los elementos quimicos necesarios para fabricar sus propias moléculas. De
hecho, la captacion de los elementos y nutrientes necesarios para la vida celular puede
llegar a ser un problema grave si aquellos escasean en determinadas condiciones, aun-
que sea de manera temporal. En el caso concreto de los elementos quimicos, hay que
tener en cuenta que su disponibilidad a lo largo de la historia del planeta se ha visto
seriamente condicionada por la evolucion de la atmdsfera, que en sus inicios era muy
reductora y en la actualidad es muy oxidante.

Cuando se origina la Tierra, hace 4.500 millones de afios, no habia oxigeno libre,
todo el oxigeno estaba combinado. La atmdsfera era, por tanto, muy distinta a la actual,
que contiene un 21 por ciento de oxigeno molecular, o dioxigeno (O,). Los elementos
quimicos fueron respondiendo a esa atmoésfera cambiante, lo que hizo que su estado
redox y disponibilidad para las células fuera asimismo cambiando. En el caso del hierro
y el cobre, por ejemplo, estos se encontraban reducidos en forma de sulfuros ferrosos y
cuprosos en la atmosfera inicial, mientras que ahora suelen estar oxidados en hidréxidos
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férricos y 6xidos cupricos. Lo interesante de todo este proceso es que el hierro reducido
es soluble en agua y, por consiguiente, estaba muy disponible en el planeta primitivo,
mientras que el hierro oxidado actual precipita y no resulta, por tanto, accesible a las
células. Lo contrario ocurre con el cobre, que precipita en estado reducido y es mucho
mas soluble en estado oxidado. En resumen, la oxidacién del hierro y del cobre ha
conllevado cambios contrapuestos en sus disponibilidades relativas para las células: al
principio, el hierro era muy abundante y ficilmente accesible, pero no asi el cobre; en la
actualidad, el hierro escasea y el cobre se encuentra con facilidad.

Asumiendo, por tanto, que las disponibilidades relativas de hierro y cobre pudieron
haber condicionado la evolucién del citocromo ¢, y la plastocianina, nos planteamos
llevar a cabo un estudio comparado sobre la funcionalidad de ambas proteinas en or-
ganismos fotosintéticos de complejidad creciente. Asi, escogimos varias cianobacterias
(Nostoc, Phormidium, Prochlorothrix, Pseudanabaena y Synechocystis), microalgas
verdes (Monoraphidium), helechos (Dryopteris y Nephrolepsis) y plantas (Arabidopsis
y Spinacia). Las cianobacterias fueron los primeros organismos en realizar fotosintesis
oxigénica; se encuentran en ambientes naturales muy diversos y presentan una enorme
diversidad.

Mediante la técnica de espectroscopia de excitacion por laser, estudiamos las cinéti-
cas y eficiencias de interaccion del citocromo ¢, y la plastocianina con el fotosistema I
en los organismos indicados. Utilizando un ldser de rubi pulsado de alta potencia, que
excita las moléculas de clorofila del centro de reaccién fotosintético, se consigue tener
una elevada poblacion de fotosistemas excitados, con la consiguiente oxidacion del par
especial de clorofilas (P700) del fotosistema I. A continuacion, la vuelta al estado basal
inicial se puede seguir registrando en un osciloscopio los cambios de absorbancia de-
bidos a la reduccién del P700 y, por tanto, analizar en cada caso las cinéticas de trans-
ferencia de electrones desde la proteina donadora, ya sea citocromo ¢, o plastocianina,
al fotosistema clorofilico. Fue una sorpresa observar que las cinéticas varfan de manera
dréstica de unos organismos a otros, lo que revela diferencias significativas en sus efi-
ciencias funcionales. En lineas generales, pudimos concluir que los organismos euca-
ridticos, con cloroplastos diferenciados, presentan cinéticas bifasicas, en tanto que la
mayoria de las cianobacterias muestran cinéticas monofdasicas. En las cinéticas bifasicas
se puede apreciar con claridad una fase inicial muy rdpida de oxidacién de la proteina
donadora, seguida por una segunda fase mas lenta.

A fin de explicar las diferencias observadas, propusimos una serie de modelos ciné-
ticos, de complejidad creciente, que debieron ir evolucionando con el tiempo (Hervas
et al. 1995). Nuestra hipétesis era que las macromoléculas bioldgicas y, en particular,
las proteinas redox deben “aprender” a reconocerse de manera especifica e interaccionar
unas con otras con eficiencia para el desarrollo y vida normal de la célula. Vendria a ser
como los nifios cuando empiezan a caminar, que no nacen sabiendo: al principio andan
con torpeza, gatean y apenas se mantienen en pie, después se desplazan con equilibrio y
rapidez, y con los afios algunos hasta pueden correr y ganar competiciones deportivas.

Sobre esta base, clasificamos nuestros modelos cinéticos en tres tipos. El tipo I, mds
primitivo o menos evolucionado, el menos eficiente, corresponde a un modelo colisional
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en el que la transferencia del electron desde la proteina donadora (citocromo c, o plas-
tocianina) reducida (D) al fotosistema I oxidado (PSI_ ) se produce tras la colision de
la proteina mévil con el complejo anclado en la membrana:

Dred + PSIOX - Dox + PSIred

El tipo II, més evolucionado y eficiente, corresponde a un modelo con formacién de
un estado intermediario transitorio entre la proteina donadora y el fotosistema I detec-
table cinéticamente:

D ,+PSI --->[D_,+PSI ]--->D_+PS_,

Y el tipo III, el més desarrollado y eficiente, corresponde a un modelo en el que los
dos componentes del estado intermediario transitorio se reajustan y acomodan para es-
tablecer una ruta bien definida de transferencia de electrones, mucho mas rdpida, desde
el metal de la proteina donadora hasta el fotosistema I:

D_, +PSI_-—->[D_, +PSI ] -—->[D_, +PSI |*-->D_+PS_,

Asi pues, las proteinas que interaccionan entre si para transferirse electrones lo ha-
rian torpemente al principio, segiin un mecanismo sencillo basado en la probabilidad y
frecuencia de colision (tipo I). Con el tiempo evolucionarian para mejorar el reconoci-
miento molecular y prolongar la interaccion entre ellos (tipo II). Y, por dltimo, acabarian
experimentando ligeros cambios conformacionales y reajustes internos en el interme-
diario formado a fin de acelerar la transferencia del electrén de uno a otro, lo que expli-
carfa las cinéticas bifdsicas y la mayor eficiencia (tipo III).

De considerarse general, este principio deberia operar no solamente en la interaccion
del citocromo ¢, y la plastocianina con el fotosistema I, sino también en la interaccion de
las dos metaloproteinas con el otro complejo de la membrana tilacoidal, con el complejo
de citocromos b f. Puesto que el estudio era mucho mds simple y, por ende, abordable,
procedimos al andlisis a fondo y en detalle de las bases estructurales responsables de la
interaccion entre la plastocianina y el dominio soluble del citocromo f, que es una de las
subunidades integrantes del complejo b f. Para ello utilizamos dos cianobacterias, una
mesdfila (Nostoc) y otra extremofila (Phormidium), y comparamos los datos con los que
habia disponibles en la literatura para el dlamo (género Populus), una planta superior.

Pudimos comprobar que la plastocianina y el citocromo f'de la cianobacteria Nostoc
se acoplan literalmente formando un complejo transitorio en cuya zona de interaccién
se puede identificar con nitidez toda una serie de residuos de caracter dcido o basico,
negativos y positivos, que se acomodan formando una especie de cremallera de cargas
complementarias en una y otra proteina. Los residuos con carga electrostdtica de la
plastocianina cianobacteriana —en este caso, positivos, a diferencia de los residuos nega-
tivos de la plastocianina cloroplastica— se concentran, precisamente, en el denominado
sitio 2 del que hablamos anteriormente. Por otro lado pudimos identificar la zona de in-
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teraccion redox como el sitio 1 de la plastocianina, de cardcter hidréfobo, que es el que
permite el establecimiento de la ruta de transferencia de electrones. En otras palabras, la
plastocianina se une al citocromo f de manera electrostética, por atraccién de cargas de
signo contrario de las dos proteinas, mediante su sitio 2 electrostatico, si bien es la inte-
raccion de naturaleza hidréfoba a través del sitio 1 la responsable de que se establezca
la ruta de transferencia de electrones; los aminoacidos hidréfobos del sitio 1 sirven, por
otra parte, para eliminar moléculas de agua de la zona de interaccion, facilitando asi que
el electrén pueda pasar desde el &tomo de hierro heminico del citocromo f al 4tomo de
cobre de la plastocianina (Fig. 6).

FIGURA 6
LA ORIENTACION DE LA PLASTOCIANINA AL INTERACCIONAR CON EL
CITOCROMO f VARIA DE UNOS ORGANISMOS A OTROS. EL AREA MAS HIDROFOBA
DE LA PLASTOCIANINA (SITIO 1, 0 CARA NORTE) INTERVIENE TANTO EN
CIANOBACTERIAS COMO EN EL ALAMO, PERO LA ZONA ELECTROSTATICA
(SITIO 2, O CARA ESTE) PARTICIPA EN EL RECONOCIMIENTO EN GRADO VARIABLE,
SEGUN EL ORGANISMO. PARA MAS DETALLES, VEASE EL TEXTO

) Phormidium

Al comparar la interaccién de la plastocianina con el citocromo f'de otros organismos
se puede ver que hay una diferencia considerable entre el dlamo y las dos cianobacte-
rias, Nostoc y Phormidium. Asi, la interaccion hidréfoba a través del sitio 1 es evidente
en los tres organismos, pero la interaccion electrostdtica a través del sitio 2 solo se
establece en la planta y en Nostoc, pero no en Phormidium (Diaz-Moreno et al. 2005).

Si tenemos en cuenta que Phormidium vive en ambientes naturales a temperaturas
mucho mayores que Nostoc y asumimos que la vida se origind en ambientes extremos
a temperaturas elevadas, las diferencias observadas en las formas de interaccién de la
plastocianina con el citocromo f tienen una fécil explicacién teniendo en cuenta que la
temperatura no es mas que la manifestacion de la energfa cinética y velocidad de tras-
lacion de las moléculas. Asi pues, en los organismos termdfilos, menos evolucionados,
las moléculas en el interior de las células se mueven a una velocidad elevada y, por
tanto, la frecuencia de colision es suficiente para permitir el encuentro redox entre la
plastocianina mévil y el citocromo fintegrado en el complejo de citocromos b f, a su vez
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anclado en la membrana tilacoidal. Al pasar a ocupar nichos a menor temperatura, los
organismos resultantes —denominados mesdfilos— tuvieron que desarrollar mecanismos
complementarios que facilitaran la atraccidn, pues la frecuencia de colision por si mis-
ma no era suficiente, y recurrieron a las interacciones electrostaticas. En este sentido, las
interacciones electrostéticas tendrian una aparicién evolutiva posterior a las hidréfobas
y su finalidad serfa facilitar la atraccién y reconocimiento molecular entre las moléculas
cuando se han colonizado nichos a temperaturas mas bajas, es decir, cuando las molécu-
las se mueven a menor velocidad y la frecuencia de colision es tan baja que no permite
una transferencia de electrones eficiente para mantener la vida celular. Como deciamos
antes, las protefnas necesitan tiempo, tiempo para adaptarse y aprender a desarrollar su
funcién en la célula, exactamente igual que nosotros en la vida diaria al comenzar una
actividad de la que no tenemos conocimiento.

Finalizamos, pues, esta parte de la presentacion con la hip6tesis evolutiva que desa-
rrollamos a lo largo de varios afios y culminamos en 2005 (De la Rosa, 2003; Hervas
et al. 2003; Molina-Heredia et al. 2003; Diaz-Moreno 2005): Al principio, en un pla-
neta con atmosfera reductora y hierro abundante, la primera proteina que utilizaron las
cianobacterias para transferir electrones entre el complejo de citocromos b f'y el foto-
sistema I fue el citocromo c,. A medida que el oxigeno fotosintético fue acumuldandose
en la atmosfera y el cobre fue haciéndose accesible, al tiempo que las disponibilidades
de hierro soluble fueron disminuyendo, el citocromo ¢, fue dando paso a la aparicion
creciente de plastocianina. Y en la atmdsfera oxidante actual, con cobre en abundancia
y hierro limitado, la plastocianina ha llegado a ser el tnico transportador de electrones
entre el complejo de citocromos b f'y el fotosistema I en plantas. De hecho, el citocromo
¢, en plantas ha desaparecido tras evolucionar hacia un nuevo tipo de citocromo, deno-
minado ¢, (o tambi€n “c-like”, en inglés), de funcién alin desconocida. Por otra parte,
y al margen de la transicion desde el citocromo c, a la plastocianina, cada una de estas
proteinas habria ido evolucionando a lo largo de muchos millones de afios a fin de op-
timizar su propia eficiencia cinética. Las interacciones seguirian al principio el modelo
colisional de tipo I, pasarian después a desarrollar una mayor eficiencia cinética con el
mecanismo de tipo II y finalmente alcanzarian la maxima eficiencia con el mecanismo
de tipo III (Fig. 7).

En conclusion, el citocromo ¢, y la plastocianina constituyen un ejemplo excelente
de evolucién convergente a nivel molecular impulsada por las limitaciones en las bio-
disponibilidades relativas de los elementos quimicos constituyentes, lo que demuestra
que la vida ha ido evolucionando en sintonia con la quimica cambiante del planeta y, por
tanto, que la evolucion bioldgica estd gobernada por la geoquimica.

V. Citocromo c: una proteina clave para la vida y muerte celular
Al hablar de los metales y, en concreto, del hierro, hemos visto que existen distintos

tipos de proteinas heminicas, como los citocromos de tipo ¢, de los que a su vez existe
una enorme diversidad. Asi, el citocromo ¢ respiratorio posee una estructura parecida al
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FIGURA 7
LAS PRIMERAS CIANOBACTERIAS UTILIZARON CITOCROMO ¢, COMO TRANSPOR-

TADOR REDOX FOTOSINTETICO, CUANDO EL HIERRO ERA MAS ABUNDANTE QUE EL

COBRE EN EL PLANETA. EN EL CURSO DE LA EVOLUCION, LA PLASTOCIANINA FUE
SUSTITUYENDO AL CITOCROMO ¢, A MEDIDA QUE EL COBRE FUE HACIENDOSE MAS
DISPONIBLE QUE EL HIERRO. LAS PLANTAS ACTUALES SINTETIZAN PLASTOCIANINA
PERO NO CITOCROMO ¢,, QUE HA EVOLUCIONADO HASTA DAR LUGAR A UN NUEVO

CITOCROMO, EL. CITOCROMO c¢,, CUYA FUNCION AUN NO SE CONOCE

Citocromo ¢, Cit ¢
I II
Plastocianina I I
) ) Algas Plantas
Cianobacterias Eucaridticas Superiores

citocromo ¢, fotosintético, que acabamos de describir. Ambos son proteinas globulares,
de pequefio tamafo, de unos cien residuos aminoacidicos y un solo grupo hemo. En
ambos, los dos ligandos axiales del d&tomo de hierro, dispuestos perpendicularmente al
plano del hemo, son una histidina y una metionina de la cadena polipeptidica. Asimismo
interesante es su analogia funcional, como se detalla a continuacion.

El citocromo ¢ es una proteina bien conocida desde hace décadas. Se encuentra en la
mitocondria, orgdnulo responsable de la respiracién celular, y lleva a cabo una funcién
esencial en la cadena de transporte de electrones. En los dltimos afios, sin embargo, ha
conseguido despertar de nuevo enorme interés debido al descubrimiento de su papel
clave en los inicios de la muerte celular programada. Se denomina asi al proceso de
“suicidio” en el que entran las células tras recibir un estimulo especifico, ya sea externo
o interno, a fin de poner sus componentes celulares a disposicion de las células vecinas.
El citocromo c¢, por tanto, es una proteina bifuncional pues lleva a cabo dos funciones
distintas. En condiciones homeostaticas, o de funcionamiento normal de la célula, trans-
porta electrones en la mitocondria. Y en condiciones apoptéticas, o de muerte celular
programada, interviene en el desmantelamiento organizado de las estructuras celulares
(Diaz-Moreno et al. 2011; Gonzalez-Arzola et al. 2015a).

En respiracion, el citocromo c transfiere electrones entre dos de los complejos pro-
teicos anclados en la membrana mitocondrial, desde el complejo de citocromos bc, (0
complejo III) a la citocromo ¢ oxidasa (o complejo IV). Su funcién es equivalente, por
tanto, a la del citocromo c, en fotosintesis, es decir, actia como proteina mévil trans-
portadora de electrones entre dos complejos de membrana. De hecho, el complejo de
citocromos b f fotosintético y el de citocromos bc, respiratorio funcionan de manera
similar y presentan una gran semejanza estructural, como corresponde a su origen evo-
lutivo comiin (Fig. 8).
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FIGURA 8
AL IGUAL QUE LA CADENA REDOX FOTOSINTETICA, LA CADENA DE TRANSPORTE
DE ELECTRONES RESPIRATORIA ESTA CONSTITUIDA POR COMPLEJOS PROTEICOS
ANCLADOS EN MEMBRANA. EN ESTE CASO, LOS ELECTRONES FLUYEN A FAVOR DE
GRADIENTE, CON LIBERACION DE ENERGIA, DESDE EL NIVEL DEL ELECTRODO DE
HIDROGENO HASTA REDUCIR EL OXIGENO A AGUA. PARA MAS DETALLES,
VEASE EL TEXTO
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En mamiferos, cuando la célula entra en apoptosis, el citocromo c¢ sale de la mito-
condria y se une en el citoplasma al factor inductor de proteasas apoptdticas, de manera
abreviada conocido como Apaf-1 (del inglés, “Apoptosis protease-activating factor-17).
Apaf-1 se encuentra normalmente en estado plegado pero se abre cuando el citocromo
¢ interacciona con €l —en concreto con el dominio WD40, sitio de reconocimiento del
citocromo ¢ en Apaf-1-. En su conformacion abierta, siete unidades de Apaf-1, cada
una con una molécula de citocromo ¢ asociada, se unen para formar una superestructura
denominada apoptosoma. Este, finalmente, promueve la activacién de la ruta de caspa-
sas (del inglés, “cysteine-dependent aspartate-directed proteases”), que son enzimas
proteoliticas para la degradacion de los componentes celulares.

En base a nuestra experiencia en citocromos, decidimos abordar el estudio de las
bases estructurales que pudieran explicar la diversidad funcional del citocromo c, tanto
en respiracion como en muerte celular programada.

VI. Citocromo c en respiracion
En los ultimos afios se ha abierto un fuerte debate sobre el mecanismo y modo de

accién del citocromo ¢ en la cadena de transporte de electrones mitocondrial, habiendo
surgido dos hipdtesis contrapuestas.
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Segun el modelo de “mosaico fluido”, asumido sin discusién hasta hace poco, los
cuatro complejos de la cadena (complejos I, I, III y IV) se disponen en la membrana
mitocondrial de forma aislada e independiente. La conexién entre ellos se realiza de
manera secuencial y ordenada mediante transportadores moviles y en el caso concreto
de los complejos IIT y 1V, por el citocromo c. Ello implica que el citocromo ¢ oxidado
interacciona con el complejo III, toma un electrén, se disocia una vez reducido, se des-
plaza en busca del complejo 1V, interacciona con este, le cede el electrén antes recibido
y se disocia del complejo IV una vez oxidado para volver al complejo III y empezar
un nuevo ciclo. De manera andloga, por tanto, a como realiza su tarea el citocromo ¢,
fotosintético. El modelo de “mosaico s6lido”, mucho mds reciente, asume que los com-
plejos no se encuentran aislados individualmente sino asociados en estructuras de orden
superior denominadas supercomplejos. De hecho, se ha demostrado que los complejos
I, IIT y IV pueden asociarse formando lo que se ha dado en llamar “respirasoma”, tipico
supercomplejo del modelo sdlido. Al parecer, ambos modelos pueden coexistir en la
mitocondria.

Una pregunta que inmediatamente se plantea en el modelo de mosaico sélido es
como se produce el transporte de electrones entre los complejos III y IV mediado por
citocromo c. A fin de abordar esta cuestion en nuestro laboratorio, centramos la atencion
sobre la interaccion del citocromo ¢ con el citocromo c,, que es la subunidad integrante
del complejo III que actda como donador inmediato de electrones al citocromo c. Ade-
mas, la estructura cristalogréfica del complejo III con el citocromo ¢ en levaduras estaba
resuelta desde hacia afios.

Procedimos a trabajar con el dominio globular del citocromo ¢, al que se le habia
truncado la hélice alfa hidréfoba que lo mantiene anclado al complejo III, y analiza-
mos su interaccion con el citocromo c. A diferencia de lo que se habia observado en la
estructura cristalogrifica, nuestro andlisis inicial reveld, no sin cierta sorpresa, que el
citocromo ¢, posee dos sitios de unién de citocromo ¢ y puede, por tanto, alojar simul-
taneamente dos moléculas de citocromo c. A uno lo denominamos “sitio proximal” y al
otro, “sitio distal”. El sitio proximal, como el nombre indica, permite un mayor acerca-
miento del grupo hemo del citocromo ¢ al grupo hemo del citocromo c,, mientras que
el citocromo c alojado en el sitio distal se encuentra a mayor distancia del grupo hemo
del citocromo c,. La molécula de citocromo ¢ en el sitio proximal podria recibir direc-
tamente electrones del citocromo ¢, en tanto que la molécula en el sitio distal estaria en
situacidn de espera para poder pasar al sitio proximal y recibir electrones.

La simulacién computacional de la interaccién del citocromo ¢ con el citocromo
c, en presencia de la proteina de Rieske, que es el componente del complejo be, mas
proximo a los sitios de unién de citocromo c, reveld que las dos moléculas del cito-
cromo c se pueden alojar simultdineamente en los sitios proximal y distal, sin que haya
ninglin impedimento estérico. Asimismo, se pudo comprobar que la tnica molécula
de citocromo c¢ asociada al complejo bc, de levaduras en la estructura cristalografica
descrita en la literatura solapa plenamente con la molécula de citocromo ¢ alojada en
el sitio proximal de nuestro modelo, quedando sin ocupar el sitio distal en la estructura
cristalogréfica (Fig. 9).
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FIGURA 9
EL CITOCROMO ¢, COMPONENTE DEL COMPLEJO I DE LA CADENA DE
TRANSPORTE DE ELECTRONES MITOCONDRIAL, PUEDE ASOCIAR DOS MOLECULAS
DE CITOCROMO ¢ SIN QUE HAYA IMPEDIMENTO ESTERICO ENTRE ELLAS NI CON LA
PROTEINA DE RIESKE, OTRA SUBUNIDAD DEL COMPLEJO III. PARA MAS DETALLES,
VEASE EL TEXTO

Citocromo ¢
(Sitio proximal)

Citocromo ¢
(Sitio distal)
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El complejo de citocromos bc,, o complejo II1, suele encontrarse en forma dimérica,
asociado a los complejos I y IV en el respirasoma. Nuestros datos sugieren, por tanto,
que cada unidad integral del respirasoma podria albergar al mismo tiempo hasta cuatro
moléculas de citocromo ¢ unidas al complejo III, a su vez estrechamente asociado al
complejo IV. De este modo la conexién redox entre los complejos Il y IV tendria lugar
por canalizacién de electrones a través de las moléculas de citocromo ¢ unidas de forma
estable y no por el transporte de electrones convencional mediado por moléculas mo-
viles de citocromo c. Vendria a ser como una especie de puente de barcas flotante que
facilitarfa la conexion entre los complejos Il y IV, lo que harfa mucho més fécil y rdpida
la transferencia de electrones y, por consiguiente, aumentaria la eficiencia de la cadena
de transporte respiratorio (Moreno-Beltran er al. 2014). Ademds, se reduciria el desa-
rrollo de enfermedades relacionadas con la produccion de especies reactivas de oxigeno.

VII. Citocromo c en la muerte celular programada

La otra funcién que hemos comentado para el citocromo ¢ concierne a su interven-
cion en la muerte celular programada, que, como el nombre indica, es un mecanismo
de degradacién controlada que tiene lugar al final de la vida celular, cuando los compo-
nentes integrantes de las células pasan a disposicion de las células vecinas. La muerte
programada es crucial para el gobierno de la proliferacién celular y, por ende, de la
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regulacion de procesos bioldgicos como la diferenciacion y el desarrollo en organismos
multicelulares. Su falta de control, por consiguiente, es causa de innumerables enferme-
dades, como el cancer o el envejecimiento.

Existen dos rutas de muerte celular programada, una extrinseca y otra intrinseca,
segtn la naturaleza del factor inductor. Los estimulos externos pueden ser radiacio-
nes ultravioletas o moléculas exdgenas que interaccionan con receptores especificos
transmembrana en la superficie de la célula. De esta forma se inicia la cascada de sefia-
lizacién en el interior celular, disparando la ruta de las caspasas degradativas. Alterna-
tivamente, ciertos procesos internos, como el estrés oxidativo, pueden desencadenar la
ruta intrinseca, que asimismo acaba disparando la activacion de las caspasas.

El estrés oxidativo, en concreto, resultante de la produccién excesiva de especies
reactivas de oxigeno en la mitocondria (ROS, del inglés “Reactive Oxygen Species”) o
el estrés a nivel de reticulo endopldsmico provocan la salida del citocromo ¢ mitocon-
drial. Este, como deciamos antes, interacciona en el citoplasma con el factor inductor
de apoptosis Apaf-1, formando el apoptosoma y activando la ruta de degradacién de
caspasas.

El papel del citocromo ¢ en muerte celular programada es objeto de amplio debate
desde hace ya algunos afos, pues parece que existen otras muchas interacciones en-
tre distintos organulos de la célula y todo un mecanismo orquestado para provocar la
muerte. Por ejemplo, el citocromo c, tras ser liberado de la mitocondria, interfiere con
los receptores del inositol trifosfato en la membrana del reticulo endoplasmico, lo que
promueve una salida masiva de calcio al citoplasma, que a su vez estimula la salida
del citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma en un proceso que se retroalimenta y
amplifica. En todo caso, la liberacién masiva del citocromo ¢ permite la unién de este a
Apaf-1y la formacién del apoptosoma.

Un aspecto intrigante desde hace décadas es que la concentracion de citocromo ¢
en el interior de la mitocondria es bastante mayor que la que se requiere para su fun-
cionamiento redox, en condiciones homeostéticas, en la cadena respiratoria. De hecho,
la concentracion de citocromo c en el espacio intermembrana puede llegar hasta 5 mi-
limolar, esto es, del orden de diez veces superior a la concentracién que se considera
necesaria y suficiente para el transporte de electrones.

Existen otras cuestiones enigmadticas al comparar la funcién del citocromo ¢ extra-
mitocondrial en diversos animales. En mamiferos estd muy bien establecido y definido
el reconocimiento del citocromo ¢ por Apaf-1 que acabamos de describir, pero no asi
en otros organismos, como el gusano Caenorhabditis elegans o la mosca Drosophila
melanogaster. En ambos se produce la salida del citocromo ¢ mitocondrial, pero no
parece que este sea necesario para la formacion del apoptosoma. En el caso de C. ele-
gans, por ejemplo, la proteina equivalente a Apaf-1, denominada CED-4, no presenta
dominios WD40 de unién a citocromo c. Y en Drosophila, 1a proteina homdloga a Apaf-
1, denominada Dark, si contiene dominios WD40 pero la formacién del apoptosoma es
independiente de citocromo c.

En plantas, el papel del citocromo ¢ en muerte celular programada es atin mas desco-
nocido. Las células vegetales responden a infinidad de estimulos que provocan la muer-

79



Real Academia Sevillana de Ciencias - Memorias 2015

te de manera programada, sobre todo hormonas como el etileno, el d4cido jasmonico, el
dcido salicilico, el dcido giberélico, etc. Cuando la célula pierde el control de respuesta
a estos agentes tiene lugar una produccién excesiva de radicales libres y otras especies
reactivas de oxigeno y, al igual que ocurre en c€lulas animales, el estrés oxidativo re-
sultante provoca la salida del citocromo ¢ mitocondrial. Sin embargo, nuevamente aqui
nos encontramos con que se desconoce el “interlocutor” del citocromo c¢ liberado al
citoplasma; en plantas, de hecho, no se ha encontrado caspasas propiamente dichas ni
estructuras anédlogas a Apaf-1 o al apoptosoma.

En el grupo de investigacién nos planteamos, por consiguiente, toda una serie de
interrogantes. (Es la liberacién del citocromo ¢ en muerte celular programada una coin-
cidencia evolutiva o hay piezas que atin faltan en el puzle interactémico del citocromo
c? (Por qué las células eucaridticas acumulan cantidades tan elevadas de citocromo ¢ en
la mitocondria? ;Tal exceso de citocromo c es initil o tiene una funcién atin desconoci-
da? ;La funcién del citocromo ¢ extramitocondrial es solo interaccionar con Apaf-1 en
el citoplasma para formar el apoptosoma o el citocromo ¢ juega un papel mds amplio y
diverso como desencadenante de la muerte celular programada? ;Y por qué la presencia
del citocromo c en el nicleo?

VIII. Biisqueda de nuevas dianas del citocromo c

La hipétesis de trabajo inicial fue que el citocromo ¢ es un elemento metabdlico de-
terminante del transito de la vida a la muerte de las células y, por tanto, que el citocromo
¢ extramitocondrial debe interaccionar con otras proteinas en el citoplasma y/o en el
nucleo atn desconocidas (Martinez-Fabregas et al. 2013, 2014a).

El proyecto se abordé desde un punto de vista evolutivo, comparando células huma-
nas y vegetales y combinando los andlisis protedémicos con las técnicas de cromatografia
de afinidad. De este modo, se identificaron hasta un total de veinticuatro proteinas hu-
manas y nueve de la planta Arabidopsis como potenciales nuevas dianas del citocromo
c. La significacion bioldgica real de la mayor parte de las nuevas interacciones se pudo
verificar en el interior de las células por complementaciéon bimolecular de fluorescencia
(conocida como BiFC, del inglés “Bimolecular Fluorescent Complementation”). De
hecho, harto interesante fue observar la localizacién especifica de cada interaccién, pues
tanto en las células humanas como en las células de la planta, la mayoria de las nuevas
dianas interaccionaron con el citocromo c en el citoplasma, otras lo hicieron en el ni-
cleo, y algunas formaron complejos nucleocitopldsmicos con el citocromo c.

En la Tabla I se relacionan los dos grupos de proteinas, humanas y vegetales, cuya
interaccién con el citocromo ¢ se pudo demostrar experimentalmente mediante técnicas
biofisicas diversas, como la resonancia magnética nuclear, la calorimetria de titulacion
isotérmica, la resonancia de plasmones de superficie e incluso la modelizacién compu-
tacional.
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TABLA I
PROTEINAS QUE CONFORMAN LA RED DE INTERACCIONES DEL CITOCROMO ¢
EXTRA-MITOCONDRIAL EN CONDICIONES DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA

PROTEINAS DIANA EN CELULAS HUMANAS

Acrénimo Nombre Localizacién
ALDOA Aldolasa A Citoplasma
ANP32B Fosfoproteina nuclear acidica 32B Nucleocitoplasma
elF2-alfa Factor de iniciacion de la traduccién 2-alfa eucarié- | Citoplasma
tico

hnRNP C1/C2 Ribonucleoproteina heterogénea nuclear C1/C2 Nicleo

HSPAS Proteina 5 de choque térmico de 70 kDa Citoplasma

MCM6 Complejo de mantenimiento del minicromosoma 6 | Citoplasma

NCL Nucleolina Nucleocitoplasma

SET Proteina oncogénica nuclear SET Nicleo

STRAP Proteina asociada al receptor de la kinasa de serina/ | Nucleocitoplasma
treonina

YWHAE 14-3-3 epsilon Citoplasma
PROTEINAS DIANA EN CELULAS DE PLANTA

Acrénimo Nombre Localizacion
BiP1 Proteina 1 de unién luminal Citoplasma
BiP2 Proteina 2 de unién luminal Citoplasma
elF2-gamma Factor de iniciacién de la traduccién 2-gamma Citoplasma
GAPC1 Deshidrogenasa del gliceraldehido-3-fosfato C, Citoplasma

subunidad 1
GLY2 Hidrolasa del hidroxiacilglutation Citoplasma
NRP1 Proteina 1 relacionada con la proteina 1 del Nucleo
ensamblaje del nucleosoma NAP1
RD21 Proteinasa de cisteina RD21 Citoplasma
Sm/D1 Ribonucleoproteina nuclear pequefia D1 Nucleo
TCL (o AtALY1) Factor homdlogo al coactivador de la transcripciéon | Nicleo
(0 AtALY 1)

Teniendo en cuenta las funciones descritas en la literatura para las nuevas proteinas
que interaccionan con el citocromo ¢, pudimos forjar toda una serie de interacciones del
citocromo ¢ con sus dianas proteicas y también de estas con sus dianas respectivas. Es
decir, definimos toda una red de sefales centrada en el citocromo ¢, con proteinas que
interaccionan directamente con el citocromo ¢ y de estas, a su vez, con otras proteinas
de la célula (Fig. 10). Al agrupar las nuevas dianas atendiendo a sus funciones principa-
les pudimos observar que la mayoria participa en procesos idénticos en células humanas
y vegetales, como son la traduccién de sefiales, la regulacién transcripcional, el metabo-
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lismo energético, la regulacién de la traduccién o el metabolismo del ARN mensajero.
Otras, las menos, intervienen en procesos especificos de cada organismo, como son el
estrés oxidativo y la degradacién dependiente de cistein-proteinasas en células humanas
o el ensamblaje del citoesqueleto y la homeostasis del calcio en células de plantas.

FIGURA 10
EL CITOCROMO ¢ HUMANO INTERACCIONA CON UNA AMPLIA RED DE PROTEINAS,
TANTO EN EL CITOPLASMA COMO EN EL NUCLEO, CUANDO LAS CELULAS SE
PROGRAMAN PARA MORIR DE FORMA ORDENADA. DE MANERA SIMILAR SUCEDE
EN LAS CELULAS DE PLANTA. PARA MAS DETALLES, VEASE EL TEXTO

A raiz de los resultados obtenidos, se hizo un andlisis funcional comparado de las
nuevas dianas a fin de conseguir su integracion en una red de sefializacion comtn en
células humanas y vegetales. Aparte los procesos especificos ya indicados en células
de uno u otro tipo, pudimos observar que buena parte de las dianas son andlogas fun-
cionales, es decir, hay una serie de proteinas diana que cumplen exactamente la misma
funcién en células humanas y en células de plantas. En concreto, identificamos el factor
elF2-alfa en células humanas y el elF2-gamma en células de planta, que son andlo-
gos funcionales en el proceso de sintesis de proteinas; las proteinas HSPAS5 humana y
BiP1/2 vegetales, responsables del plegamiento de proteinas; la ALDOA humana y la
GAPCI vegetal, enzimas del metabolismo del glicerol 3-fosfato; y, por dltimo, las cha-
peronas de histonas SET humana y NRP1 de plantas, ambas localizadas en el nicleo.
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Todo esto indica que hay una analogia funcional entre las células vegetales y anima-
les y, por tanto, un paralelismo y origen evolutivo comtin de los mecanismos, hasta aho-
ra desconocidos, que conducen a la muerte celular programada inducida por citocromo
¢ en plantas y humanos.

IX. Dianas del citocromo c andlogas en plantas y humanos

Al observar la sorprendente analogia funcional de dianas en células humanas y ve-
getales centramos la atencién sobre dos de ellas y, en concreto, sobre SET y NRP1, que
son las primeras proteinas de localizacién nuclear de las que se describe su interaccién
con el citocromo c. SET es una proteina multifuncional de células humanas, cuyas acti-
vidades principales se relacionan con el ensamblaje del nucleosoma y con la inhibicién
de fosfatasas y agentes supresores de tumores. NRP1 es una proteina tipica de células
vegetales, homologa de SET, que asimismo participa en el ensamblaje del nucleosoma
y presenta actividad inhibidora de fosfatasas.

Puesto que el citocromo ¢ de células humanas y vegetales posee una enorme ho-
mologia estructural, utilizamos diversas técnicas biofisicas a fin de encontrar las bases
estructurales que pudieran explicar la analogia funcional de SET y NRP1. La resonan-
cia magnética nuclear, en particular, permiti6 identificar los residuos de superficie del
citocromo c situados en la zona de interacciéon con SET y NRP1. Observamos que los
aminodcidos de contacto configuran un drea bien delimitada, con el grupo hemo en el
centro, tanto en el citocromo ¢ humano al interaccionar con SET como en el citocromo ¢
de plantas al interaccionar con NRP1. El grupo hemo, como hemos visto anteriormente,
se encuentra inserto en la matriz proteica del citocromo como si fuera una moneda en
una ranura, exponiendo ligeramente a la superficie el anillo C del nticleo tetrapirrdlico.
Interesante fue observar no solo la similitud entre las zonas de contacto de los citocro-
mos ¢ humano y vegetal, sino también y, sobre todo, que dichas zonas de interaccién
con SET y NRP1 coinciden exactamente con el drea de cardcter hidréfobo que contacta
con el citocromo c, en el complejo Il mitocondrial para la transferencia de electrones.

El anélisis computacional de la interaccién del citocromo ¢ humano con SET, cuya
estructura cristalografica estd resuelta y disponible en el Banco de Datos de Proteinas,
revel6 que la forma dimérica SET, que es la fisioldgica, dispone de dos sitios para la
unién del citocromo c. El sitio mds poblado se encuentra en el centro geométrico del
dimero de SET, entre los dos dominios globulares, mientras que la otra poblacién de
moléculas de citocromo c¢ se sitiia en un extremo del dimero. Ademds, el sitio mds po-
blado coincide exactamente con el sitio de unién de histonas descrito en la estructura
del complejo de interaccién de SET con histonas; de hecho, una de las mds funciones
mads conocidas de SET es la actividad chaperona de histonas, clave para el ensamblaje
del nucleosoma.

En un trabajo reciente hemos podido demostrar que, efectivamente, el citocromo
¢ viaja desde la mitocondria hasta el nicleo en células humanas tratadas con diversas
drogas que generan roturas en la doble cadena del ADN. Una vez en el niicleo celular,
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el citocromo c es capaz de interaccionar con SET e inhibir su capacidad para ensamblar
nucleosomas mediante el bloqueo de los dominios de SET que participan en la unién
a las histonas (Gonzalez-Arzola et al. 2015b). Los resultados descritos en este articulo
revelan las bases moleculares del bloqueo de la oncoproteina SET por el citocromo ¢ en
respuesta al dafio al ADN, abriendo asi las puertas al disefio de nuevos farmacos para
silenciar el efecto oncogénico de su actividad chaperona de histonas.

El andlisis computacional se extendid al conjunto de proteinas de la red de sefiali-
zacion del citocromo c¢ antes descrita con objeto de identificar la zona de interaccion
de la hemoproteina con sus dianas, ya sean de tipo redox en la mitocondria o no redox
en el nucleo y citoplasma. Con todas las proteinas diana observamos que el citocromo
c utiliza siempre la misma zona de interaccion: la ya descrita con el grupo hemo en el
centro. Con los complejos de transporte de electrones III y IV en la mitocondria, con el
factor de induccién de apoptosis Apaf-1 en el citoplasma, con todas las nuevas dianas
en el nicleo o en el citoplasma, siempre, el citocromo ¢ interacciona usando el mismo
area. Estos resultados se pueden explicar en base al rol esencial que juega el momento
dipolar, antes citado para el citocromo c,, en la orientacion de las moléculas durante el
reconocimiento y ensamblaje.

El cédlculo de constantes cinéticas y pardmetros termodindamicos derivados de los
estudios biofisicos reveld que la totalidad de las interacciones del citocromo c con las
nuevas dianas, ya sean nucleares y/o citopldsmicas, al igual que con Apaf-1, tienen vidas
medias muy largas (superiores a centenas de microsegundos), en tanto que las interac-
ciones del citocromo ¢ en el interior de la mitocondria con el citocromo bc, (complejo
IID) y la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV) presentan vidas medias mucho mads cortas
(inferiores a diez microsegundos), como corresponde a los complejos de transferencia
de electrones. En otras palabras, las interacciones del citocromo ¢ con otras proteinas
son de caracter transitorio en condiciones homeostaticas, es decir, cuando se encuentra
en la mitocondria y la célula estd desarrollindose normalmente. Las interacciones, en
cambio, son de caricter estable en condiciones apoptdticas, cuando el citocromo c sale
al citoplasma e incluso llega hasta el niicleo a cumplir su misién de conducir la célula,
de manera ordenada, a la muerte. El citocromo ¢, por tanto, en su doble faceta de Dr.
Jekyll y Mr. Hyde, vendria a representar el transito del equilibrio dindmico de la vida a
la estabilidad prolongada de la muerte (Fig. 11).

El equilibrio dindmico del metabolismo celular en condiciones homeostaticas impli-
ca que las rutas de supervivencia y las rutas antiapoptoticas estan perfectamente com-
pensadas, con el citocromo c recluido en la mitocondria desarrollando su funcién redox.
Al recibir algin estimulo apoptético, ya sea externo o interno, la célula reacciona con
la expulsién masiva del citocromo c hacia el citoplasma, donde interacciona con Apaf-1
(en mamiferos) para inducir la formacion del apoptosoma y activar la ruta degradativa
de las caspasas; ademads, el citocromo c¢ interacciona con otras muchas proteinas, como
las nuevas dianas descritas, tanto en el citoplasma como en el nicleo, y rompe el equi-
librio entre las rutas de supervivencia y las rutas antiapoptéticas, con el consiguiente
bloqueo del metabolismo celular y, por dltimo, la muerte.
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FIGURA 11
LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA, TANTO EN CELULAS HUMANAS COMO
VEGETALES, CONLLEVA LA SALIDA MASIVA DEL CITOCROMO ¢ DE LA
MITOCONDRIA Y EL CONSIGUIENTE DESEQUILIBRIO METABOLICO
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Para cerrar esta segunda y udltima parte del discurso podemos concluir que todas
las células comparten una misma forma de morir y, en particular, que existe una red de
sefalizacion comun, en células humanas y de plantas, centrada en el citocromo ¢, que
de manera similar y programada conduce a la muerte. El citocromo ¢ extramitocon-
drial juega, ademds, un doble papel en este transito final, no solo activando la cascada
de caspasas, lo que estd bien descrito y establecido en la literatura, sino también blo-
queando las rutas de supervivencia, lo que constituye una hipétesis original y novedosa
(Martinez-Fébregas et al. 2014b).

EPILOGO

En resumen, dos elementos de la quimica, el hierro y el cobre, han focalizado la
mayor parte de mi quehacer en la ciencia, dos metales que son preciosos para la vida
de las células y, sin embargo, ampliamente denostados por la opinién puiblica de las
sociedades mds desarrolladas al considerarlos agentes contaminantes. ;Manifestacion
indubitada de la sempiterna dualidad dubitativa del hombre?

La relatividad de nuestra percepcion del individuo y del medio ambiente, la subje-
tividad de nuestro propio ser integrado en el mundo que nos rodea quedan bellamente
evocadas en un inteligente poema ancestral de los indios americanos, en el que sorpren-
de la coincidente esencialidad vital de otros elementos, los cuatro elementos primor-
diales de los griegos: fuego, tierra, agua y aire. ;Reflejo de una profunda preocupacién
existencial del hombre por la naturaleza, alld donde el hombre sea y esté?
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El viejo poema indio canta asi:

Puedo perder mis manos, y vivo.

Puedo perder mis piernas, y vivo.

Puedo perder mis ojos,

el pelo, las cejas, la nariz, los brazos

y muchas otras cosas, y todavia estoy vivo.

Pero si pierdo el aire, muero.

Si pierdo el sol, la tierra o el agua, muero.

Si pierdo las plantas y los animales, también muero.
Todas estas cosas son mas parte de mi,

mas esenciales e imprescindibles cada vez que respiro,
que es lo que dicen que es mi cuerpo.

¢ Cual es mi cuerpo real?

Muchas gracias.
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DISCURSO PRONUNCIADO POR EL
EXCMO. SR. D. ENRIQUE CERDA OLMEDO

Académico Numerario,
en contestacion al leido por el
Ilmo. Sr. D. Miguel Angel de la Rosa Acosta,
en el Acto de su recepcion como Académico Numerario,
celebrado el dia 5 de noviembre de 2015.

Excmo. y Mgfco. Sr., Excmos. e Ilmos. Sres, amigos y curiosos, y me dirijo sobre
todo a los curiosos de cualquier condicién, porque la curiosidad es raiz de la Ciencia:

iEn qué buen lugar ha dejado el nuevo Académico de Nimero a los que le propusi-
mos y le votamos! Su discurso “Metales preciosos para la vida” ha resumido con ele-
gancia algunos de sus mejores trabajos evitando los Escila y Caribdis de todo discurso
académico: la trivialidad y el hermetismo.

Su elegancia no se limita a su estilo como escritor y orador. Desde que lo recuerdo,
hace cerca de cuarenta afios, me ha parecido un lord inglés y también el yerno ideal de
las suegras mas exigentes. Creo que no fue siempre asi; de nifio debid ser travieso, pues-
to que se cayd a una gran tina de aceite y descubrié que se flota mucho peor en aceite
que en agua, como le hubiera ensefiado Arquimedes. Esta inmersion puede haber sido la
causa de su permanente estoicismo y su aparente inmunidad a las enfermedades, como
el agua de la laguna Estigia volvié a Aquiles invulnerable, menos en el talén.

En su autorretrato destaca su humildad. Ni siquiera ha aludido a sus funciones pu-
blicas. En enero terminé su periodo como Presidente de FEBS, la Federacién Europea
de Sociedades de Bioquimica, y sigue siendo uno de los 13 miembros de su Ejecutiva.
FEBS agrupa a las Sociedades de Bioquimica de 36 paises, desde Lisboa a Vladivostok,
una distancia de mas de diez mil kilémetros, y se extiende por toda la Tierra si se tienen
en cuenta los territorios ultramarinos. Constituye un cimulo de cientificos y actividades
que supera probablemente a los equivalentes de cualquier otra disciplina. Antes habia
sido Presidente de la Sociedad Espaifiola, la SEBBM, y ahora es uno de sus miembros
mads activos y el director de su revista. El drea de Bioquimica en Espafa es la que tiene
mads profesores numerarios, es decir, Catedraticos y Titulares, por delante incluso del
Derecho Civil.

Miguel Angel dirige desde 2009 el Centro de Investigaciones Cientificas de la Car-
tuja, topénimo al que apearé el tratamiento de Isla, porque no lo es. Imagino que es un
trabajo muy dificil, dada la heterogeneidad de sus temas y la de sus patronos, la Junta
de Andalucia, el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y la Universidad de
Sevilla. Peor atin es que “cuando no hay harina todo es mohina”.

89



Real Academia Sevillana de Ciencias - Memorias 2015

Su curriculo tiene una larga lista de actividades de organizacién y gestion desarrolla-
das en Sevilla, en Espafia y en el extranjero. Nunca le he oido quejarse de esas activida-
des que, en dosis mucho menores, tanto nos duelen a los demds. La Academia haria mal
si no aprovechara esa disposicion y esas habilidades.

Acepten ustedes que no hable de “Bioquimica y Biologia Molecular”. Si son siné-
nimos, no debemos usarlos a la vez. Si no lo son, deberiamos considerar su sentido. La
biologia molecular nacié oficialmente, que yo sepa, con el Institute of Molecular Bio-
logy de la University of Oregon, creado en 1959 para que fisicos, quimicos y biélogos
abordaran juntos la naturaleza de la vida. La Bioquimica tenia ya una tradicién centena-
ria y habia desarrollado un perfil profesional muy acusado, pero también muy limitante.
La Biologia Molecular, dijo uno de sus prohombres, solo excluye a la Metafisica. Los
bidlogos moleculares no solian tener una formacién profesional en Bioquimica y no hu-
bieran sido aceptados en ningin Departamento de esa disciplina. Eran interdisciplinares
o transfugas. Yo me siento bi6logo molecular porque soy un genético que ha abordado
sobre todo problemas de metabolismo y de conducta. Miguel Angel lo es por su magis-
tral aplicacion de técnicas de la Biofisica, las Quimicas inorgdnica y orgdnica y la Ge-
nética. El éxito de la Biologia Molecular ha borrado las distinciones entre las disciplinas
de la biologia experimental. La supervivencia de los Departamentos de Bioquimica,
Genética, Fisiologia, etc., y la de las Secciones en nuestra Academia son anacronismos
que disminuyen la productividad de nuestras instituciones. La Ciencia debe organizarse
alrededor de los problemas que se desee resolver y no de los instrumentos que vayan
siendo necesarios.

Con Miguel Angel he compartido durante tres afios consecutivos un curso en el que
los dos aparecimos juntos en casi todas las clases. Puedo certificar la amplitud y la
profundidad de sus conocimientos y la mezcla de cortesia y exigencia en sus relaciones
con los estudiantes.

Su principal maestro fue el Profesor Manuel Losada Villasante. La admiracién de
esta Academia y de toda la comunidad cientifica hispalense por la labor de nuestro
compaiiero se refleja en nuestra propuesta de que la Universidad llame Edificio Losada
al “edificio rojo de Reina Mercedes”, el mal nombrado, puesto que hay varios de su con-
dicién. El profesor Losada apreci6 tanto a su discipulo que le tuvo muchos afios como
jefe, formando parte del equipo que tenia a Miguel Angel como investigador principal.

Al comienzo de su discurso, Miguel Angel ha citado a sus maestros y lo que apren-
di6 de ellos. Con su discrecion caracteristica, ha olvidado mencionar su propia contribu-
cién al brillo de sus maestros y al prestigio de sus instituciones a través de los resultados
descritos en sus publicaciones conjuntas. También ha ejercido la caridad con nosotros
no intentando ni siquiera mencionar a todas sus criaturas cientificas. Asi su Discurso
ni siquiera alude a la produccién de su periodo formativo en Sevilla y en Inglaterra
con becas postdoctorales de la FEBS y del Ministerio de Educacién y Ciencia y de los
primeros afios de su actividad independiente. Sus publicaciones sobre la reductasa del
nitrato, tema de su tesis doctoral con el Prof. José Maria Vega Piqueres, y sobre la foto-
produccién de peréxido de hidrégeno mediada por flavinas in vitro e in vivo suman casi
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la cuarta parte de su bibliografia y fueron el grueso de la labor que fue reconocida por
esta Academia con su Premio a Investigadores Jévenes en su primera edicién, en 1992.

Un librito reciente de la Academia resume la impresionante labor que ha desarrolla-
do sus premiados después de serlo. Creo que esos resultados admirables reflejan no solo
el buen tino de las comisiones que los seleccionaron, sino también que los premios son
acicate del esfuerzo, balsamo para desdnimos y cartas de presentacion eficaces. Estos
Premios son declaraciones rotundas contra la estipida creencia en la igualdad de los
hombres. Los individuos de nuestra especie, autonombrada sapiens, y de nuestro gé-
nero, Homo, como los de cualquier categoria taxonémica de seres vivos, diferimos por
nuestra genética, nuestra epigenética, nuestra experiencia y nuestra conducta y debemos
ser juzgados por nuestras obras. Como dijo el califa Ali, el yerno de Mahoma: “El va-
lor de un hombre es lo que sepa hacer bien” (segun Ibn Jaldin, Prolegémenos, 5, 18),
retransmitido por Cervantes: “Sdbete, Sancho, que no es un hombre mds que otro si no
hace mds que otro” (Quijote, I, XVIII).

Los reconocimientos de capacidades y hechos son gritos contra los poderosos del
dinero, la corrupcion y los tejemanejes que dicen predicar la igualdad y odian los mé-
ritos, porque no los tienen. Es de justicia dar a todos las mismas oportunidades, pero
también distinguir a los que mds hacen, sin dejar de ayudar a los que, con razén o sin
ella, necesiten ayuda.

Celebramos hoy que las esperanzas depositadas en el joven investigador de 1992 se
ven confirmadas con creces por sus descubrimientos sobre las cadenas de oxidacion-
reduccion que proporcionan la energia a los seres vivos. Inicialmente los trabajos se
concentraron sobre la fotosintesis, pero hacia 2007 se extendieron a la respiracion y
ocasionalmente se han ocupado de otros temas.

Cuando se integran los trabajos de Miguel Angel y su equipo cambiante a lo largo de
los afios, sus colaboraciones con otros investigadores y los resultados de otras publica-
ciones se alcanza a ver un grandioso monumento en filigrana de plata, detallado y bien
trabado, pero ademds dindmico. Miguel Angel ha dirigido o participado en la descrip-
cién de la estructura atomica de numerosas proteinas, las posibles actividades de esas
estructuras, las interacciones entre distintas proteinas y las funciones a que dan lugar
esas interacciones. Las investigaciones han aplicado técnicas biofisicas refinadas para
establecer estructuras y detectar cambios. Algunos de los hallazgos mds interesantes
salen de las comparaciones entre organismos, sean préximos, como cianobacterias con
distintas respuestas ambientales, o muy distantes, como las plantas, las algas y las cia-
nobacterias. En los estudios de la respiracion se afiaden los animales. Por mi propia de-
formacion profesional, aprecio especialmente la mutagénesis dirigida, que permite crear
y ensayar nuevas proteinas con cambios especificos en su secuencia de aminodacidos.

La descripcién de los monumentales resultados del nuevo académico seria indigeri-
ble para casi todos nosotros. El titulo del Discurso provee un hilo conductor inicial: los
“metales preciosos”, que no son el oro, la plata y el platino, sino el hierro, el cobre y
otros muy abundantes. Mejor riqueza que acumular lo raro es aprovechar lo abundante.
Los metales verdaderamente preciosos proporcionan la actividad catalitica a muchas
enzimas. El Discurso, como la vida de su autor, tiende luego a olvidarse de los metales,
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preciosos o no, para tratar estructuras y funciones de grandes conjuntos de proteinas.
Comentaré brevemente tres puntos: la evolucion molecular convergente, las estructuras
macromoleculares y las funciones insospechadas del citocromo c.

Tuvo mucha repercusién un descubrimiento sorprendente de Miguel Angel y su gru-
po: una funcién esencial de la fotosintesis es ejecutada indistintamente por dos proteinas
que no se parecen por su secuencia de aminodcidos ni por el metal que las hace fun-
cionar, pero coinciden en su estructura global y pueden ser reemplazadas una por otra:
la plastocianina y el citocromo c,. La evolucién convergente no es ninguna novedad:
las alas de los insectos, las aves y los murciélagos son ejemplos de estructuras conver-
gentes, que permiten volar, pero difieren por sus origenes y sus estructuras. También se
conocen ejemplos en el metabolismo, como la biosintesis del mevalonato, el precursor
de los terpenoides. Novedades son la naturaleza de la convergencia, la precision alcan-
zada, con potenciales redox idénticos, y la correlacién del desarrollo de estas proteinas
con la disponibilidad relativa de hierro y cobre durante la evolucién de nuestro planeta.

Lamentaba un famoso paleont6logo en Sevilla hace unos dias que no haya asigna-
turas y cédtedras de evolucion en las Facultades de Biologia. La evolucién no tiene que
ser una asignatura porque es todas las asignaturas, ya que nada se entiende en Biologia
si no es a la luz de la evolucién. Lo que no deberiamos tener es asignaturas y catedras
de Filatelia. La Bioquimica, como otras ciencias bioldgicas, tuvo en sus inicios mucho
de filatelia, pero al comparar observaciones de muchos organismos se descubre la evo-
lucién subyacente.

La evolucidn, introducida en la Biologia del siglo XIX y, sin ese nombre, en la Geo-
logia, se ha vuelto el eje de todas las ciencias, desde la fisica subatémica a la quimica y
a la astronomia. También a las ciencias sociales: “Civilization is a movement and not a
condition, a voyage and not a harbor”, escribié Arnold Toynbee. La evolucién deberia
ser objeto de animados debates en esta Academia, porque es el principal tema comun
de sus miembros.

Los bioquimicos han empezado tradicionalmente sus investigaciones obteniendo
extractos crudos del material vivo, en los que se mantenian las estructuras unidas por
enlaces covalentes y se disgregaban las menos estables. Acumularon asi informacién
separada sobre las proteinas implicadas en los procesos en estudio y sobre sus inte-
racciones mds simples. El resultado es imaginar la célula como una pajarera en la que
unas aves vuelan y otras estdn posadas en los alambres o como una plaza publica con
personas caminando y otras sentadas en los bancos.

Mi prejuicio como ingeniero es que las funciones bioldgicas, sobre todo las mas ne-
cesarias y mds antiguas, generadas por presiones selectivas fuertes y prolongadas, debe-
rian estar dispuestas como nuestras maquinas automaticas. Esas estructuras complejas
estarian sometidas a la ley de las proporciones definidas de Louis Proust, el mayor des-
cubrimiento cientifico hecho en Espaia. Estoy orgulloso de que mi primera publicacion
como investigador principal describié un agregado biosintético que funciona como una
cadena de montaje automadtica de la industria.

Miguel Angel y sus colaboradores han contribuido brillantemente a identificar y es-
tablecer el funcionamiento de complejos de proteinas que participan en la fotosintesis y
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la respiracién. Aun no se ha demostrado que formen en cada caso un solo gran comple-
jo, anclado uno a la membrana tilacoidal de las cianoficeas y los cloroplastos y el otro a
la membrana mitocondrial. Son obvias las ventajas de los grandes complejos presentes
en compartimentos subcelulares para el funcionamiento y la regulacién de procesos.

El citocromo ¢ es un personaje bien conocido, el dltimo actor de la cadena respi-
ratoria, que no solo nos libera de la toxicidad del oxigeno, horrible veneno generado
por la fotosintesis, sino que lo hace proporcionandonos energia. El citocromo ¢ era un
trabajador ideal, con dedicacién exclusiva en las mitocondrias, pero ha resultado tener
una doble vida, porque cuando las abandona pone en marcha la apoptosis, la destruc-
cién organizada de la célula. La apoptosis dista mucho de ser conocida con el detalle
deseable y da lugar a muchas controversias, sobre todo por las diferencias entre plantas
y animales.

Miguel Angel y sus colaboradores han aplicado una técnica colectivista que permite
identificar a todas las proteinas que pueden interaccionar con una prefijada, en este caso
el citocromo c. Temo que las técnicas masivas produzcan mds ruido que nueces, porque
las interacciones mds sutiles e indirectas pueden ser las mds eficaces. Asi, no me parece
muy prometedor averiguar las relaciones de poder en un pafs a partir de la lista de todos
los que hayan estrechado la mano de un politico. Tampoco parece haber sido muy eficaz
la identificacién masiva de correos electrénicos y llamadas telefonicas por la National
Security Agency, una intromision intolerable en las vidas privadas de todo el mundo. Si
hubiera sido util, ya estarian cacareando. Peor que la imagen de un malvado es la de un
malvado ineficaz.

Miguel Angel y sus colaboradores han investigado individualmente a cada sospecho-
so para demostrar interacciones del citocromo ¢ con muchas proteinas extramitocon-
driales, algunas inimaginables. Han encontrado que las apoptosis de plantas y animales
son mucho mds parecidas de lo que se creia. El citocromo ¢ no solo induce actividades
destructivas, sino que inhibe funciones para el crecimiento y el desarrollo. Como ha
escrito él mismo: “It makes no sense to keep furnishing a house that is going to be
demolished”. La relacion intima de la vida y la muerte se ha convertido en un concepto
basico en el desarrollo de los organismos multicelulares y la manipulacién experimental
de la apoptosis abre perspectivas inesperadas. Por ejemplo, la inhibicion de la apoptosis
da lugar a plantas gigantescas.

En sus 36 afios de carrera cientifica Miguel Angel ha producido 176 monografias
cientificas, incluyendo las primarias y las secundarias. La media de autores por mono-
graffa ha aumentado lenta, pero firmemente. Eliminando revisiones y capitulos de libros
para fijarnos solo en las monografias primarias, las veinte primeras tuvieron una media
de 3’4 autores y las veinte mds recientes, 7’8 autores. Hace un siglo, la mayoria de las
publicaciones tenia un solo autor. Estamos ante un cambio sociolégico importante, que
no comentaré ahora.

Miguel Angel ha dedicado mucho tiempo a diversas actividades de divulgacién de la
ciencia, indispensable para que la sociedad y sus dirigentes entiendan las necesidades y
las posibilidades. Esas actividades incluyen la publicacién de un libro y de 85 articulos
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sobre temas muy variados en ABC, Diario de Sevilla y otros periédicos del grupo Joly,
en la revista SEBBM y en otras revistas.

Las actividades de Miguel Angel no han pasado inadvertidas, con distinciones que
van desde el Premio Extraordinario de Licenciatura, en 1977, al Premio de Investiga-
cion “Javier Benjumea Puigcerver”, en su primera edicién, en 2003.

Esta Academia fue la primera institucién que premid sus méritos profesionales. Es-
toy seguro de que no serd la dltima.

Agradezco a la Academia el encargo de este discurso.

He dicho.
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