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Excmo. Sr. Presidente,
Muy ilustres Académicos,
Sefioras, Sefiores:

En el momento de empezar a re-
dactar el trabajo de turno para la
inauguracién del curso 1977 de esta
Real Academia, salta rapida y nitida-
mente a mi imaginacién una frfa tarde
invernal, la del 11 de diciembre de
1955, en la que, cumpliendo los de-
beres de todo Académico Electo, leia
mi discurso de recepcién para ingre-
sar en esta Corporacidn.

En el anfiteatro, en pie y ante la
mesa de diseccién del Maestro Gim-
bernat, cubierta de laurel, pronuncié
el panegirico de mi antecesor en el
sillén vacante, D. Enrique Soler Batlle,
con voz ronca, manos trémulas y ojos
velados por la emocién, ante el re-
cuerdo de la figura sefiera y venerable
del que fue Rector de nuestra Univer-
sidad y Vicepresidente de esta egregia
Corporacidn.

Como por arte de magia, desde este
acto tan memorable para mi, han
transcurrido mds de 20 afios, y los
que entonces figurdbamos en la re-
taguardia del Escalafén, hénos como
de improviso en la vanguardia del mis-
mo. La muerte ha arrebatado sin com-
pasién a numerosos y queridisimos
compafieros que nos precedian.

Formando parte de la Seccién 1.2 de-
nominada «Ciencias Fundamentales»,
hemos creido conveniente plantear un
tema que quizds a muchos les parecerd
que no pertenece a una ciencia funda-
mental de la medicina.

Hoy dia, las ciencias médicas- se
valen v utilizan todos los medios teéri-
cos 'y préacticos de la ciencia en ge-
neral, porque ésta es una e indivisible.
Asi la Quimica y la Fisica son sus més
eficaces colaboradoras en los capitulos
de la Bioquimica y de la Biofisica. Es
precisamente de esta tltima ciencia de
la que hemos extraido las ideas para
elaborar este trabajo.

*  Sesién inaugﬁral del Curso (30-1-77). Discurso de turno.
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Tanto los principios inmediatos que
forman los cuerpos organicos y orga-
nizados, objeto de la Fisiologia animal,
como los medicamentos objeto de la
Farmacologia y Farmacodinamia, se
presentan generalmente cristalizados.
Por esta razén todos ellos presentan
un estado fisico denominado estado
cristalino, situado dentro del estado s6-
lido.

Es por ello por lo que hemos des-
gajado de la Biofisica la Biocristalo-
grafia, de cuya aplicacién a las cien-
cias médicas y farmacéuticas vamos a
ocuparnos.

1. Difusién y osmosis: Coloides
y Cristaloides .~ -

Thomas Graham, quimico escocés
(1805-1869), profesor de Quimica en
el Instituto de Anderson y posterior-
mente en la Universidad de Londres,
con sus clésicos estudios sobre la difu-
sién de los liquidos, la diélisis de las
substancias en disolucién, etc., fue uno
de los fundadores de la Quimica co-
loidal. _

Se llama difusién al acto en virtud
del cual las substancias se mezclan
lenta y progresivamente s6lo en virtud
de sus fuerzas moleculares; este fend-
meno se acelera con el aumento de la
temperatura. Basta colocar en contacto
directo dos liquidos susceptibles de
mezclarse, superponiéndolos por orden
de densidades, para ver que, a pesar
de las diferencias de éstas, los liquidos
se van mezclando a través de su supet-
ficie de separacién hasta resultar un
todo homogéneo. Es cldsica la expe-

Vol. LVII- N 248

riencia de Graham con tintura de tor-
nasol y 4cido sulftrico. Los casos me-
jor estudiados por el propio Graham
fueron las disoluciones salinas.

Pero cuando la difusién de dos li-
quidos no se realiza directamente, sino
a través de un tabique permeable, en-

- tonces el fendmeno se llama 6smosis,

y fue descubierto por el Abate Juan
Antonio Nollet en 1748. La presencia
de dicho tabique modifica notable-
mente el fendmeno de difusién, de
suerte que el liquido que sea més ab-
sorbido por el tabique poroso, lo atra-
viesa en mayor proporcién que el otro
durante un mismo tiempo. El descu-
brimiento lo realiz utilizando como
liquidos el agua y alcohol, separados
por una fina membrana permeable
de caucho. La cantidad de alcohol que
atravesando la membrana, se difunde
en el agua, es mayor que la del agua
que pasa a mezclarse con el alcohol.
Lo contrario ocutre si se emplea el
pergamino como tabique de separacién
entre los dos liquidos citados. =~
De lo anteriormente dicho se dedu-
ce, que los volimenes liquidos a uno
y otro lado del tabique, variardn en
general, en virtud de la Gsmosis; au-
mentando uno y disminuyendo el otro.
Este fenémeno se estudia ficilmente
con el osmémetro ideado por el mé-
dico francés René Dutrochet (1776-
1847) que emplea como tabique una
membrana de papel pergamino.

_Si los liquidos empleados son agua
y una disolucién salina, es posible de-
mostrar la existencia de la denominada
presién osmética que todos ellos pre-
sentan; para ello en el osmémetro se
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sustituye la membrana permeable por
una membrana hemipermeable o se-
mipermeable, tabique poroso que per-
mite el paso del disolvente y no el del
cuerpo disuelto, resultando de este
modo una pared en la que chocan las
moléculas de éste en su movimiento
de traslacion.

A pesar de que las cubiertas de las
células vegetales y animales son mem-
branas semi-permeables, Pfeffer, mé-
dico y bidlogo francés, para estudiar
los fendémenos de presién osmética y
sus leyes, empled una membrana arti-
ficial, construida precipitando ferro-
cianuro clprico gelatinoso en los poros
de un vaso poroso, resultado de la
reaccién de las soluciones de ferrocia-
nuro potdsico y sulfato ctprico.

Se llama didlisis la operacién que
tiene por objeto separar ciertos cuet-
pos que constituyen una mezcla, va-
liéndose de la diversa aptitud de aqué-
Hos para atravesar las membranas
permeables en los fenémenos de &s-
mosis. Graham divide los cuerpos en
dos grandes grupos: cristaloides y co-
loides. Los primeros son todos los so-
lubles y fécilmente cristalizables (4ci-
dos base, sales, azicares, etc.) que
gozan de la propiedad de pasar ficil-
mente y con relativa rapidez a través
del tabique del osmémetro. Los coloi-
des, por el contrario, pasan muy difi-
cilmente, y dejan de pasar del todo si
se hallan mezclados con cristaloides.
Son cuerpos coloides los que no cris-
talizando, forman con el agua disolu-
ciones viscosas como la goma, dextri-
na, gelatina, cola, etc. Esta operacién
se realiza con los dializadores. En la

ANALES DE MEDICINA'Y CIRUGIA 79

actualidad, contintia teniendo tanta
importancia el fenémeno de la diéli-
sis, que es el fundamento de nuevos
métodos empleados en Nefrologia. Asi-
mismo la Osmosis inversa se utiliza
para la desalinizacion de las aguas ha-
ciendo circular el agua salina por
presién mecénica, superior a la pre-
sién osmdtica, entre los compartimen-
tos separados por una membrana, que-
dando agua depurada en uno de ellos
y salina en el otro. El sistema resulta
algo costoso por el deterioro progre-
sivo de las membranas y el coste de
la energia requerida, proporcional a la
cantidad de sales eliminadas.

Los términos cristaloide y coloide
los emplea Graham por la semejanza,
el primero con los cristales de sal co-
mun y el segundo por la similitud de
este grupo de sustancias con la gela-
tina o cola.

En la actualidad estas denomina-
ciones no son vélidas, pues los térmi-
nos empleados son no cuerpos, sino
estados cristalino y amorfo, constitui-
dos por materia cristalina y materia
amorfa respectivamente. As{, una sus-
tancia quimica puede presentarse en
las dos formas, como ocurre por ejem-
plo con el azufre, que se manifiesta
en ocho estados alotrépicos diferen-
tes, de los cuales existen dos amorfos
y seis cristalinos; y también en el caso
de los colagenos, engendradores de cola
y gelatina, que presentan algunas pro-
piedades fisicas de las que gozan los
cristales, lo que ha permitido discutir
su estructura y las posibilidades de que
sus moléculas sigan unas orientaciones
preferentes en las gelatinas. Realmen-
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te, lo importante no es solamente la
composicién quimica, sino también la
distribucién de los iones, dtomos, mo-
léculas o grupos moleculares. -

Por todo ello podemos considerar
definitivamente en la actualidad dos
tipos de materia o dos estados diferen:
tes de la misma; estos estados son
amorfo y cristalino.

2, Estados amorfo y cristalino

El estado amorfo es aquel en que

los elementos constitutivos de su ma-
teria se encuentran mayoritariamente
desordenados; en cambio el estado cris-
talino es aquel cuya materia presenta
sus elementos en un cierto orden, lo
cual depende de las condiciones fisi-
cas y quimicas a que ha sido sometida
la sustancia.

La materia amorfa puede originarse
de dos formas, por fusién y por dese-
cacién, que da lugar a su vez a dos
tipos, la vitrea y el gel coloidal. En la
naturaleza, como ejemplo de materia
vitrea por fusién, podemos citar la ob-
sidiana y los vidrios naturales, asi como
también los vidrios artificiales; todos
ellos se producen por el rdpido enfria-
miento de la materia fundida, y pue-
den considerarse como el verdadero
estado amorfo. Solamente se conocen
dos hidrogeles, cuerpos naturales o mi-
nerales del segundo tipo, o sea geles
coloidales producidos por desecacibn:
el silicogel que constituye el 6palo, for-
mado por una molécula de silice y un
ndmero variable de moléculas de agua,
y el alumogel, que forma parte de la
bauxita, constituido por una molécula
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de altimina y varias de agua; como
cuerpo orgdnico puede citarse la ge-
latina en sus diversas formas de sol a
gel.

El corto ntimero de cuerpos amor-
fos existentes y su tendencia a pasar
a cristalinos, demuestra una mayor es-
tabilidad para este estado; asi el vi-
drio espontineamente, con el tiempo,
puede adoptar estructura cristalina, fe-
némeno conocido con el nombre de
desvitrificacién.

Se llama materia cristalina a la ma-
teria de la cual estdn formados los cris-
tales; unas veces, si la materia dispo-
ne de las necesarias condiciones de
tiempo y espacio y reposo, adquiere la
forma de un sélido geométrico de ma-
yor o menor tamafio, limitado por caras
mdas o menos planas, sélido que se de-
nomina cristal; si es visible a simple
vista se llama fanerocristal. Pero a ve-
ces, sin adoptar formas poliédricas ex-
ternas, pueden también cristalizar los
cuerpos, dando una masa denominada
masa cristalina, constituida por un
gran ntmero de cristales tan peque-
flos, que el estudio de su cristalinidad
s6lo puede efectuarse con el micros-
copio polarizante; a esos cristales no
visibles a simple vista, se les denomina
criptocristales y al mineral microcris-
talino; ejemplo tipico es el marmol de
Carrara o mirmol sacaroideo, llamado
asi por su semejanza con el azdcar or-
dinario, que también es una masa cris-

‘talina.

El estado més perfecto de los sélidos
es el cristalino, y tanto los fanerocris-
tales como los criptocristales son dis-
tintas expresiones del estado cristalino

—
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con las propiedades comunes de la ma-
teria cristalina. Los primeros consti-
tuyen la forma mds perfecta del es-
tado cristalino.

Actualmente es importante el estu-
dio del crecimiento de los cristales sin-
téticos, ya por agotarse los grandes
ejemplares naturales, ya por presentar
los cristales reales propios de la na-
turaleza ciertas deficiencias, tales como
defectos puntuales, disoluciones, mécu-
las, ctc. que convierten a los cristales
obtenidos artificialmente en cristales
casi ideales y del tamafio deseado.

Asi en joyeria se sintetizan esmeral-
das muy dificiles de distinguir de las
naturales del Brasil. Se obtenian, asi-
mismo, grandes cristales de sal de
Seignette (tartrato sddico potésico)
para sustituir piezas de cristal de roca
de las que resultaban el piezocuarzo
en la produccién de los ultrasonidos,
tan importantes hoy en dfa en Medi-
cina y Farmacia; también resultan per-
fectos y adecuados algunos cristales de
fluoruro de litio usados en las técnicas
de los rayos laser.

La materia cristalina viene definida
por las propiedades, homogeneidad,
anisotropia y simetria cristalina; fal-
tdndole alguna de las tres, ya no es
materia cristalina. Esto se traduce en
una periodicidad especial de orien-
tacién de motivos, segiin la cual re-
sultan los diversos grupos en los que
se presenta esta materia.

Utilizando la propiedad fisica de la
accibn de los rayos X, sobre la materia,
si ésta es cristalina, se producird un es-
pectro de difraccién de puntos, rayas o
bandas, que es lo. que en resumen de-
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fine esta materia, pues si es amorfa
entonces presentard una banda conti-
nua de absorcién.

3. Meétodos de estudio de la materia
cristalina

La accién de agentes fisicos sobre
la materia cristalina o la aparicién de
fendémenos fisicos en ella, es la que se
denomina Cristalofisica, y, segin que
el agente sea electricidad, magnetis-
mo, calor, etc., se constituyen las ra-
mas de Cristaloelectricidad, Cristalo-
magnetismo, Cristalotermia, etc.

As{ por ejemplo, el efecto mecénico
de traccién o compresién sobre un
cristal de cuarzo, en ciertas direccio-
nes, produce un campo eléctrico, y a
la inversa. La accién de un campo
eléctrico sobre un cuarzo engendra su
acortamiento o alargamiento en ciertas
direcciones, con produccién de ondas
ultrasonoras. En el primer caso, el fe-
némeno se denomina piezoelectricidad,
en el segundo, electroestriccién, funda-
mento de los ultrasonidos.

Indicamos ya que la Biofisica estu-
dia la accién de los agentes fisicos so-
bre los seres vivos, tejidos, células, o
sobre los principios inmediatos que son
sus especies quimicas naturales.

Con estos antecedentes, podemos de-
finir la Biocristalograffa como la apli-
cacién a la materia viva de los con-
ceptos que sobre la materia cristalina
y la Cristalofisica hemos establecido.

De esta manera entra de lleno en
Biocristalograffa el estudio de los seres
vivos, constituidos por virus, caso par-
ticular de macromoléculas quimicas y




82 ANALES DE MEDICINA'Y CIRUGIA

una serie de principios inmediatos, ana-
bélicos y catabdlicos que presentan los
organismos, como coldgenos, proteinas,
antibi6ticos, vitaminas, hormonas, etc.
y cuyo estudio biocristalografico per-
mite conocer su estructura.

Este concepto permite aplicar al co-
nocimiento de la materia viva todos
los métodos fisicos que emplea la Bio-
fisica para el estudio de la materia cris-
talina. Es 16gico pensar que como en
cualquier especie quimica, debe seguir-
se el estudio completo por las técnicas
fisico-quimicas y quimicas, tanto por
medio de los anélisis inmediato, ele-
mental y funcional como por medios
técnicos, de espectroscopia (infrarrojo
o ultravioleta), espectrografia de ma-
sas, resonancia magnética nuclear, efec-
to Mossbalier, etc,

Pero las técnicas mds cominmente
empleadas en el estudio de la materia
cristalina para la determinacidén de su
estructura, son la goniometria, micros-
copia con luz natural y polarizada, mi-
croscopia electrdnica, difraccién de ra-
yos X, difraccién de electrones y neu-
trones, etc. .

La goniometria, fundada en el es-
tudio de los elementos reales de los
cristales, fue una técnica de gran difu-
sién en la época de los grandes minera-
logistas, que permitia diagposticar una
especie mineralégica con la medida de
determinados 4ngulos diedros de un
cristal; hoy en dia también puede, en
determinados casos, ayudar al estudio
morfolégico de cristales, estudio aun-
que no indispensable, todavia atil.

Continda como instrumento indis-
pensable el microscopio polarizante,
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actuando con luz natural y luz polari-
zada, tanto como ortoscopic como co-
noscopio para el estudio de las propie-
dades dpticas de los cristales, tales que
relieve, extinciones, dngulos de extin-
cidén, indices de refraccién, defectos
de cristalizacién, figuras de interferen-
cia, signo dptico, etc.

Estos métodos Opticos permitieron
describir la naturaleza cristalina no so-
lamente de numerosas masas de natu-
raleza inorgédnica, sino que se descri-
bieron ciertas propiedades anisétropas
en tejidos orgdnicos, presentdndose por
ejemplo figuras de interferencia conos-
cOpicas en las preparaciones de gra-
nos de almidén y en las secciones de
tejidos Gseos.

La microscepia electrénica sustituye
a la microscopia 6ptica, en el caso de
macromoléculas, virus, fibras, etc., per-
mitiendo apreciar y estudiar la distri-
bucién, empaquetado e incluso el ta-
mafio de las subunidades de este tipo
de moléculas. También se utilizan para
observar defectos en cristales no ma-
cromoleculares.

En la actualidad, el método més ex-
tendido y mds {itil para el estudio de
la materia cristalina, es el de difrac-
cién de rayos X, cuyo conocimiento
y aplicaciones estableceremos més ade-
lante, estableciendo previamente unas
nociones de difusién y difraccién .de
electrones y neutrones.

4. Difracciéon de electrones y neu-
trones

En 1927, se confirma la prediccién
de Luis Victor de Broglie, fisico fran-
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¢és nacido en 1892, profesor de la Sot-
bona y Premio Nobel de Fisica en
1929. Segiin esta prediccién, un haz de
particulas en movimiento se comporta
como un tren de ondas, en el cual la
longitud de onda esta ligada a la can-
tidad de movimiento. La experiencia
fue recalizada por Clinton Joseph Da-
visson, fisico norteamericano nacido en
1881, Premio Nobel en 1937, con
G. P. Thompson por su descubrimien-
to de la difraccién de electrones, lo-
grando difractar un haz de electrones
en el niquel.

El haz de electrones es muy sensible
a las bruscas variaciones de potencial
cléctrico, a las cuales estd sometido al
atravesar un medio material.

Este haz estd sujeto, entre muchas
otras interacciones, a una difusién co-
herente por parte del medio de difu-
sidn, que se transforma en difraccién
si el medio es periédico. El poder de
difusién de los dtomos es mucho mds
importante para los electrones que
para los rayos X y los neutrones.

Una fraccién condensable de la ener-
gia del haz incidente, se encuentra en
las lineas difundidas o difractadas; es
a consecuencia de ello que la deteccién
de estos fenémenos en los electrones
es més sensible que en los rayos X y
neutrones, as{ por ejemplo, en la de-
tecciébn por pelicula fotogréfica, los
tiempos de exposicién son alrededor
de mil veces méds pequefios que los
necesarios en rayos X.

En resumen, podemos decir que los
electrones son fuertemente absorbidos
por el material interaccionado y que lo
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son mucho menos que los rayos X y
que los neutrones, lo cual condiciona
completamente las técnicas experimen-
tales.

Por otro lado, entre la intensidad
del haz difractado de electrones y el
factor de estructura, existe una rela-
cién mucho mds compleja que en la
difraccién de rayos X.

El que se obtenga una fuerte inten-
sidad difractada, no permite la utili-
zacién de la «teoria cinética» para
desarrollar los modelos matematicos
necesarios con el fin de establecer las
relaciones ¢ interpretacién del fend-
meno, sino que es necesario recurrir a
la teorfa dindmica.

A pesar de ser un método mas mo-
derno que el de difraccién de rayos X,
es un método utilizado unicamente en
algunos casos, como en fibras natura-
les y artificiales, arcillas, gases, etc.

Si pasamos al caso de difraccién de
neutrones, es preciso disponer de una
fuente de emisién, una pila nuclear,
donde se produce un flujo de neutro-
nes térmicos a partir de particulas de
alta energia, que provienen de reaccio-
nes nucleares, Este flujo sale de la pila
por un colimador destinado a aislar un
haz paralelo. La seccién del colimador
ha de ser importante a fin de obtener
un flujo de neutrones suficientemente
intenso. Es preciso -utilizar como en el
caso de difraccién de rayos X, un mo-
nocromador que generalmente es un
cristal.

Es necesario trabajar con’ cristales
de mayor tamafio que en el caso de di-
fraccién de rayos X, lo cual comporta
generalmente ciertas desventajas, ya
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que es dificil obtener macrocristales
de una sustancia con los menores de-
fectos posibles. Los dispositivos ex-
perimentales utilizados son, con las
salvedades expuestas, semejantes a los
empleados en la difraccién de rayos X.

La utilizacién en la préctica de la
difraccién de neutrones queda limitada
bésicamente por la costosisima tecno-
logia que comporta; existen dos o tres
centros en América y otro par de ellos
en Europa que se dedican a esta acti-
vidad cientifica, aplicable dnica y ex-
clusivamente a casos que no pueden
resolverse ni por difraccion de elec-
trones o de rayos X.

5. Difraccion de rayos X

El estudio de los cristales fue desde
un principio objeto puramente filos6-
fico y naturalista, fruto de la obser-
vacién directa, a la que se dedicaron
con profusién los antiguos filésofos
y naturalistas griegos, romanos, dra-
bes, etc., como Dioscdrides, Plinio,
Gerber, hasta llegar a los mineralogis-
tas franceses, ingleses y alemanes de
los siglos xvIII y XIx.

Estos utilizaron el raciocinio y las
leyes mateméticas, culminando con la
ley fundamental, aunque empirica, de
la racionalidad de los indices de las
caras de los cristales, formulada por
el Abate Renato Justo Haiiy (1743-
1822), profesor de Humanidades de la
Sorbona y considerado como fundador
de la Cristalografia cientifica. A éste
le sigue una pléyade de otros tantos
ilustres mineralogistas, como Miller,
Levy, Des Clouceaux, Romé de I'Isle,
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Delafosse, Senarmon, Weiss, etc., que
relacionan intimamente la Cristalogra-
fia con la Mineralogia.

Al producirse, por Wilhem Conrad
Roentgen (1845-1923), profesor de Fi-
sica de Munich, el descubrimiento de
los rayos X en 1895 (llamados asi por
no conocerse entonces su naturaleza
y propiedades), al aplicar su accién
tanto sobre los cuerpos quimicos, na-
turales o minerales, como sobre los
cuerpos quimicos artificiales produci-
dos por sintesis, se origind una pro-
funda transformacién en los métodos
de estudio de las especies quimicas, y
cuyo desarrollo, en honor a su descu-

‘bridor, podemos denominar Roentgen-

Cristalografia,

Los rayos X se propagan en linea
recta, con una velocidad igual a la de
la Juz, considerdndose desde un punto
de vista clasico, como radiaciones elec-
tromagnéticas de acuerdo con la teoria
de Maxwell (1831-1879), escocés, pro-
fesor de Fisica del King’s College. Su
longitud de onda es del orden del
Angstrém (A = 107% ¢m) y cubren la
porcién de espectro electromagnético
comprendido entre el ultravioleta y los
rayos gamma.

Modernamente, al igual que las de-
més radiaciones, pueden considerarse
los rayos X, segtin la teoria cuéntica de
de Planck, como cantidades . discretas
(no continuas) de energia, es decir
como quantum de luz, constituyendo
los fotones, que pueden definirse como
la cantidad de energia necesaria para
arrancar un electrén de un dtomo.

Los rayos X se producen en tubos
al vacfo, donde un haz de electrones
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procedentes del catodo (rayos catd-
dicos) acelerados por una diferencia
de potencial de algunas decenas de
kilowatios, choca con una pieza de
metal anticitodo situado en ¢l 4nodo,
la cual emite rayos X bajo el efecto
de este bombardeo electrénico. La di-
ferencia de potencial se establece entre
el filamento que emite los electrones
v ¢l anticdtodo. La intensidad de la
corriente es tal que la energia trans-
portada por unidad de tiempo es del
orden del kilowatio. Sélo una pequefia
parte de energia clectrénica se trans-
forma en radiacidn X, el resto se disipa
bajo la forma de calor en el 4nodo.
Es por consecuencia indispensable re-
frigerar enérgicamente el &nodo por
una corriente de agua. Fl haz de ra-
yos X sale lateralmente del tubo por
una ventana lo mds transparente po-
sible, generalmente de mica o berilio.

Los espectros de rayos X, emitidos
por el metal anddico, dependen de la
naturaleza de este metal y lo consti-
tuyen la superposicién de dos tipos de
emisidén, la radiacién blanca o fondo
blanco, que constituyen el espectro
continuo y las radiaciones caracteris-
ticas que forman el espectro disconti-
nuo. Los metales mas corrientemente
empleados como anticidtodos son mo-
libdeno, hierro y cobre.

El origen de la radiacién blanca no
es sencillo, pudiéndose pensar que al
producirse el frenado de los electro-
nes procedentes del catodo, por la pa-
red metélica del anticdtodo, los rayos X
emitidos son blancos en su mayor parte.

La emisién de rayos caracteristicos,
asi denominados por ser caracteristi-
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cos de la naturaleza del metal, es un
fenémeno cuyo fundamento fisico es
mas sencillo.

Bajo el impacto de los electrones,
los atomos del metal del anticdtodo
pierden un electrén de una capa elec-
tronica interna, encontrdndose asi en
un estado elevado de energia, produ-
ciéndose entonces, muy rapidamente,
una restauracién parcial del desgaste
causado al &tomo por el paso de un
electrén de la capa superficial, hacia
¢l hueco de la capa interna; la transi-
cién va-acompafiada de la emisidn de
un fotdn.

Cuando un haz de rayos X atraviesa
un medio material pueden producirse
los siguientes efectos: refraccién, rc-
flexién y difusién.

Como ocurre en un haz luminoso,
un haz de rayos X paralelos (onda
plana) sufre refraccién, es decir, cam-
bia de direccidn, al pasar de un medio
a otro. Cada medio se caracteriza por
su indice de refraccidn, que es funcién
de la longitud de onda (dispersidn).

Para los rayos X el indice es in-
ferior a uno, por lo que puede consi-
derarse un fenémeno de poca impor-
tancia en la préactica, por lo que se
prescinde de él.

Los rayos X sufren también, una
reflexién en forma de difusién, pues
los nicleos de los electrones son pues-
tos en vibracién obligada bajo la ac-
cién del campo eléctrico de los rayos X.
De hecho, emiten una radiacién de la
misma longitud de onda en el espacio
que los rodea.

La diferencia de fase entre la radia-
cién incidente y los rayos difusos es
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generalmente constante, de aqui el
nombre de difusién coherente, dado
a este fendémeno (la denominada difu-
sién de Lord Rayleigh), base de la di-
fraccién de los rayos X por los cris-
tales.

A esta descripcidn clésica puede se-
guirle un razonamiento cuédntico, segin
¢l cual un fotén X es absorbido y de-
vuelto rdpidamente por un dtomo con
la misma energia, después de una de-
mora de T/2 (difusidn eléstica).

Contrariamente a la difusién cohe-
rente, existe la difusién incoherente
producida por el efecto Compton, de-
nominada también difusién Compton
y que se realiza simultdneamente con
la anterior. Esta difusién se produce
con un cambio de longitud de onda,
lo que impide las interferencias de las
radiaciones difundidas con las radia-
ciones incidentes. El efecto Compton
es relativamente débil, no actuando en
los fendémenos de difraccién. Contri-
buye simplemente a producir un es-
pectro continuo.

También tiene lugar un. efccto de
fluorescencia produciendo igualmente
una difusién incoherente, dando un
espectro continuo perjudicial en la in-
terpretacién de las peliculas de difrac-
cién. Puede ocurrir también la absor-
cién, término que expresa un conjunto
complejo de fendmenos, que pueden
transformar la energfa de los fotones
absorbidos en energia térmica o quimi-
ca, fendmeno que debe tenerse en
cuenta por su cuantia.

Ademds de los fenémenos anterio-
res, debemos tener presente que las in-
terferencias estdn siempte en la pro-
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pagacién de un haz de rayos X, produ-
ciendo aumento o anulacién de su in-
tensidad segdn sus diferencias de fase.

Para una sustancia determinada, el
coeficiente de absorcién disminuye re-
gularmente con la longitud de onda;
los fotones més energéticos presentan
la tendencia a ser menos absorbidos.
Los rayos X utilizados en radiologia
médica deben ser muy penetrantes
para responder a su objetivo. Por tanto
son principalmente rayos blancos del
espectro continuo, obtenidos en los tu-
bos de rayos X, trabajando a alta ten-
sién. El hecho de ser facilmente ab-
sorbidos por espesores mucho mas fi-
ncs, convierte a los rayos X de los
tubos radiocristalograficos en més pe-
ligrosos, por lo que obliga al operador
a tomar las precauciones necesarias
para no exponerse a su accion.

Todas estas consideraciones sobre
la naturaleza y propiedades de los ra-
yos X, que hemos expuesto, habfan
sido ya demostradas prdcticamente an-
tes de 1912, excepto el fendmeno de
su difraccidn, ya perfectamente cono-
cido en cl caso de las ondas luminosas
y que faltaba demostrar experimental-
mente para aclarar la misma natura-
leza electromagnética de los rayos X.

La propagacion de la luz cbedece al
principio general que rige todos los
fenémenos fisicos, de la minima ac-
cién o del minimo esfuerzo, segin el
cual la luz se propaga de un punto a
otro por el camino més corto.

Pero la validez de este principio
queda limitada, cuando se estudia el
movimiento ondulatorio y se observa
que no se propaga en linea recta, como
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ocurre con el fenémeno de la difrac-
cién de la luz, segin la cual, cuando
los rayos luminosos pasan por una fi-
nisima rendija con orificios de muy
pequeiio didmetro, o pasan rasantes
por los bien delineados bordes de una
pantalla opaca, se comportan como ma-
nantiales luminosos, que envian luz en
todas direcciones; o también la pre-
sencia de un pequefio obstaculo inter-
puesto hacen que las ondas bordeen
¢l obstaculo, dando la sensacién de que
¢l movimiento ondulatorio no se ha
propagado en linea recta; la causa de
todo ello son los fenémenos de in-
terferencia que se originan. '

La condicién esencial para que se
produzca este fendémeno es que la mag-
nitud del obsticulo o rendija inter-
puesta y la de la longitud de onda del
movimiento que lo atraviesa, sean del
mismo orden. Por esta razén, la luz es
detenida totalmente por obsticulos del
tamafio de un milimetro, y sélo en el
caso en que el obstaculo o rendija sea
de orden de la milimicra, que corres-
ponde al orden de magnitud de las
longitudes de onda de los diversos co-
lores, se podra producir la difraccién
de la luz.

Para realizar experimentalmente la
difraccién de la luz se emplean las cra-
ticulas o redecillas de difraccién, que
son un conjunto alternado de pequefias
aperturas y pequefios intervalos opa-
cos yuxtapuestos regularmente; puede
haber craticulas de refraccidn, consti-
tuidas por una placa de vidrio plano,
en una de cuyas caras se trazan, con
un diamante, un ndmero considerable
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de lineas paralelas sumamente préxi-
mas y equidistantes unas de otras. Hay
craticulas rectilineas y circulares cuyo
nimero varia de 200 a 4.000 por mili-
metro, y cuya magnitud constituye la
constante de la red; son muy corrien:
tes las craticulas de celuloide. También
las hay que acttian por reflexion, cons-
tituidas por placas de metal brufiido
convenientemente rayadas.

Se comprende, pues, que con estas
redes asi construidas fue imposible de-
mostrar experimentalmente la difrac-
cién de los rayos X, por tener éstos
sus longitudes de onda del orden del
Angstrom, muy inferior a la constante
de las craticulas o redes de que se dis-
ponia para realizar experiencias en los
laboratorios.

En 1912 es cuando el nombre de dos
cientificos cristalégrafos aparece enla-
zado, a través del tiempo, en una fe-
cunda idea, que dio el empuje que
actualmente tiene la ciencia cristalo-
grafica. Por una parte Bravais (1811-
1863), profesor de Fisica de la escuela

~ politécnica de Paris, habia sugerido

una teoria geométrica, la llamada Teo-
ria Reticular de Bravais, sobre la dis-
tribucién de la materia cristalina, en
los vértices de las redes, por él dedu-
cidas geométritamenté, sin que esta
teorfa se hubiera confirmado expeti-
mentalmente hasta entonces. ‘

Por otro lado, muchos afios después,
Max von Laue, fisico aleman, conoce-
dor de esta teoria de Bravais y de las
dificultades que existfan para demos-
trar experimentalmente los fenémenos
de interferencia y de difraccién de los
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rayos X, mediante las craticulas o re-
decillas de refraccién, hasta entonces
conocidas, ided su teoria denominada
Teoria de Laue, segin la cual, si las
redes ideadas por Bravais eran ciertas
y si la materia cristalina estaba distri-
buida periédicamente en los nudos de
estas redes, los cristales deberian ser
unas magnificas redes de difraccién
para los rayos X, pues las distancias
interatémicas, eran del orden de mag-
nitud de A, como les ocurria exacta-
mente a las longitudes de onda de los
rayos X.

La parte experimental estuvo a cat-
go de los fisicos alemanes Friedrick y
Knipping que, haciendo incidir un haz
de rayos X sobre cristales de blenda,
lograron obtener un espectro de di-
fraccién cuya simetria estaba de acuer-
do con la simetria de distribucién de
los atomos de zinc en la blenda. Esta
teoria de Laue y estos hechos experi-
mentales demostraron plenamente y a
la vez, la exacta naturaleza de ondas
electromagnéticas de los rayos X y la
confirmacién de la teoria reticular de
Bravais.

Posteriormente Sir William Henry
Bragg (1862-1942), profesor de Fisica
de la Universidad de Londres, Premio
Nobel en 1915, simplifica extraordi-
nariamente las ecuaciones de Laue, ha-
ciéndolas mds accesibles a una repre-
sentacién concreta, de forma que con-
sideraba que las familias de planos
reticulares de las redes de Bravais
actuaban como espejos frente a los
rayos X, reduciendo las tres ecuacio-
nes de Laue a una sola, conocida como
la ecuacién de Bragg.
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6. Determinacion de estructuras cris-
talinas por difracciéon de rayos X

La difraccién de rayos X en mono-
cristales comporta dos elementos dife-
rentes, la distribucién geométrica de
los méximos de difraccién y las inten-
sidades de dichos méximos. La distri-
bucién geométrica estd condicionada
por la ecuacién de Bragg y permite de-
ducir la simetria espacial de un mono-
cristal, as{ como los pardmetros de las
celdas elementales y por lo tanto el
sistema cristalino. Por otra parte, las
intensidades de los maximos de difrac-
cién estdn relacionadas con el deno-
minado «Factor de estructura» y con
la «Densidad Electrénica».

Podemos considerar los dtomos cons-
tituyentes del cristal como difusores
esféricos, que dan lugar a una difu-
sién de rayos X de una amplitud que
depende de la naturaleza de dichos
atomos; pero sabemos que, en verdad,
lo que difunde los rayos X son los elec-
trones, por lo que el atomo difunde los
rayos X proporcionalmente al ndimero
de sus electrones. Aqui podemos ver la
relacién entre densidad electrénica e
intensidad; cuando esta densidad elec-
trénica se considera en un punto de-
terminado, aparece el factor de estruc-
tura que es el nimero ficticio de elec-
trones que le corresponden a este
punto. ’

Estos conceptos, suficientemente de-
sarrollados, dan lugar a que a partir de
las intensidades difractadas se puedan
determinar las densidades electrénicas
en cualquier punto de la celda elemen-
tal, valores que nos permiten identifi-
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car y conocer las coordenadas exactas

de los 4tomos de una sustancia. Este

conocimiento es el que normalmente se
denomina «Determinacién de una es-
tructura».

Esta determinacién estructural pre-
scnta tres problemas bésicos:

1) Obtencidn de cristales inicos su-
ficientemente perfectos y de tamano
adecuado para que permitan realizar
la difraccién de rayos X.

2) Medida exacta de las intensida-
des difractadas en cada punto del es-
pectro de difraccion.

3) Imposibilidad experimental de
la determinacién de las fases de los
haces difractados que se denomina
«Problema de las fases».

In relacién con el primer apartado,
cl estudio tedrico de los cristales, tan-
to geométrico como fisico, nos conduce
al «cristal ideal», que evidentemente
no cxiste. En realidad, tanto a los cris-
tales naturales como a los artificiales
sc les denomina «cristales reales».

Entre «cristal real» y «cristal ideal»
existen una serie de diferencias que
vienen determinadas por lo que llama-
mos «defectos o imperfecciones cris-
talinas» que pueden hacer aparecer un
cierto ntimero de propiedades caracte-
risticas, como son propiedades meca-
nicas, eléctricas, épticas, quimicas, ctc.

El estudio de estas propiedades y
sus relaciones con las imperfecciones
forman tradicionalmente parte de la
Fisica del estado sélido. Los principa-
les defectos podemos clasificarlos en
cinco tipos:
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A) Defectos en la posicién de los
atomos (defectos de Frenkel, de Schot-
ky).

B) Cristales no estequiométricos.

C) Defectos de la naturaleza de los
atomos.

D) Desorden,y

E) Dislocaciones.

Todos estos fenémenos deben te-
nerse en cuenta por su influencia en
la difraccién de rayos X.

En cuanto al segundo apartado, se
puede indicar que se utilizan métodos
y técnicas que permiten tener en cuenta
los diferentes aspectos de la difrac-
cién que nos pueden interesar en cada
caso.

Generalmente, para medir las inten-
sidades se utilizan contadores muy
precisos, asi como radiacién X, obte-
nida a través de un monocromador
para precisar su exacta longitud de
onda. El funcionamiento de estos com-
plejos sistemas mecénicos generalmen-
te se completa por medio de pequefios
ordenadores «on-line».

El tercer punto es la clave de la reso-
lucién estructural, ya que existe una
imposibilidad experimental en la de-
terminacién de las fases de las inten-
sidades de los haces de rayos X difrac-
tados; sabemos que desarrollando la
densidad electrénica de cada punto de
la celda elemental p (xyz) en series de
Fourier, los coeficientes de dicha serie
se pueden relacionar con la intensidad
difractada en cada punto por la si-

guiente expresién:

I ~F.F =|Flexplg- |Flexplo
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Por lo tanto, €l conocimiento de la
fase ¢ de cada intensidad difractada,
es indispensable para desarrollar las
series de Fourier, necesarias para cal-
cular la densidad electrénica.

Por el contrario, si conocemos las
coordenadas xyz, de un cierto ndmero
de 4atomos, conoceremos- la densidad
electrénica en cada punto, o sea la fun-
cién p (xyz), a partir de la cual y por
medio de una sintesis de Fourier inver-
sa podemos determinar directamente
los factores de estructura.

Esta es la base de los métodos clési-
cos de determinacidén estructural deno-
minados «Trial and error methods» en
los cuales debe suponerse «a prioti»
una determinada estructura a partir de
la cual se calculan sus factores de es-
tructura, «célculos» que deben coinci-
dir con los obtenidos experimental-
mente. Si no coincidieran y fueran re-
lativamente préximos, aplicando pro-
cedimientos mateméticos de aproxi-
maciones sucesivas, pueden llegar a
hacerlos modificando ligeramente 1a es-
tructura prevista inicialmente.

Este fue el método utilizado en la
resolucién de las primeras estructuras
hasta 1935, en que A. L. Patterson
establecié las bases de los denomina-
dos «métodos de Patterson», en los
que por medio de razonamientos mate-
maticos se establecieron relaciones en-
tre la densidad electrdnica en el espa-
cio directo y en el reciproco. Ello per-
mite aplicar el concepto de convolu-
cidn, asi como el de transformada de
Fourier, siendo en resumen simplemen-
te la funcién Patterson la transformada
de Fourier, de los cuadrados de los
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modulos de los factores de estructura
que son proporcionales a las intensi-
dades observadas.

La aplicacién de la funcién de Pat-
terson permite obtener mapas de vec-
tores que representan las distancias in-
teratémicas cuya interpretacién da lu-
gar a la posibilidad de conocer la es-
tructura,

Existen muchas modificaciones y
formas de trabajar con la funcién de
Patterson (secciones de Harker, méto-
dos de superposicién, funciones mi-
nimas, etc.). Para la resolucién de es-
tructuras de sustancias que posean un
atomo de densidad electrénica muy ele-
vada se utiliza el método del «dtomo
pesado»; este método resuelve con ma-
vor facilidad la funcién de Patterson y
sobre todo da a conocer las coordena-
das del dtomo, o atomos pesados, per-
mitiendo a partir de éstas determinar
las coordenadas de los restantes 4tomos
ligeros.

Otro método para resolver el pro-
blema de las fases es el método de

las «sustituciones isomorfas», habitual-.

mente utilizado para determinar las
estructuras de las grandes moléculas.

Actualmente los métodos de reso-
lucién estructural més avanzados son
los denominados «directos», que pet-
miten deducir por medios mateméticos
las fases de los haces difractados en
contraposicién a los métodos cldsicos
o indirectos que determinan la fase,
una vez conocida una estructura apro-
ximada.

El desarrollo de los métodos direc-

* tos es relativamente reciente y arranca

de las desigualdades de Harker y

I
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Kasper (1948), de Haupman y Karle
(1950) y de la expresién de Sayre
(1951).

La rdpida evolucién de la infor-
mitica y de los poderosos métodos de
que puede disponer el célculo, han lo-
grado que hoy en dia se haya impues-
to este tipo de métodos, permitiendo
una casi total automatizacién de las
resoluciones  estructurales para com-
puestos cuyas moléculas sean de ta-
mafio medio.

Ademids, al ser procedimientos pre-
dominantemente matemadticos, permi-
ten que no haya que introducir dema-
siados elementos de juicio e interpre-
tacién, lo cual les hace idealmente
programables en los ordenadores.

Hemos explicado ya que la fase y
la amplitud de las ondas difractadas
son independientes, por lo que es difi-
cil relacionarlas y por lo tanto pare-
ce tedricamente imposible realizar un
cdlculo de este tipo; pero simplemente
basandonos en tres consideraciones fi-
sicas expresadas mateméticamente y
utilizandolas correctamente, es sufi-
ciente para resolver este problema. Las
tres consideraciones son las siguientes:

a) La densidad electrénica es siem-
pre positiva.

b) Los &4tomos son aproximada-
mente esféricos y estdn fijos.

¢) Existe igual probabilidad de que
un 4tomo ocupe una posicién u otra
dentro de la celda elemental.

La utilizacién sistemdtica y préactica
de los métodos directos no fue posible
hasta la introduccién del sistema deno-
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minado «Adicién simbdlica» de Karle
y Karle en 1966. Es a partir de aqui
cuando comienzan a utilizarse siste-
maticamente.

De todas formas no es hasta 1968,
en que fue introducido el sistema de
«multisolucién» por Woolfson para
estructuras centro-simétricas y poste-
riormente por Germain y Woolfson
para estructuras no centradas, que se
obtienen resultados espectaculares.

Es en este momento (1969-70) cuan-
do se inicia de forma masiva la reso-
Jucién de gran nimero de estructuras
cristalinas, y se convierte en un ele-
mento indispensable en toda investiga-
cién, quimica, bioldgica, etc.

7. Estructuras cristalinas. de sustan-
cias biolégicas

Se comprende que, dado el infinito
nimero de sustancias que intervienen
en los mecanismos bioldgicos, no serd
posible hacer un estudio meticuloso y
detallado del conjunto de las mismas.
Sin embargo, se han seleccionado gru-
pos significativos y orientados al de-
sarrollo actual de esta parte de la Cris-
talografia Estructural, impulsora de la
Biologia.

Escogeremos aquellos cuerpos orgé-
nicos cuyas estructuras, al ser resuel-
tas, han permitido el estudio practico
de numerosos problemas fisioldgicos
y de sintesis.

En realidad, la determinacién de la
estructura de estos compuestos ha con-
dicionado fundamentalmente el de-
sarrollo de la Bioquimica, de la Fisio-
logia, de la Farmacologia, etc., de tal
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forma que no es posible aclarar la
mayoria de los procesos fisiolégicos sin
que la estructura de sus protagonistas
haya sido determinada.

Sin el conocimiento a nivel molecu-
lar de la distribucién geométrica de las
sustancias que intervienen en dichos
procesos, se comprende la imposibili-
dad de razonar la marcha interna de
las reacciones bioquimicas que tienen
efecto en los seres vivos.

Tanto es asi que sin la ayuda del
«Bisturi{ fisico-quimico», que ha permi-
tido la «diseccién» de la intima estruc-
tura de dichas substancias, no hubiera
sido posible conocer diferencias estruc-
turales tales como distancias intramo-
leculares, distancias intermoleculares,
dngulos de enlace, dngulos de torsidn,
tipos de enlace, etc., que condicionan
totalmente el cocmportamiento reaccio-
nal en los procesos metabdlicos.

Los mismos condicionantes pueden
considerarse en la intervencién de los
medicamentos en los procesos vitales,
por lo que en su sintesis y aplicaciones
también dependen de su estructura.
Todo ello en la préctica de obtencidén
de nuevos medicamentos es muy im-
portante, porque al plantear su sin-
tesis de acuerdo con los principios fun-
damentales de la Farmacodinamia y de
la Farmacologfa, puede suceder que el
cuerpo resultantc no responda a las
predicciones deseadas debido a condi-
cionantes estructurales.

Dada la complejidad de las detet-
minaciones a efectuar, se comprende
que la resolucién de una estructura es
fruto de un variado grupo de médi-
cos, farmacéuticos, cristalégrafos, bio-
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quimicos, biofisicos, ingenieros, etc.,
lo cual explica que actualmente los
premios Nobel de Medicina, Bioquimi-
ca, Biofisica, etc. se concedan a equi-
pos multidisciplinarios en los que in-
tervienen todo tipo de especialistas.

La resolucién de estructuras macro-
moleculares no es fruto de un trabajo
facil y de corta duracién, sino el re-
sultado elaborado por equipos comple-
jos a lo largo de muches afios de labor,
y con planes de largo alcance. Asi por
ejemplo, para obtener la estructura de
la «insulina» han sido precisos més
de veinte afios de experiencias por un
equipo dirigido por Dorothy Crowfoot
Hodgkin, trabajo por el cual le fue
concedido el premio Nobel.

Atn hay mads; asi en el caso de la
«Ribonucleasa», no es uno solo el que
intenta obtener la estructura, sino que
son varios los equipos que persiguen
su determinacién (Kartha, Carlisle, et-
cétera).

De lo dicho anteriormente se com-
prende que el desarrollo de este tipo
de investigacién no es rentable a corto
plazo, y tnicamente las sociedades o
naciones de gran poder econdmico
puedan lanzarse a programar una in-
vestigacién de esta naturaleza, o bien
las que por su gran tradicién cienti-
fica intentan seguir manteniéndola a
pesar de sus graves dificultades eco-
némicas. En el primer caso podemos
citar los Estados Unidos, Unién Sovié-
tica y Alemania, y en el segundo Gran
Bretafia y los pafses europeos de gran
indice cientifico.

Los compuestos orgdnicos que nos
interesa resefiar podemos agruparlos en
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funcién de su peso molecular y tama-
fio, sin tener en cuenta ni su funcién
guimica ni sus propiedades biolégicas,
formando asi tres grupos de limites
imprecisos tales que moléculas peque-
fias, medianas y grandes o macromo-
léculas.

En el primer grupo de pequenas mo-
léculas de bajo peso molecular, la re-
solucidn de su estructura es basica en
el desarrollo de la quimica tedrica y
en el estudio de los métodos que han
permitido resolver las estructuras de
los otros grupos; comprende principal-
mente los aminodcidos, que son los
«ladrillos» del edificio molecular de las
proteinas.

En el segundo grupo, de peso mo-
lecular intermedio, podemos situar al-
gunas sustancias de gran interés, como
pueden ser: antibidticos, alcaloides, et-
cétera.

En cl tercer y Gltimo grupo, formado
por las sustancias de elevado peso mo-
lecular o macromoléculas, podemos
considerar las siguientes: proteinas glo-
bulares, virus, fibras, proteinas fibro-
sas, acidos nucleicos y nucleoproteinas.

Vamos a estudiar a continuacién
los cuerpos orgdnicos correspondien-
tes al segundo grupo de peso molecu-
lar intermedio.

A) Antibidticos. Los primeros an-
tibidticos caractcrizados definitivamen-
tc desde el punto de vista cristalogra-
fico, fueron el cloramfenicol (Chloro-
mycetin) y el Bromanfenicol (Bromo-
mycetin) que son isomorfos y cuyas es-
tructuras fueron determinadas en 1952
por J. Dunitz. Este autor ha estu-
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diado también la Aureomicina y la
Terramicina; aunque parece que por
sus grupos funcionales, deberfan pre-
sentar notables diferencias, sin embar-
go, pertenecen al mismo grupo espa-
cial, tienen la misma densidad y la
misma celda elemental, e incluso pa-
rece razonable sospechar que poseen
una estructura cristalina muy similar.

Ante la imposibilidad de discutir y
comentar todos los estudios efectuados
sobre los restantes antibidticos, toma-
remos como ejemplo la Penicilina, cu-
yas diferentes sales fueron cristaliza-
das en 1943, concentrandose el estudio
analitico en la Bencil-Penicilina sddica,
potésica y rubidica.

Crowfoot D., Bunn C. W., etc., en
1949 determinaron por el método Pat-
terson la estructura aproximada de
dichas sales, viéndose que las de so-
dio, potasio y rubidio cristalizaban,
la primera en el sistema monoclinico
y las otras dos en el rédmbico. Sus
grupos espaciales son el P,y el lezlzl,

para la potdsica y rubidica, y mientras
que la sédica tiene dos moléculas por
celda elemental, las otras dos tienen
cuatro moléculas por celda.

Los estudios quimicos anteriores ha-
bian sugerido tres tipos de estructuras:
a) tipo «oxazolona»; b) tipo «beta-lac-
tdmica», y ¢) tipo «triciclica». En el
trabajo de Crowfoot y otros en 1949,
se confirma claramente que las tres
penicilinas citadas presentan estructu-
ras Beta-lactdmicas.

La misma autora Dorothy Crow-
foot Hodgkin en 1961 conjuntamente
con A. Maslen publica la estructura
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cristalografica de la Cefalosporidina C,
a la vez que la estructura aproximada
obtenida por medios quimicos. De-
bido a que tanto la Bencilpenicilina
como la Cefalosporidina tienen estruc-
tura de tipo Beta-lactdmico, pueden es-
tudiarse conjuntamente.

La resolucidn de estructuras crista-
linas de antibidticos de tipo Beta-lacta-
mico con un grado suficiente de pre-
cisién, ha permitido a R. W. Sweet
realizar un completo estudio de las
pequenias diferencias estructurales que
entre ellas existen, y relacionarlas con
sus actividades bioldgicas especificas.
Para conseguir tal fin, este autor se
basa dnicamente en aquellas determi-
naciones estructurales que le ofrecen
las méximas garantfas de precision;
podemos citar las mds importantes:

Penicilina (V), Abrahamsson 1963

Ampicilina (trihidrato), James 1968

Acido 6-Amino penicilinico (6Apa),

" Diamond 1963

Penicilina (G), Crowfoot 1949, Pitt
1952, Vaciago 1960

Fenoximetil-penicilina, Cooper 1969

6 (N-bencil Formanido penicilina),
Hunt y Rogers 1964

Hetaciclina, Hardcastle 1966

Hidrocloridrato no hidratado de la
Cefaloridina, Sweet y Dhal 1970

Cefalosporidina, C. Sweet y Dhal
1970

Cefaloglicina, C. Sweet y Dhal 1970

Acido 7-bromo-acetamido-cefalospo-
rinico (7 Br Ac-Aca), Gorgoutas
1976

Una parte muy importante del es-
tudio de R. M. Sweet es la compara-
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cién de las propiedades estructurales
de estos antibidticos Beta-lactamicos
con otras -sustancias del mismo tipo,
pero inactivas. Existen cuatro deriva-
dos Beta-lactdmicos cuyas determina-
ciones estructurales ofrecen garantias
y retnen la condicién de no ser bio-
l6gicamente activos; éstos son:

a-fenoxi-etil. penicilina (an-pen), Si-
mon y Dhal, 1970

Fenoxi-metil A? acetoxil-cefalospori-
na (2-ceplan), Sweet y Dhal, 1970

(Syn-cepln), Kaljani y Hodgkin,
1970

Compuesto sintético Beta-lactdmico-
tiazolidina (Syn-pen), Gorgoutas,
1970

Todas las comparaciones posibles
entre las distintas configuraciones mo-
leculares, distancias y angulos de en-
lace, con las diferentes acciones y me-
canismos bioquimicos que tienen lugar
durante los procesos de accién de estos
derivados Beta-lactdmicos, permiten lle-
gar a las conclusiones generales si-
guientes: que la enzima peptido-glicina
transpeptidasa bacteriana es poco se-
lectiva, en cuanto a los requerimientos
necesarios para reconocer su substra-
to; que la penicilina y la cefalospori-
dina son estereoquimicamente seme-
jantes, aunque no en sus conformacio-
nes detalladas ni en sus dimensiones,
pero que el enlace N-CO de su anillo
Beta-lactdmico tiene un cardcter amido
inferior que el anillo Beta-lactdmico
de las sustancias de este tipo, que no
tienen accién biolégica y que la capa-
cidad de este tipo de compuestos para
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interaccionar con las enzimas del pro-
ceso de la transpeptidacién, que es la
clave de su accidn antibacteriana, vie-
ne condicionada también por esta ca-
pacidad de que rdpidamente puedan
romper el enlace N-CO de los anillos
Beta-lactdmicos activos.

También son bésicas las considera-
ciones que permiten discutir la permea-
bilidad de este tipo de derivados para
llegar a los lugares en donde se debe
producir su actividad.

Cooper y colaboradores: demostra-
ron, en 1969, que la conformacién mo-
lecular de los cristales de fenoxilpeni-
cilina, establecida por difraccién de
rayos X, era similar a la conforma-
cién que presentaba una vez disuelta.
Al ser esta sustancia parecida en con-
figuracién a la de las penicilinas y a la
de los derivados de las cefalosporidi-
nas, podria indicarnos que también
presenta en solucién andloga configu-
racién que en forma sélida cristalina.
Podria todo ello explicarse suponiendo
que el anillo betalactdmico es lo sufi-
cientemente rigido como para conser-
var la misma conformacién en estado
sélido que en disolucidn.

Generalizando estos conceptos, una
de las principales objeciones que puede
hacerse a los intentos de relacionar la
estructura cristalina con la actividad
bioldgica, es la variacién de la confor-
macién de la sustancia activa en solu-
cidn, en relacién con la estructura cris-
talina obtenida en estado sélido; sien-
do éste uno de los aspectos mds intere-
santes a tener en cuenta en todo in-
tento de relacién entre estructura cris-
talina y actividad bioldgica.
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B) Alcaloides. Para la descripcion
de los principales alcaloides, cuya cs-
tructura cristalina ha sido estudiada,
nos basaremos en la clasificacién uti-
lizada por A. L. Mathieson (1967) y
que expondremos a continuacién.

1) Alcaloides con anillo indol.

Los alcaloides que poseen en su
constitucién anillo inddlico, forman
uno de los grupos de productos natura-
les més estudiados por difraccién de
rayos X, presentando en su conjunto
las estructuras mds interesantes y va-
riadas.

Podemos considerarlas agrupadas en
tres subtipos:

a) monoinddlico,
b) bi-indélico, ¥y
¢) dimero.

l1a) Una de las primeras estruc-
turas determinadas de este grupo fue
la de la estricnina (1951) en la cual
se confirma la configuracién en forma
de «doble bote» para dos de sus ani-
llos, asi como ligeras deformaciones
en los restantes anillos. Dentro de este
grupo es interesante citar: Clevamina,
Ibogaina, Aspidospermina, Ekitamina,
Vobasina, etc.

Como resultado interesante de estos
estudios, podemos citar los obtenidos
por Camerman y Trotter en 1965, que
establecen la relacidén estereoquimica
entre la Aspidospermina, la Iboga y
los alcaloides de la Vinca, en los cua-
les se ha reconocido como Gltimo pro-
ducto de degradacién la Catarantina.

1b) En este grupo, una de las es-
tructuras estudiadas y de conformacién
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compleja es la Vincristina, aislada -de
la Vinca Rosea, y determinada su es-
tructura por Lipscomb en 1966. La
Vincristina estd formada por una mo-
lécula de Cleavamina y una unidad de
Aspidospermina. ‘

1¢c) La primera estructura en este
grupo fue determinada por T. A. Ha-
mor en 1962, del alcaloide Calicantina,
en cuya forma espacial demuestra su
acentuada naturaleza dimérica.

2) Alcaloides diterpénicos.

Sélo ha sido determinada la estruc-
tura de un pequefio grupo de estos al-
caloides, siendo el mds importante la

Lycoctomina, al cual pertenecen los al-

caloides de los géneros Aconitum y
Delphinium. Ha sido estudiada tam-
bién la estructura de la D (hidroxi-
metil) Aconinona, que presenta una
configuracién practicamente idéntica a
la Lycoctonina. La Hetaratisina pre-
senta un anillo central de siete elemen-
tos mientras que, con las pequefias va-
riaciones los restantes grupos de las
moléculas son similares a los alcaloides
anteriores.

3) Alcaloides de la Eritrina.

Han sido estudiados varios alcaloi-
des de este grupo del Curare: la Eritra-
lina en forma de bromhidrato, la Di-
hidro beta-eritroidina y la ochotensina,
que es un alcaloide de la Coridalis
ochotensis. La relacién entre las dos
primeras es evidente, su conformacién
molecular era discutida y hasta la de-
terminacién de la estructura no fue
conocida con exactitud. La conforma-
cién esquemdtica de ambas moléculas
es semejante, pero tiene un doble en-
lace diferentemente situado.
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Precisamente las controversias sur-
gidas tienen como origen la interpre-
tacién de los estudios llevados a cabo
mediante dispersién rotatoria, de for-
ma que los resultados obtenidos por
difraccién hacen que pueda ponerse
en duda la aplicabilidad de tal méto-
do en moléculas de este tipo.

4) Alcaloides de la Ormosia Pa-
namensis.
+  Aungue de este grupo solamente han
sido determinadas dos estructuras, pre-
sentan considerable interés, ya que los
estudios por diftaccidén de rayos X y
por métodos quimicos, han permitido
conocet, por extrapolacion estructural,
las bases de otras estructuras de alca-
loides de este grupo.

Estas dos estructuras, ademds, re-
presentan a todas aquellas que tienen
dificultades en la investigacién quimi-

ca cuando el esquema molecular es

saturado, y presentan muchos centros
de asimetria, que son subsidiarios de
los grupos quimicos.

Estos dos alcaloides son la Jamina y
la Panamina, cuyas estructuras han
sido propuestas y resueltas por Karle
y Karle en 1964 y 1969, utilizando par-
cialmente métodos directos.

5) Alcaloides de las Himantandra-
ceas.

De la especie de la Calbulimina se
han aislado bastantes alcaloides; de
ellos han sido estudiados la Himbaci-
na por medios quimicos, siendo estos
estudios la llave de los restantes deri-
vados.

6) Alcaloides Quinozilidinicos.

El primer alcaloide determinado de
esta constitucién fue la Annotinina en
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forma de bromhidrato. Recientemente
se ha descubierto y estudiado un grupo
de alcaloides que proceden de las Li-
traceas. El més interesante es la Lythri-
na, habiéndose determinado la estruc-
tura de su éter metilico, en el cual el
sistema quinolizidina estd claramente
enlazado a un sistema bifenilo. El es-
tudio del dicroismo en la regién de los
250 mp ha permitido definir la Lyte-
nina tomando como referencia el sen-
tido de giro del grupo bifenilo.

7) Alcaloides de Senecio.

Estos alcaloides poseen en general
la propiedad de atacar al higado y son
combinaciones de ésteres de la Pirroli-
zidina con di4cidos o con uno o dos
monoécidos. El miembro méds impor-
tante del grupo es la Jacobina; también
se ha estudiado la Retusamina, que es
un constituyente de la Cotolaria retusa,
y se ha determinado asimismo la es-
tructura de la Senkirkina, alcaloide de
la Senecio Kirkii.

8) Morfina y Codeina.

La estructura de la Morfina fue de-
terminada en forma de hidrato por
Mackay y D. C. Hodgkin en 1955, v
la Codeina lo fue en forma de brom-
hidrato por Lindsey y Barnes, también
en 1955. Ambas estructuras han sido
revisadas y afinadas posteriormente
por Kartha, Ahmed y Barnes (1962).
Los resultados de estas determinacio-
nes han sido ampliamente discutidos y
difundidos en todos sus aspectos y,
principalmente, desde el punto de vista
de su conformacién por J. Donahue y
Sharma en 1964.

9) Entre otros alcaloides interesan-
tes podemos citar la Quinina, cuya es-
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tructura ha sido estudiada en forma
de los isomorfos, sulfato y seleniato
en 1955, utilizando una proyeccién bi-
dimensional de Patterson.

A pesar de que solamente hemos
citado un reducido ndimero de antibié-
ticos y alcaloides, cuyas estructuras
cristalinas han podido ser determina-
das, la cantidad de especies quimicas
naturales es tan asombrosamente ele-
vada y de composicién quimica tan
compleja, que todavia queda un enot-
me e interesante campo de trabajo para
su investigacién estructural.

C) Sustancias cristalinas wmacro-
moleculares.

Con este grupo de macromolécu-
las, podemos constituir varios sub-
grupos que iremos exponiendo a
continuacioén.

a) Proteinas Globulares.

Las proteinas globulares dan lu-
gar, en general, a buenos diagramas
de difraccién de rayos X, compara-
bles a los de sustancias de mucho
menor peso molecular; de todas for-
mas, para obtener los diagramas de
estas proteinas con intensidades de
difraccién apreciables, el tiempo de
exposicién debe ser evidentemente
mucho maés elevado que en las sus-
tancias de menor peso molecular.
Ello es debido a que los cristales
proteinicos estan formados por un
ordenamiento atémico compacto y
tridimensional.
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Estas proteinas globulares con-
tienen siempre  diferentes cantida-
des de solvente, que pueden variar
desde agua a diferentes mezclas hi-
droalcohdlicas; tanto los diferentes
elementos como su cantidad afectan
de forma directa al tamaiio de la
celda elemental, y también al valor
de las intensidades difractadas.

Estas intensidades pueden medir-
se en aire seco y cn contacto con sus
liquidos madres; la idea original de
Bernal estriba en especificar la hu-
medad en cada medida, variandola.

Los tamaifios de las celdas unidad,
tienden a decrecer alrededor de un
10 % al pasar de la forma humeda
a la seca; en general, la calidad de
los maximos de difraccién en forma
seca es muy inferior a la obtenida
en forma mds o menos hidratada,
debido a que se produce un colapso
parcial del perfecto empaquetamien-
to de la macromolécula. Es de gran
utilidad comparar los datos de las
celdas elementales obtenidas en ma-
cromoléculas, ya por medio de mi-
crofotografias, procedentes del mi-
croscopio electrénico, ya por difrac-
cién de rayos X.

Podemos considerar como térmi-
nos extremos de la escala de tamafos
de la celda elemental, desde la co-
rrespondiente - a la Ribonucleasa,
hasta la del virus del mosaico del
nabo, y entre las cuales se mueven
los tamafios de las demas. Asi la
celda elemental de la Ribonucleasa
presenta asimismo los - valores a
30, 9 A, b=30,84, c=254,1Ade
grupo espacial P, determinada en
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atmosfera seca. La celda elemental
del virus del mosaico del nabo que
pertenece al sistema cubico, presen-
ta para cada una de sus constantes,
el valor 728 A.

El numero de reflexiones obteni-
das por difraccién de rayos X es
funcién del volumen de la celda ele-
mental y comporta que en las ma-
cromoléculas haya que medir y tra-
tar un enorme numero de reflexio-
nes. »

El peso molecular de las molécu-
las proteinicas en el cristal unica-
mente puede fijarse si se conoce el
numero de moléculas asociadas a
cada celda elemental. El1 numero de
unidades asimétricas por celda ele-
mental se obtiene directamente del
grupo espacial, y los pesos molecu-
lares calculados deben ser submul-
tiplos de los pesos moleculares cal-
culados en solucioén.

La Hemoglobina, por
cristaliza en el grupo espacial C2, el
cual requiere cuatro unidades asi-
métricas por celda en posicién ge-
neral, pero el peso molecular deter-
minado por presién osmdtica es de
68.000; y se aproxima al calculad»
por difraccién si consideramos uni-
camente dos moléculas por celda uni-
dad. Ello nos indica que la molécula
de Hemoglobina estd constituida
por dos unidades asimétricas idén-
ticas entre si, de peso molecular
34.000.

Algo similar ocurre en la insulina-
zinc romboédrica; su peso molecu-
lar calculado requiere considerar
tres unidades asimétricas por celda

ejemplo,
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elemental (12.000) y el peso molecu-
lar en solucién neutra es de 48.000.
Este valor se ha comprobado al di-
solver la insulina en solucién de
pH bajo, siendo entonces su peso
molecular del orden de 12.000 por
unidad asimétrica, incluyendo la cel-
da elemental cuatro unidades asi-
métricas, ya que esta insulina es
rémbica.

El principal inconveniente en la
determinacién estructural de pro-
tefnas globulares es la ausencia de
atomos pesados necesarios para uti-
lizar el «<método del dtomo pesado»
o cl «método de las sustituciones
isomorfas»,

La hemoglobina por ejemplo, con-
tiene un 4tomo pesado, el hierro,
pero su férmula empirica es Ciy
Hieo Ous Nogg S, Fe, y por lo tanto
en su funcién Patterson no pueden
encontrarse los vectores Fe-Fe ne-
cesarios . para la interpretacién en
los mapas de densidad Patterson.

Evidentemente, esto implica el
quc sea necesario utilizar otros de-
rivados con 4tomos pesados, para
llevar a cabo una sintesis diferencial
de Patterson. Todo ello hizo que
Kendrew y colaboradores en 1958
encaminaran todos sus esfuerzos 2
obtener derivados con dtomos pesa-
dos; para ello prepararon una serie
de reactivos capaces de introducir
pesados, como mercurio,
plata, oro, yodo, etc.

El mercurio, por medio del P-Cloro
benzoato de. mercurio, fue introdu-
cido en la hemoglobina dc caballo;
el yodo en forma de yodofenol y el

Atomos
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uranio en forma de complejo de la
Ribonucleasa, etc.

En muchas proteinas globulares
los maximos de difraccién se con-
centran en el centro del diagrama,
debido al rdpido incremento del an-
gulo de Bragg; es este especialmente
el caso de los cristales hiamedos.

Ello hace que el numero de refle-
xiones que pueden medirse sea pe-
quefio y que ademas los limites de
cada reflexién sean poco precisos,
lo que comporta una gfan impreci-
sién en los mapas de densidad elec-
trénica.

Para la mayoria de proteinas es-
tudiadas y debido a todas las difi-
cultades explicadas, no ha sido po-
sible llegar a identificar las coorde-
nadas de los 4tomos en sus mapas
de densidad electroénica.

Podemos enumerar varios proble-
mas que aumentan, si cabe, las difi-
cultades que se hallan para la deter-
minacién estructural de este tipo de
proteinas, como son el desorden, y
su sensibilidad a la temperatura v
a las propias radiaciones X.

a) La ribonucleasa, enzima purifi-
cada del pdncrcas, cristaliza en
diversas formas, tal como de-
mostré D. Harker en 1956; la
forma estudiada por Carlisle
también en 1956, pertencce al
grupo espacial P,, y por lo tanto
es monoclinica, el valor de Z es
igual a dos, y sus dimensiones
varian con la humedad; en for-
masecaa = 30,904,b =30,904
c =54 A siendo (= 106°, mien-



100 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

tras que en forma humeda a =
=29, 14, b=130, 084, c=>51,
03 Ay B = 114° por ser sus pesos
moleculares 15.000 y 13.400 res-
pectivamente.

Sus diagramas de rayos X presen-
tan grandes diferencias en funcién
de los tiempos de exposicion. Otra
caracteristica de estos diagramas es
la intensidad de las reflexiones, si-
guiendo una serie de anillos alrede-
dor de su centro; estas fluctuaciones
son alternativas en cuanto a inten-
sidad y aparecen a 5, 10, 15 A, etc.,
indicdndonos que los atomos se si-
tian a ciertas distancias preferentes,
aunque sin embargo no nos indican
direcciones preferenciales.

La interpretacién de los maximos
de densidad electrénica ha dado Iu-
gar a diferentes modelos estructu-
rales (Magdorff, Crick y Luzzati, Car-
lisle v Kartha).

b) La Insulina también cristaliza
en varias formas:; su solucién
acida es rémbica, de grupo es-
pacial P2,2,2,'y el tamafio de cel-
da es de 44 x 51 x 30 &, dando
diagramas de rayos X relativa-
mente buenos.

La primera sintesis tridimensional
de Patterson fue realizada por Low,
utilizando el sistema electromecani-
co (X -RAC), obteniéndose en su pro-
yeccién una red realmente ordenada
y la seccién de Z = 1/2 mostrando
una fuerte distribucién en cadenas
moleculares y paralelas.
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Saenger, en 1953, completa estos
estudios demostrando que la estruc-
tura de la Insulina estd formada por
dos cadenas polipeptidicas, quedan-
do una cantidad de maximos resi-
duales en el diagrama, que hacian
dudar de su interpretacién. Lindley
y Rollet en 1955 y de nuevo Saenger
en 1956 encuentran que de tres en-
laces S-S, dos estan situados entre
las cadenas denominadas A y B, y
e! tercer enlace estd situado en la
cadena A.

Finalmente es D. Hocgkin con su
equipo quien resuelve definitivamen-
te la estructura, lo que le valio re-
cientemente la concesion del pre-
mio Nobel.

¢) La Mioglobina es también una
proteina de peso molecular relativa-
mente bajo después de purificada,
cristaliza muy bien, y sus derivados
con atomos pesados han sido estu-
diados por Kendrew y colaborado-
res en 1958; la preparacion de los
primeros derivados con &tomos pe-
sados fue de Perutz, que ha sido
uno de los pioneros en ¢l estudio
de todas las Hemoglobinas.

La forma mas conocida ha sido
la monoclinica de grupo espacial
P2, y de pardmetros 64 X 32 X 344
y B = 105°; la posicién de los atomos
pesados fue determinada por el Mé-
todo de Patterson, logrando asignar
las fases de 400 reflexiones. Ken-
drew, en 1959, con estos datos, ob-
tuvo unos mapas de densidad clec-
trénica que permitieron «a grosso
modo» suponer el esquema de la
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estructura de las cadenas proteini-
cas.

d) Desde el punto de vista cris-
talografico las proteinas mas estu-
diadas han sido evidentemente las
proteinas del grupo de la Hemoglo-
bina. Perutz y colaboradores han
trabajado largo tiempo para lograr
establecer unos modelos que aun-
que imprecisos, fueran aceptables.

Las hemoglobinas mas cstudiadas
proceden de las glandulas de mami-
feros: caballo, carnero, hamster y
hombre, y siendo todas ellas simi-
lares en cuanto a peso molecular,
volumen de la celda elemental, etc.
El valor de los parametros de la
celda elemental es funciéon directa
dc la tensién de vapor a que puede
encontrarse sometida la proteina.
Esta propiedad ha permitido obte-
ner diagramas de difraccién de ra-
yos X a diferentes tensiones de va-
por y, por medio de un ingenioso
mecanismo, asignar fases a las re-
flexiones obtenidas, permitiendo de
esta forma conseguir mapas de den-
sidad electrdnica, pero cuya inter-
pretacién es muy dificil debido al
grosor de estas proteinas.

e) Otras proteinas globulares han
sido estudiadas desde el punto de
vista cristalografico, entre ellas la
Lisozima, el polipéptido Gramicidi-
na-S (Soviet Gramicidin, prepara-
do del Bacilus brevis) y Mioglobi-
nas, Quimotripsina, Pepsinas, etc.

f) Han sido igualmente estudia-
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dos en estos ultimos veinte afos,
numerosos virus, utilizando las téc-
nicas cristalogréaficas de difraccion
de rayos X. Estos cstudios han esta-
do condicionados preferentemente
por las técnicas de separacién, ais-
lamiento, crecimiento, y demas téc-
nicas bioldgicas que permiten ob-
tener cristales ‘de virus.

Las particulas viricas pueden pre-
sentarse en formas poliédricas casi
esféricas o en forma alargada; los
virus de forma alargada no son ver-
daderos cristales y es muy ldgico
clasificarlas dentro del grupo de ma-
cromoléculas fibrosas.

Los virus estan formados por pro-
teinas y acido nucleico; sorprenden-
temente, el peso absoluto del acido
nucleico que contienen las particu-
las viricas es muy parecido (3,10~
gramos), en todas las diferentes es-
pecies, razas y cepas, mientras que
cl peso total de la particula virica
puede llegar a ser 100 veces supe-
rior de una especie respecto a otra.
Esto demuestra que la variacién ba-
sica entre las diferentes espccies se
encuentra en la proteina, mientras
que el acido nucleico es muy pare-
cido y s6lo esencial para la multi-
plicacién del virus.

Los virus en los cuales ha sido po-
sible el estudio cristalografico pro-
ceden en su mayoria de especies
vegetales, debido a que las técnicas
biolégicas han permitido manejar-
los con més facilidad que los virus
originados en especies animales.

El virus de la necrosis del tabaco,
que fue estudiado por difraccién de



102 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

rayos X, en primer lugar D. Craw-
foot Hodgkin en 1951, pertenece al
sistema triclinico con una celda ele-
mental de 179 X 219 x 1438 y de
4ngulos proximos a 90°; el tamafio
medido por microscopia electrénica
es muy parecido al determinado por
difraccién de rayos X (alrededor de
240 & de didmetro).

El virus del tomate fue examina-
do por primera vez por Bernal,
Frankuchen y Riley, demostrando a
los rayos X su perfecta cristaliza-
cién, en forma de cubo y dodecae-
dro pentagonal; los primeros estu-
dios indican que pertenece a una
red cubica centrada en el interior
de lado igual a 394 A. Posteriormen-
te Carlisle estudié también grandes
cristales del mismo virus, de apro-
ximadamente 0,5 mm de lado, en
forma dodecaédrica; los pardmetros
determinados fueron de 386 A en
forma htimeda y de 314 A-en forma

seca. Estos resultados confirmaron

los obtenidos por microscopia elec-
trénica. Kasper, en 1956, determind
el grupo espacial, que es el 123 (nu-
mero 197 en las tablas internacio-
nales); en este grupo espacial, las
«moléculas» en la celda unidad es-
tan relacionadas por ejes binarios
y ternarios.

.Los altimos estudios de este virus
sugieren una disposicién semejante
a la de los virus de la necrosis del
tabaco.

Es de gran interés el virus de ia
Poliomielitis, que ha sido estudiado
por difracciéon de .rayos X. Cristali-
za en el sistema rémbico y sus pa-
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rametros son a = 3534, b =3784,
¢ = 320 8 presentando una celda
pseudoctibica. Las reflexiones medi-
das y sus extinciones hacen suponer
que poseen una red centrada en el
interior; estos estudios fueron ini-
ciados por Klug en 1959.

b) Sustancias macromoleculares
fibrosas

Los polimeros fibrosos presentan
problemas de diferente tipo a los
qgue presentaban las sustancias cu-
yos cristales podian considerarse
como monocristalinos. De todas for-
mas, la informacién que se obtie-
ne por difraccién de rayos X va-
ria segin el tipo de fibra y puede
ir desde unos simples polimeros li-
neales, hasta los acidos nucleicos.

Los linecales pueden
proceder de procesos de sintesis y
por lo tanto de composicién quimi-
ca determinada, o bien pueden ori-
ginarse en el campo biolégico. En
el primer caso, son generalmente
isétropos cuando se examinan con
luz pclarizada. Para algunas propie-
dades mecénicas presentan anisotro-
pia. En el segundo caso pueden ser
isétropos como el caucho, o anisé-
tropos como los pelos, plumas, cu-
ticulas, etc.

En los diagramas de difraccién de
rayos X en cristales orgéanicos o
inorganicos, con unidades monomé-
tricas definidas, se requiere que el
cristal gire u oscile para poder cal-
cular la red cristalina; la difraccién
en los polimeros lineales produce

polimeros
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efectos diferentes y no es necesaria
la rotacién u oscilacién frente a los
rayos X.

Las fibras naturales pueden tener
diferente comportamiento frente a
los rayos X, dependiendo de su tra-
tamiento y propiedades mecénicas,
térmicas, etc. Estos defectos podria-
mos resumirlos de la siguiente for-
ma:

1. Cuando el material es isétro-
po, pueden observarse dos efectos:
el primero es la presencia de lige-
ros halos difusos concéntricos, con
el haz directo y que son muy simi-
lares a los que presentan los «cris-
tales liquidos», y el segundo, estos
mismos halos difusos, rodeando a
finos anillos de difraccién similares
a los que se producen en los dia-
gramas de polvo cristalino.

2. Cuando el material fibroso es
anisétropo, los diagramas de ra-
yos X presentan ya maximos de di-
fraccién mas o menos limitados vy
definidos, aunque evidentemente coa
gran cantidad de radiacién difusa v
presentando segiin su grado de per-
feccién igualmente anillos de di-
fraccidn, e incluso algunas veces ha-
los difusos.

La interpretacion de estos efectos
de forma simple es sencilla, pero si
queremos medir las intensidades di-
fractadas y obtener conclusiones es-
tructurales comparables a las qusz
se obtienen en monocristales, el pro-
blema se torna de dificil solucidn, v
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de un poder de resolucién muy infe-
rior al que se consigue en dichos
cristales.

Ademas, en los casos mas favo-
rables, la mayoria de las reflexiones
medidas se encuentran situadas en
lIa regién central del diagrama, o sca
a bajos angulos de Bragg, v en con-
secuencia son siempre muy pocas
las reflexiones que finalmente pue-
den medirse con cierta precisién.

Existe evidentemente el mismo
problema para establecer la celda
elemental y asignar indices a las
reflexiones; y debido a que éstas,
en general, son muy escasas, nunca
tendremos la absoluta seguridad so-
bre la validez de los valores obteni-
dos para dicha celda elemental.

Como ya hemos expuesto, el mé-
todo de Patterson permite calcular
las fases de los haces difractados:
en este caso, si las fibras contienen
un pequefio numero de atomos pe-
sados, el método puede ser conside-
rado como valido para estudiar las
caracteristicas de los vectores in-
teratémicos y establecer un modelo
estructural.

a) Proteinas fibrosas

La materia constituyente de las
plantas estd formada, basicamente
por un conjunto de polisacaridos,
mientras que en los animales, los
constituyentes bdsicos son las pro-
teinas fibrosas.

Podemos considerar en este apar-
tado algunos materiales de este tipo
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que pueden considerarse interesan-
tes, como por ejemplo, tendones,
ufias, lana, pezufia, cuernos, etc. La
actividad quimica y la insolubilidad
de estos materiales han sido estu-
diados a fondo, tanto por métodos
guimicos como fisicos y en particu-
lar utilizando la difraccién de ra-
yos X. No esta realmente clara, en
estas proteinas fibrosas, su compo-
sicién, y ni tan siquiera la distribu-
cién de sus aminoicidos. Por ejem-
plo, el colageno estd formado apro-
ximadamente por un 23 % de cisti-
na y cisteina, un 29,1 % de prolina
¢ hidroxiprolina, 27,1 % de glicina,
un 9,5 % de alanina, y un 3,4 % de
serina, mientras que otras protei-
nas fibrosas contienen un porcentaje
totalmente diferente de estos ami-
noacidos.

El profesor W. T. Atsbury, direc-
tor del Departamento de Estructu-
ras Biomoleculares de la Universi-
dad de Leeds, en Inglaterra, puede
considerarse como el iniciador de
los estudios por difraccién de ra-
yos X en las proteinas fibrosas; sus
primeros trabajos de importancia
en este campo se remontan al 1940,
en los que intenta clasificar estas
proteinas.

Se aplica la denominacién de Que-
ratina a todas aquellas proteinas
fibrosas cuyos diagramas de rayos X
son semejantes al de la Queratina
de la lana, a pesar de que su com-
posicién quimica sea muy diferente.
Por estas razomes Atsbury, en 1947,
clasific6 estas fibras en dos tipos:
o - Queratina y (- Queratina, segun
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sus caracteristicos diagramas de ra-
yos X. Para ello se basa en las re-
flexiones fuertes, obtenidas por di-
fraccién de rayos X en sus respec-
tivos espaciados reticulares. Asi la
v - Queratina presenta sus reflexio-
nes més fuertes a 9,8 Ay 0,1 4, mien-
tras que la f3-Queratina lo hace a
97 A a 4,66 A,y a 333 A Por ejem-
plo, la Miosina en solucién pertene-
ce al grupo de las g-Queratina;

. cambiando las condiciones fisico -

quimicas pueden llegar a obtenerse
diagramas tipicos de la B-.Querati-
na. La Epidermina normalmente da
lugar a un diagrama tipo y, pero en
etanol se obtiene el de tipo §. El fi-
brinégeno, cuando precipita y se
orienta, da lugar a diagramas de ti-
po B, asi como la Flagella vulgaris.

Un modelo estructural para [a
- Queratina ha sido posteriormen-
te modificado por Meyer y Mark,
Pauling y Corey, etc.

De la misma forma Atsbury pro-
puso el modelo de la ¢ -Queratina,
que fue ampliamente discutido al-
rededor de los ailos 50 y 60; traba-
jaron sobre ello Huggins, Taylor,
Zattu y Mizushima, pero fueron de
nuevo Pauling y Corey quienes pro-
pusieron el modelo de la ¢ - Quera-
tina; a este modelo se le denoming
o - Helix, en el cual los aminoacidos
componentes se distribuyen mas o
menos simétricamente a lo largo de
un eje helicoidal. De la misma for-
ma estos autores propusieron el mo-
delo ¢ -Helix, del cual no existen
pruebas demasiado convincentes por
difraccién de rayos X.
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b) Acidos nucleicos
y nucleoproteinas

Los acidos nucleicos constituyen
la mayor parte de los nticleos de las
células de los animales y de las plan-
tas, y también estan presentes en el
citoplasma de algunas células, par-
ticularmente en las hepéticas. Su
peso molecular llega a ser del orden
de 105 a 107; su hidrdlisis da lugar
a bases derivadas de la purina y de
la pirimidona, aziicares y acido fos-
férico. 'Los azticares componentes
pueden ser la Ribosa o la D-2-de-
soxirribosa, segiin proceden de aci-
dos ribonucleicos (R.N.A.) o acidos
desoxirribonucleicos (D.N.A.), aun-
que en realidad éstos son polinucleo-
tidos.

Estos azdcares componentes de
los acidos nucleicos no son idénticos
en todos ellos. )

En el estudio de los acidos nu-
cleicos generalmente se utilizan los
procedentes del Timo, o sea el 4ci-
do timonucleico, que es el D.N.A.

Atsbury y colaboradores, en 1947,
estudiaron por difraccién de ra-
yos X la sal sédica del acido timo-
nucleico, proponiendo un modelo es-
tructural que consideran un apila-
miento de los nucleétidos en forma
.dc columna, basado en las fuertes
reflexiones obtenidas a 3,4 A

Finberg modifica el modelo de
Atsbury y posteriormente Pauling y
Corey sugieren un nuevo modelo de
triple hélix que presenta serios in-
convenientes cuando se procede a
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su comprobacién por rayos X. Te-
niendo en cuenta estas dificultades
Watson y Crick (1953) sugieren otro
modelo de doble hélix, siguiendo &l
mismo eje pero en sentidos opues-
tos.

Esta rapida revisién no tiene mas
objetivo que presentar el estado ac-
tual de una de tantas partes de la
ciencia como es la Biocristalografia
aplicada al desarrollo de la Medi-
cina.

Habréis podido observar que a pe-
sar de los grandes avances que se
han producido tanto en las concep-
ciones tedricas como en los méto-
dos practicos, en la gran diversidad
y perfeccién de los aparatos cienti-
ficos dotados de los ultimos mode-
los de computadoras, de los nume-
rosos equipos de hombres de cien-
cia de gran capacidad intelectual de-
dicados al estudio de las estructu-
ras de las grandes moléculas que
constituyen los materiales del mun-
do biolégico, estamos todavia en los
primeros balbuceos. ’

Es de esperar que en un préximo
futuro, estos y otros hombres de
ciencia puedan sorprender el secre-
to estructural de estas macromolé-
culas que tan celosamente esconden
en su seno. Estamos seguros de que
su descubrimiento constituird un
gran paso para la Biologia, la Fisio-
logia, la Bioquimica en sus aplica-
ciones médicas, y en definitiva para
el bienestar del hombre. He dicho.



