SEVERO OCHOA DE ALBORNOZ (1905-1993):
DE 1936 a 1964

DR. PEDRO GARCIA BARRENO

Afios de guerra

Una vez tomada la decision de marcharse fuera de Espana
—segun las propias palabras de Severo Ochoa: «No habia en la
Espafia de entonces, atn sin guerra, la posibilidad de hacer la clase
de ciencia que yo sofiaba hacem—, Ochoa se present6 al Dr. Juan
Negtin, entonces Ministro de Hacienda, quien consider6 justifica-
da su marcha y le dio un «papelito» que decia «Misién especialy.
Entonces, cuenta Ochoa, comenz6 su odisea; era septiembre de
1936. Desde Valencia, el matrimonio Ochoa partié en tren a Bar-
celona, donde se alojé en un «hotelucho» en el que habfa mucha
gente que tenfa el mismo «papelito» y que, segtn dijeron, no habia
servido para nada. Muchos llevaban meses intentando salir de
Espafia. A la mafiana siguiente, Severo y Carmen Garcia Cobian se
dirigieron al edificio donde se obtenfan los permisos de salida,
encontrandose con una larguisima cola. Severo, muy disciplinado,
fue a ponerse al final de la misma, pero Carmen, mucho mds
decidida, se dirigi6 a un individuo «mal encarado» que parecia ser
el vigilante de aquella aglomeraciéon. Cuenta Severo que la belleza
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de Carmen debi6 impresionatle; la dijo que fuese a otro despacho
y preguntase por otro camarada. A decir de Ochoa, la cosa «pito»
—que las cosas pitaran o no, era una expresion utilizada frecuen-
temente por Ochoa cuando hablaba en espafiol—, y al cabo de
poco tiempo consiguieron su pasaporte autorizandoles a pasar a
Francia. Como la posibilidad de cruzar la frontera en tren era
pricticamente nula, tuvieron la suerte de podetse embatcar en un
barco francés enviado pot aquel gobierno para sacar de Hspafia a
unas monjas, llegando de esa manera a Marsella.

Con todo, la marcha del matrimonio Ochoa al extranjero fue
posible por una circunstancia afortunada. Dos semanas antes del
comienzo de la guerra civil habfa regresado Carmen de Puetto
Rico, donde habfa ido pata tratar de cobrar una deuda familiar:
7000 dolares, una cantidad impottante para la época. Sin ese dine-
to habria sido muy dificil la marcha de Espafia y poder subsistir en
el extranjero. Antes de embarcar para Marsella fueron sometidos
a una rigurosa inspeccién, pero Carmen habia ocultado el cheque
correspondiente en el interior de un cintur6én de cuero que recosio
sin que se notase nada.

Cuenta Ochoa que la alegria de verse en el barco hizo que
tararease una y otra vez «Las Bodas de Figaro» de Mozart, proba-
blemente debido a que dicha musica es muy alegre. Desde Marsella
marcharon a Parfs donde permanecieron un mes en la Casa de
Espafia de la Ciudad Universitaria, invitados por el director de la
misma, Angel Establier, antiguo amigo de Severo de sus tiempos
de la Residencia de Estudiantes. Alli coincidié con Xavier Zubiri:
«La extraordinaria inteligencia y la cultura enciclopédica de Zubiri
hacian nuestras conversaciones enormemente interesantes. A ello
contribufa también su naturalidad y sencillez. Zubiri tenfa el raro
don de ensefiar de igual a igual aun cuando la disparidad intelectual
entre él y sus oyentes fuese muy marcaday.

Ochoa, ya en Patis, contacté con Otto Fritz Meyerhof quien
le acept6 de nuevo en su laboratorio en Heidelberg, incorporando-
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se al mismo en el mes de octubre, en calidad de investigador
visitante. Debido al auge de los nazis, Meyerhof estaba en una
situacion precaria y algunos miembros de su familia habfan aban-
donado ya Alemania, aunque su laboratorio era atn muy produc-
tivo.

Poco después de su llegada a Heidelberg la policia confisco el
pasaporte al matrimonio Ochoa y, un mes mas tarde, Ochoa reci-
bi6 una carta de la Embajada de Espafia en Berlin en la que le
expresaban su sorpresa de que estuviese en Alemania y no en
Espafia sirviendo a su patria. Ochoa contest6 que, como cientifico,
pensaba que servia mejor a Espafia estudiando en Alemania, pafs
que debia su esplendor en gran medida al estado avanzado de su
ciencia y tecnologia. Parece que esta respuesta de Ochoa fue con-
vincente, pues al poco tiempo les devolvieron el pasaporte, y no
volvié a ser molestado.

El laboratorio de Meyerhof habfa cambiado mucho desde el
punto de vista cientifico. Cuando Ochoa se marché en 1930 era un
laboratorio de fisiologia donde se podian ver musculos contrayén-
dose por todas partes. En 1936 se habia convertido en un labora-
torio de bioquimica. Los principales temas de trabajo eran el estu-
dio de la glicolisis y la fermentacién en extractos de musculo o
levadura, o reacciones parciales de estos procesos catalizados por
enzimas purificadas. Sus antiguos amigos David Nachmansohn y
Fritz A. Lipmann ya no estaban alli. En este periodo Ochoa explo-
r6 la accién de la cozimasa, luego conocida como DPN (nucleé-
tido de difosfopiridina) y, definitivamente, NAD (dinucle6tido de
nicotinamida y adenina, a partir de musculo esquelético, y llevé
a cabo estudios de transfosforilacion en extractos de musculo
en colaboracién con Paul Ohlmeyer, de quien se hizo muy amigo.
Sin embargo, debido al creciente auge del nazismo, la situacion de
Meyerhof se hizo insostenible, teniendo que emigrar a Paris,
en agosto de 1939, donde trabajé en el Institut de Biologie Physico-
Chimigue. Meyerhoff, antes de partir y con la ayuda de Archibald
Vivian Hill —habia recibido el Premio Nobel de Fisiologia o
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Medicina 1923 con Meyethof, y quién entablé una estrecha amis-
tad con Ochoa—, consigui6 una beca de seis meses para que
Severo trabajase en el Marine Biological Laboratory en Plymouth.
Ochoa y Meyerhoff coincidirian, afios después, en EE. UU.
«Meyerhof —esctibitfa Ochoa— fue el maestro que mas contribu-
y6 a mi formacién y el que mas influy6 a la hora de orientar mi
trabajo»

En Plymouth, Carmen ayudé a su marido y llegaron a publicar
un trabajo, juntos, en la prestigiosa revista Nasure sobre la fosfo-
rilacién enzimadtica en el musculo de invertebrados y su contenido
en cozimasa. Para este trabajo utilizaban langostas, que después se
comian. Cuenta Ochoa que después de este trabajo estuvieron
muchos afios sin probar tales crusticeos.

Un afio después Ochoa, con la ayuda de William R. G. Atkins,
uno de sus amigos de Plymouth, consiguié una beca de la Nustfield
Foundation para trabajar con Rudolph A. Peters en el Departamen-
to de Bioquimica de la Universidad de Oxford sobre el papel de
la vitamina B, (tamina) y de la cocarboxilasa (ester difosférico de
tiamina) en la oxidacién del piruvato. Peters y Ochoa determina-
ron que la cocarboxilasa y no la tiamina libre era el cofactor de la
oxidacién del pituvato. También demostraron el requerimiento de
nucleétidos de adenina, lo que les sugirié que habfa un estrecho
acoplamiento entre oxidaciéon y fosforilacién, y ello despert6 el
interés de Ochoa en la fosforilacién oxidativa. El periodo de
Oxford fue muy feliz y productivo, y, probablemente, el trabajo
mas sélido y trascendente de la produccién de Ochoa en esta
época fue el publicado en el Journal of Biological Chemistry, con el
titulo: «Acoplamiento de la oxidaciéon del 4cido pirdvico con la
fosforilacion, en el cerebrow.

El mecanismo de la fosforilacién en las dispersiones de tejido
cerebral es desctito por Ochoa del modo siguiente: «Con cantida-
des cataliticas de 4cido adenilico y en ausencia de otros aceptores
de foésforo, el trifosfato de adenosina formado al reaccionar el
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acido adenilico con el hipotético producto fosforilado, resultante
de la oxidacién del acido piravico, es desfosforilado por la adeno-
sin trifosfatasa regenerandose el acido adenilico para nuevas reac-
ciones: la concentraciéon de fosfato inorganico no se modifica. El
consumo de oxigeno tiene lugar debido a que la presencia de la
adenosin trifosfatasa hace innecesaria la presencia de un aceptor de
fosfato: pero en ausencia de acido adenilico afiadido, la concentra-
ci6on de adenin nucleétido es demasiado baja en las dispersiones
dializadas, para mantener el mecanismo antes descrito a velocidad
suficiente, y el consumo de oxigeno desciende por debajo del nivel
normal. En presencia de acido adenilico (en cantidad catalitica) y
de aceptores de fosfato para los grupos de fosfato habiles del
adenosin trifosfato, como la hexosa monofosfato o la glucosa, una
proporcién, mayor o menor, del trifosfato de adenosina resulta
protegida de la accién de la adenosin trifosfatasa, transfiriendo
fosfato a un aceptor con formacién de difosfato de hexosa, mien-
tras que desaparece una cantidad equivalente de fosfato inorgani-
co. El hecho que la fosforiulacién del acido adenilico es un paso
obligatorio en la deshidrogenaciéon de ambos triosa folsfato y pi-
ruvato, hace que dicho proceso sea el mecanismo principal me-
diante el cual la energfa de la respiracién se pone a disposicién de
los tejidosy.

Segun cuenta Ochoa, los britanicos tienen la cualidad de ob-
tener resultados sin trabajar, aparentemente, muy duro, y siendo
contagiosa esta capacidad. Hizo muy buenos amigos, entre ellos
Ernst Chain, quien saltaba literalmente de la silla cuando les expli-
caba las propiedades maravillosas de la penicilina que estaba puri-
ticando. Pero después de dos afios, su estancia en este laboratorio
se vio de nuevo frustrada por la segunda guerra mundial. El labo-
ratorio se vio inmerso en investigaciéon militar. El sentimiento de
soledad y de aislamiento hizo que el matrimonio Ochoa decidiese
marchar a Estados Unidos por el bien de la carrera cientifica de
Severo. Ochoa querfa trabajar en el laboratorio de Catl F. Cori, por
lo que le escribid, y cuenta que sintié una gran alegria cuando Cori
le acept6 para ir a su laboratorio.
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El Nuevo Mundo

En agosto de 1940, invitado por el matrimonio Catl y Gerty
T. (Radnitz) Coti, el matrimonio Ochoa se embarco en Liverpool,
no sin cierta nostalgia pero llenos de esperanza y expectativas, con
destino a la Washington University School of Medicine en St. Louis. El
viaje lo hicieron en compafifa del matrimonio Obrador. Para con-
seguit un visado, la Universidad de Washington le ofrecié un
puesto de investigador visitante con un sueldo virtual de 2.000
délares, que el propio Ochoa tendria que pagarse. Finalmente fue
la Fundacién Rockefeller la que aportd una ayuda equivalente para
que Ochoa pudiese trabajar en dicha Universidad. Segin cuenta
Ochoa, el laboratorio de los Cori era un lugar excitante. Alli las
enzimas eran algo realmente importante y los trabajos sobre glico-
lisis y fosforilacién estaban en su apogeo. También habia cientifi-
cos muy interesantes como Herman M. Kalckar, Farl Sutherland
y Sydney Collowick.

Cori le propuso a Ochoa que estudiase la conversiéon de fruc-
tosa en glucosa en extractos de higado. La idea era que la fructosa
se fosforilase a fructosa-6-fosfato por una hipotética fructoquina-
sa, que la fructosa-6-fosfato se isomerizase a glucosa-6-fosfato por
la fosfohexoisomerasa y que la glucosa-6-fosfato se desfosforilase
por la glucosa-6-fosfatasa para dar glucosa. Sin embargo, cuando
Ochoa incubaba fructosa con homogenados de higado obtenia
fructosa-1-fosfato en vez de fructosa-6-fosfato. Aunque Ochoa no
obtuvo tesultados, adquirié una buena formaciéon en el manejo y
caracterizacion de enzimas y de compuestos fosforilados del me-
tabolismo de los hidratos de carbono. En una ocasién posterior,
con motivo del homenaje que recibié en su septuagésimo aniver-
sario, Ochoa comentarfa que habia sido muy afortunado al tener
maestros como Meyetrhof, Peters y Cori, y a pesar que su trabajo
de investigacién habia resultado, en alguna ocasidn, algo frustrante.

En Oxford, Ochoa habfa conocido a Bob Goodhart, especia-
lista en nutricién de la Universidad de Nueva York y que disfru-
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taba de un Fe/low de la Fundacién Rockefeller en el laboratotio de
Peters, y quien estaba empefiado en incorporarle a aquella. A co-
mienzos del afio 1942, alentado por su mujer, Carmen, aceptd un
puesto de Asociado de Investigacién con una beca para trabajar
dos afios en el Departamento de Medicina de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Nueva York, ocupando provisional-
mente un espacio en el Hospital Psiquiatrico de Bellevue. Allf
comenzé su independencia cientifica, aunque todavia no la acadé-
mica, ya que su puesto dependfa de una beca. Este fue el comienzo
de una fructifera y feliz asociacién con la Universidad de Nueva
York que duré mas de 30 anos.

En el Instituto Rockefeller se organizaron, en algin momento
del afio 1941, seminarios basados en el libro de David Green «The
mechanisms of biological oxidations», publicado en 1940. David Green
sugirié que esos seminarios se convirtieses en un Engyme Club en
el que podrian participar los cientificos del area de Nueva York
interesados en enzimologia y areas relacionadas. Los miembros del
Club se reunfan una vez al mes para escuchar la presentaciéon de
algtin invitado o de alguno de sus miembros. Se empezaba con un
coctel seguido de una cena. El conferenciante presentaba entonces
el tema utilizando pizarra y tiza, pues no se permitfan diapositivas,
y se interrumpia al ponente con preguntas «planteadas con todo el
rigor de Nueva York», segin comentarfa Slater. En abril de 1943
Ochoa hizo su primera presentacion, titulada «El enlace fosfato en
la oxidacién del acido piravicon, a la que siguieron siete mas, la
tltima en abril de 1978, sobre regulacién de la sintesis de protei-
nas.

Cuenta Arthur Kornberg que, cuando un domingo por la tarde
regres6 Ochoa al laboratorio después de haber asistido a «La Pa-
sién segun San Mateo» de Johann S. Bach, encontré que habian
sacado al pasillo su mesa y sus aparatos, pues el nuevo jefe de
Psiquiatria necesitaba el espacio. El Profesor Isidor Greenwald,
que trabajaba en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina y quien apreciaba mucho el trabajo de Ochoa, asi como
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sus cualidades personales, le ofrecié un sitio en su laboratorio y
Severo fue nombrado, a los 39 afios de edad, Profesor ayudante de
Bioquimica. Esta fue la primera posiciéon de plantilla que tuvo
Severo en su vida; cortria el afio 1944.

En 1946, qued6 vacante la catedra de Farmacologia y Keith
Cannan, un biofisico ingles, director del Departamento de Bioqui-
mica, pensé que Ochoa podia ser la persona adecuada para el
cargo. Un prestigioso colega que le conocié bien en aquellos afios,
el Dr. Ephraim Racker escribié: «a dedicacién humilde y total de
Severo a la ciencia me queddé grabada por la siguiente anécdota.
Aunque ya era maduro tanto en edad como en prestigio cientifico,
Severo era todavia Profesor ayudante de Bioquimica en la Univer-
sidad de Nueva York cuando le ofrecieron la Catedra de Farma-
cologfa. Recuerdo con precisiéon las muchas horas que estuvimos
discutiendo. Severo no dejaba de decir: ¢por qué he de necesitar
una catedra? Puedo trabajar donde estoy ahora. ¢No se resentira
mi trabajo de investigacion si llego a ser director de un departa-
mento?... Creo que lo que le decidié finalmente a ocupar la catedra
fue la perspectiva de lograr un espacio adecuado de laboratorio y
suficiente ayuda técnica que le compensase de las cargas adminis-
trativas que se le afladfan». El Departamento de Farmacologia,
aunque estaba situado en un viejo edificio de la calle 267 y para
llegar a él habifa que pasar por la sala de anatomia donde los
estudiantes estaban diseccionando los cadaveres, disponia de va-
rios laboratotios nuevos y bien equipados, que habfa conseguido el
anterior director James A. Shannon. As{ pues, Ochoa pasé a ocu-
pat la catedra del Departamento de Farmacologia, teniendo ya mas
espacio para realizar sus investigaciones; fue el segundo bioquimi-
co en ocupar una Catedra de Farmacologia en una Facultad de
Medicina norteameticana. Hasta entonces, Ochoa tuvo una posi-
cion académica modesta y trabajé solo y con medios bastante
limitados; etran ademis los tiempos de la naciente enzimologfa,
cuando el bioquimico trabajaba en relativo aislamiento y multipli-
caba sus quehaceres entre la propia investigacion, la sintesis y el
analisis organico, y la purificacién de enzimas y coenzimas aislados
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cn experimentos auxiliares. Allf permaneci6 nueve «apasionantes y
productivos» afios. Le encomendarian la direcciéon del Departa-
mento dos afios después, cargo que ocupd hasta el afio 1954,
cuando se trasladé al Departamento de Bioquimica.

Fosforilacion oxidativa, fijacion de CO, y enzimas
del ciclo del acido citrico

Los primeros trabajos de Ochoa en la Universidad de Nueva
York fueron sobre la fosforilacién oxidativa, problema que habia
empezado a estudiar en Oxford en 1938, cuando demostrd que la
oxidacién se acoplaba a la fosforilacién de difosfato de adenosina
(adenosina difosfato, ADP) pata formar ATP (trifosfato de adeno-
sina), a lo que sigue la transferencia de fésforo desde el ATP al azd-
car. El acoplamiento obligado de la fosforilacion con la oxidacién
del piruvato, también demostrado por Vladimir A. Belitzer de la
Unién Soviética y por Herman Kalckar de Dinamarca, fue un des-
cubrimiento importante. Utilizando homogeneizados de corazén
Ochoa determiné la relacion molecular entre fésforo esterificado y
consumo de oxigeno: relacién P/O. Una comparacién entre la fos-
forilacion causada por la oxidacion del acido pirtvico y la producida
pot la dismutacién entre acido fosfoglicérico y 4cido pirtivico en
extractos cardiacos, mostr6 una relacién [P/O = 3] para la primera
reaccion; una relacién que habia sido anteriormente valorada como
2. Este dltimo valor se debfa a la pérdida causada por la hidrélisis de
ATP por ATPasa (adenosina trifosfatasa). La relacién de 3 fue pos-
tetiormente confirmada por Albert Lester Lehninger en mitocon-
drias. Sin embargo, Ochoa pensaba que el mecanismo de la fosfori-
lacién oxidativa no se entendetia sin el conocimiento de las
teacciones enzimiticas implicadas en oxidacién y en especial, aque-
llas acopladas a fosforilacion. Se conocia, gracias a los trabajos de
Hans Ktrebs, que el ciclo del 4cido citrico (Fig. 1) era la via principal
de oxidacion de sustratos energéticos en la célula, y por los trabajos
de David Keilin y Otto Warbutg que nucledtidos de piridinas, fla-
voproteinas y citocromo, estaban involuctrados.
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Carbohidratos
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Ficura 1. Ciclo del acido citrico y rutas metabdlicas relacionadas. Los aa,,
representan distintos tipos de aminoacidos que conectan el ciclo con la sintesis
de proteinas. En trazo grueso se indican las etapas esclarecidas por Ochoa
(Tomada de: C. Asensio y F. Grande; Fig.1, p. 556).

Se conocia que el isocitrato se formaba a partir de citrato, via
ds-aconitato, y se desconocian las reacciones que conducian hasta
0O-cetoglutarato —solo se habfan hipotetizado—. Ochoa decidié
abordar el intermediario postulado como acido oxalsuccinico.
Mientras tanto, H. G. Wood y C. H. Wetkman demostraron la
fijacion de di6xido de catbono (CO,) por bacterias heterotroficas.
Ochoa intuyé que la reaccién de la isocitrico deshidrogenasa debia
ser reversible, lo que propotcionatia el mecanismo para la fijacion
de CO, en células animales. El laboratorio de Severo no estaba
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equipado para utilizar isétopos, y pensé que podtia obsetvar la
reaccion que, de existir, conducirfa a la oxidacién del dinucleétido
fosfato de nicotinamida y adenina reducido (NADPH) por espec-
trofotometria; ello, si el isocitrato se formaba por la fijacion
de CO,a a-cetoglutarato. Como escribié en su autobiografia, no
crey6 que aquello funcionara, y pospuso el experimento hasta que
fue animado por su amigo Racker, quién trabajaba en el Departa-
mento de Microbiologfa —un piso por debajo— y con el que
mantenia frecuentes discusiones. Cuenta Severo que, una vez pues-
to en marcha el experimento, cuando vio por primera vez moverse
la aguja del espectrofotémetro, lo que indicaba la oxidacién del
NADPH, se emocioné tanto que salié al pasillo del laboratorio
gritando: «Venid a ver moverse la aguja del espectrofotémetron.
Pero eran las nueve de la noche y no habifa nadie para acudir a

verlo.

El espectrofotémetro utilizado en dicho expetrimento se habfa
comprado con una ayuda de la Awmerican Philosophical Society y tenia
que devolverse después de un afio. Pero el éxito de los expetimen-
tos de la fijaciéon de CO, y la necesidad que tenfa Ochoa de un
espectrofotémetro para su trabajo futuro, hicieron que la altruista
Sociedad le dejase mantener el insttumento indefinidamente. De
ahi que el aparato se conociese en el laboratorio como el «Philoso-
phical spectrophotometers. Tras ello, Ochoa se convirtié en un experto
de los estudios espectrofotométricos de las enzimas oxidativas.

Ochoa pens6 que lo que habfan denominado isocitrico deshi-
drogenasa era, en realidad, una mezcla de dos enzimas —isocitrico
deshidrogenasa y oxalsuccinico carboxilasa—, aunque nunca puso
demostrarlo. Entonces, recién trasladado al Departamento de Fat-
macologfa y habiéndose incorporado su primer doctorando —Alan
Mehler, y también, sus dos primeros postdoctorales, Santiago
Grisolfa y A. Kornberg— decidié combinar dos enzimas conoci-
das —malico deshidrogenasa y oxalacético carboxilasa— pata com-
probar si era posible descarboxilar malato produciendo pituvato y
CO, en presencia de NAD" (dinucledtido de nicotinamida y ade-
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nina, coenzima I), y/o convertir piruvato y CO, en malato en
presencia de NADH (NAD reducido). «Todo ello fue un completo
fracasow, escribié Ochoa.

Sin embargo, un dia Mehler observé una rapida oxidacién de
malato cuando se afiadia NADP" (dinucleétido fosfato de nicoti-
namida y adenina, coenzima II) pero no NAD, a extractos de
higado de paloma (cientos de ellos extraidos por el devoto técnico
de Ochoa, Morton Schneider). Esta observacién condujo al descu-

brimiento de la enzima mdlica, que cataliza la reaccién reversible:
malato + NADP* > piruvato + CO, + NADPH + H".

La enzima fue estudiada en detalle por Mehler y Kornberg.
Dado que la enzima malica puede catalizar la descarboxilacion de
oxalacetato a pituvato y CO,, tanto como la reduccién del malato
por NADPH, concluyeron que la enzima malica —al igual que la
isocitrico deshidrogenasa que puede catalizar la descarboxilacion
de oxalosuccinato a O-cetoglutarato y CO2, y su reduccién a iso-
citrato— es una enzima con dos centros activos, uno para la oxi-
dacién del isocitrato y otro para la del oxalosuccinico, y no una
mezcla de dos enzimas, isocittico deshidrogennasa y oxalosuccini-
co deshidrogenasa, como habfan supuesto inicialmente. La enzima
malica fue utilizada potr Wolf Vishniac y Ochoa para obtener cat-
boxilacién reductora fotodependiente de piruvato a malato en gra-
nas y en presencia de NADP, lo que supuso la primera demostra-
cién de una reduccion fotoquimica de nucleétidos de piridina en
ptreparaciones de cloroplastos.

A principios de 1947, Warren Weaver, Director de la Division
de Ciencias Naturales de la Fundacién Rockefeller, hizo una en-
cuesta preguntando a un grupo reducido de bioquimicos que tra-
bajaban en Estados Unidos su opinién respecto a la valia de un
nimero de cientificos, entre los que figuraba Ochoa. De la lista
final, ordenada por la cantidad de signos positivos obtenidos,
Ochoa ocupé el cuarto lugar, precedido por Catl Cori quien ocupd
el primer puesto, Joseph Fruton y John H. Northrop. Es decit,
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Severo Ochoa estaba entre los cuatro cientificos mas valorados
por sus pares en Estados Unidos. Estos fueron los comienzos del
auge cientifico de Severo Ochoa quien para 1955, fecha del des-
cubrimiento de la polinucleétido fosforilasa, ya era uno de los «zgp
Jfour» de Estados Unidos. En el mes de enero de aquel mismo afio,
delegados de quince paises —Elmer Stotz y el mismo Ochoa por
los EE. UU.— se reunieron en la Czba Foundation House en Londres
para elegir la primera junta de gobierno de la recién creada Infer-
national Union of Biochenistry, de la que Ochoa serfa elegido presi-
dente para el mandato entre 1964 y 1967.

En 1948 Joe Stern, quien habfa sido un estudiante de Hans
Krebs en Sheffield, se incorpord al laboratorio de Ochoa como
estudiante postdoctoral. Ochoa pensé que este era el momento de
atacar uno de los problemas mas interesantes del ciclo del acido
citrico: la identificacién de la enzima que «condensa» oxalacetato
y «acetato activo» para formar citrato, y a la que denominaban
enzima condensante. Esta enzima resultd ser insoluble en tejidos
animales, pero cabia la posibilidad de que fuese soluble en bacte-
rias. Asi, combinando un extracto de Escherichia coli con un extracto
de corazén de cerdo consiguieron sintetizar citrato a partir de
acetil fosfato y oxalacetato, requiriendo la reacciéon cantidades ca-
taliticas de coenzima A (CoA). Usando esta reacciébn como un
sistema esperimental, Joe Stern, Morton Schneider y el propio
Ochoa consiguieron cristalizar la enzima condensante o citrato
sintetasa, la primera enzima cristalizada del ciclo del acido cittico.
El extracto de E.co/i suministraba transacetilasa, enzima descubiet-
ta por Harl Stadtman, que catalizaba la transferencia de fosfato del
acetil fosfato al CoA para formar acetil CoA y fosfato. Como
Feodor Lynen habia predicho, el acetil CoA era la forma «activa»
del acetato. En colaboracién con Lynen demostraron que la enzi-
ma condensante catalizaba la conversion reversible de acetil CoA
y oxalacetato a CoA y citrato.

Ochoa estaba muy interesado en los pasos iniciales de oxida-
cién del piruvato y en el mecanismo por el que esta molécula y el
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oxalacetato reaccionan para dar citrato durante el ciclo del 4cido
citrico. I. C. Gunsalus y Seymour Korkes encontraron que el NAD
se reducia en presencia de piruvato y CoA, lo que indicaba que
tenfa lugar la reaccién: pituvato + CoA + NAD ¥ — acetil CoA
+ NADH + H",

Seymour Kaufman descubrié una enzima que cataliza la sintesis
de ATP a partit de ADP, P, y succinil CoA, que era desacilado a
succinato y CoA; esa enzima fue denominada enzima fosforilante,
enzima P o, definitivamente, succinico tioquinasa. Por su parte, Joe
Stern y Minot Ceen descubrieron una nueva enzima del metabolis-
mo de los acidos grasos, la CoA transferasa que cataliza la transfe-
rencia de CoA desde succinil CoA a acetoacetato. La enzima P daba
cuenta de la fosforilacién de un sustrato acoplada con la descarboxi-
lacién oxidativa de d—cetoglutarato en el ciclo del acido citrico:

1. o-cetoglutarato + CoA + NAD" — succinil-CoA + CO2 + NADH + H”
2. succinil-CoA + ADP + P, ¢ succinato + CoA + ATP

¥ ai-cetoglutarato + NAD* + ADP + P, — succinato + CO, + NADH + H" + ATP

Otra linea de investigacién en el laboratorio de Ochoa trataba
del metabolismo del propionato. Trabajos que sefialaban que la oxi-
dacién de propionato requetfa fijacién de CO, y formaba succinato
llamaron su atencién. El trabajo lo inicié Martin Flavin, que utilizan-
do extractos de corazén de cetdo demostrd la conversion de pro-
pionato en 4cido dicarboxilico. Luego, el trabajo de Yoshito Kaziro,
entre otros, demostré que el propionato se convierte, primero, a
propionil CoA y se carboxila a metilmalonil CoA, en presencia de
ATP, pot la enzima biotinilada propionil CoA carboxilasa. Luego, la
metilmalonil CoA es isomerizada de la forma A a la B, y luego
mutada pot la metilmalonil CoA mutasa para formar succinil CoA.
La metilmalonil CoA es una enzima del grupo de la familia de la
vitamina B,,, y la propionil CoA carboxilasa fue cristalizada por
Kaziro, quién demostt6 la participacién estoiquiométrica de la enzi-
ma en la reaccién. La propionil CoA carboxilasa es carboxilada,
transfiriendo el grupo carboxilo al propionil CoA. Fue Lynen quién
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demostrio la formacién de la carboxibiotinenzima, elucidando el
mecanismo quimico de la reaccién.

Polinucleétido fosforilasa

En 1954, Keith Cannon pasé a ocupat el puesto de Jefe de la
Division de Medicina del Consejo Nacional de Investigacién en
Washington y se le ofreci6 a Severo la Jefatura del Departamento
de Bioquimica. En verano de aquel afio —QOchoa habia sido ele-
gido presidente de la Harvey Society el afio anterior— se trasladd,
como jefe del Departamento, a la catedra de Bioquimica, en un
nuevo edificio con nuevos laboratotios equipados para trabajar
con material isotopicamente marcado. Morton Schneider era el
jefe de los técnicos y Peter Lozina el responsable de la planta pilto.
En aquella época, Ochoa quiso volver a sus estudios sobre la
fosforilacién oxidativa; pensaba que deberfa buscarse una fuente
de enzimas capaz de convertir al ADP en ATP y que dicha reac-
cion se podria seguir por incotporacién de fosfato marcado con
”P en ATP. Los extractos de la bacteria Agobacter vinelandii podtian
ser una buena fuente de dichas enzimas, pues es una bacteria muy
activa en la oxidacion de hidratos de carbono y otros compuestos.
Otro tema que interesaba a Ochoa era la fosforilacién del acetato
en acetilfosfato. Para entonces, Ochoa contaba con dos «postdoc,
Marianne Grunberg-Manago, llegada desde Patis y Ernie Rose,
este de Chicago y quién eligi6 el tema de la fosforilacién del ace-
tato. Marianne eligié la fosforilacién oxidativa.

Los extractos de Agvbacter incorporaban activamente fosfato
matrcado con *’P en ATP. Sin embargo, cuando empleaba ATP
cristalino en lugar de un ATP amotfo, no habfa reaccién. ;Habian
dado con una nueva enzima? El examen del ATP procedente de
la bacteria y aislado por cromatogtafia indicé que estaba contami-
nado con ADP y que el *P se incorporaba al ADP y no al ATP.
La incorporacién de P tenfa lugar también en otros nucleosido
difosfatos: de uracilo (UDP), citosina (CDP), guanina (GDP) o de
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inosina (IDP). La enzima también catalizaba la liberacién de fos-
fato de los nucleosido difosfatos. En un principio pensaron que se
trataba de una reaccién de hidrélisis de ADP y otros difosfatos en
AMP y otros monofosfatos: ADP + H,0O — AMP+Pi.

En cualquier caso, el descubrimiento de la enzima ocuttio de
forma casual. En palabras de Ochoa: «Estabamos (con Grunberg-
Manago) interesados en los mecanismos de la fosforilacion oxida-
tiva y me pareci6 que podria ser interesante estudiar el proceso en
extractos de Agotobacter vinelandii, una bacteria en la que los proce-
sos de oxidacién son muy intensos. El plan de los experimentos
fue muy simple. Se incubaban extractos bacterianos con ATP y
fosfato inorganico marcado con P para medir la incorporacién de
P en el ATP. Los experimentos fueron inmediatamente positivos.
Habia una gran incorporaciéon de radiactividad.

»El ATP que usabamos era un ATP amorfo. Un buen dia nos
lleg6 una preparacion de ATP cristalino y cuando lo ensayamos nos
encontramos con que no habfa incorporacién alguna de radiactivi-
dad. Volvimos al ATP amorfo, que se putificé por cromatografia y
se enconttd una fraccién muy activa, que era, simplemente, ADP.
Se probaron entonces otros nucleésido-difosfatos (GDP, CDP y
UDP) y todos mostraron actividad. La radiactividad se incorporaba
en el fosfato interno (p. €j., en el caso del ADP: A-ribosa P*-P).

»Pronto se vio también que cuando la incubacién de los ex-
tractos bacterianos se llevaba a cabo con concentraciones relativa-
mente elevadas de difosfatos, se formaba fosfato inorganico. La
formacién de P inorganico a pattit de ADP sirvié como método
de ensayo para medir la actividad de la enzima. Creimos que el
otro producto de reaccién deberia ser AMP (ADP — AMP + Pi),
como tesultado de un proceso puramente hidrolitico. Sin embargo,
cuando la mezcla de incubacién era tratada con acido tricloroacé-
tico no se encontraba AMP, que es soluble en acido, en el sobte-
nadante; y no estaba, porque lo que se formaba era un polinucle6-
tido, que es insoluble en Acido».
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Por su parte, Grunberg-Manago escribe: «... Para mis estu-
dios sobre fosforilacién oxidativa que me habia propuesto Ochoa,
como no me gustaba matar ratas, utilicé bacterias... Eleg{ una
bactetia aerObica estricta como A. winelandii, que oxida hidratos
de carbono muy activamente... Decidi utilizar una reaccion de
intercambio entre PO, y ATP como método de aislamiento de
alguna coenzima fosforilada nueva e interesante... Utilizaba ATP
amorfo comercial como sustrato... Durante el estudio Sigma
anuncié que disponfa de ATP cristalino, puro. Consegui una
pequefia muestra y, para mi sorpresa, no obtuve resultado algu-
no. Sin embargo, esto nos hizo felices a Ochoa y a mi, pues
pensamos que la preparacién amorfa pudiera contener un cofac-
tor interesante. Decid{ aislar una fracciéon de la preparacion de
ATP amorfo que, cuando se anadiera al ATP cristalino, restau-
rara el intercambio. Para mi sorpresa, el examen cromatogtrafico
del ATP amorfo identificé el compuesto activo como ADP...
Recuerdo que cuando di cuenta del descubrimiento en una co-
mida de grupo nadie me crey6 y Severo «offended me» dicién-
dome que aquello era imposible. Sin embargo, poco después, se
echo atras de su primera reaccion, fue al laboratorio siendo facil
convencerle de que el sustrato real en la reaccién de intercambio
era ADP. Se excit6 mucho, porque no conocia enzima alguna
que fuera capaz de catalizar tal intercambio, y me alent6 para que
intentase descubrir cual era la reaccién responsable del intercam-
bio. Pronto encontré que la enzima no era especifica patra el
difosfato de adenosina, sino que catalizaba el intercambio con
otros nucleétidos difosfato (UDP, CDP, GDP e IDP).»

Una de las propiedades mas singulares de la enzima es que
cataliza no solo la sintesis de ARIN partiendo de los cuatro di-
fosforribonucleétidos tipicos, sino también la de otros polinucled-
tidos no naturales, conteniendo s6lo uno, dos o tres tipos distintos
de nucleétidos en sus cadenas. Otra caracteristica de la enzima es
que la incorporacién de estos precursotes en la macromolécula es
proporcional a la concentracién con que se afladen al comienzo de
la reaccion.

37



Inicialmente, la enzima se conocié como ARN sintetasa (de-
nominacién propuesta pot Ochoa) —en una direccién de la reac-
cién sintetiza un polinucle6tido—, aunque su denominacion defi-
nitiva fue polinucle6tido fosforilasa (denominaciéon propuesta pot
Grunberg-Manago), potque en el otro sentido de la reaccién de-
grada los polinucleétidos por fosforolisis y no por hidrolisis. Por
tanto, la reaccién catalizada por la nueva enzima era:

Mg+ +

aX-R-P-P < (X-R-P)n + nPi,

donde X es una base nucleotidica (A, U, C, G 6 I), R representa el azicar ribosa y

P una unidad de 4cido fosforico.

Bob Warner, quien trabajaba en el laboratorio de Ochoa, en-
contr6é que mezclando poli(A) y poli(U) sintetizados con la PNPa-
sa se obtenfa una solucién viscosa de poli(A)-poli(U) de doble
banda. Alex Rich demosttd, por analisis de difraccién de rayos X,
que la estructura de este polimero era similar a la del ADN. Pos-
teriormente, Paul Doty hizo uso de estos polinucleétidos en su
trabajo sobre anillamiento de 4cidos nucleicos de cadenas comple-
mentarias, que fueton la base de las técnicas de hibridacion de
4cidos nucleicos. Por otro lado, con la colaboracién de Bob War-
ner en la Universidad de Nueva Cotk y de Leon Heppel, Russell
Hilmoe y Maxine Singer en Bethesda (INational Institutes of Health),
se estableci6 que utilizando una mezcla de nucleosido difosfatos
—por €., ADP, UDP, GDP y CDP—, la polinucle6tido fosfori-
lasa sintetizaba polimeros tipo ARN con una secuencia de bases
aleatoria.

Los resultados se presentaron en la primavera de 1955 en la
reunién de la Federacion de Sociedades Americanas de Biologfa
Experimental en San Francisco y en el Congreso Internacional de
Bioquimica celebrado ese verano en Bruselas, despertando en
ambos un gran interés. Esto es comprensible, pues por primera
vez se habia sintetizado en el tubo de ensayo polinucleétidos de
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alto peso molecular con una estructura quimica primaria idéntica
al del ARN natural. El trabajo se publicé en 1955 como una carta
al editor de la revista Journal of the American Chemical Society, y a pesar
de haber tenido una critica muy adversa por parte de uno de los
referees.

El estudio de la polinucleétido fosforilasa le supuso a Severo
Ochoa —elegido recientemente presidente de la American Society of
Biological Chemistry— la concesién del Premio Nobel de Fisiologia
0 Medicina en el afio 1959. Dicho Premio Nobel lo compartié con
su antiguo discipulo y amigo Arthur Kornberg, este tltimo por el
descubrimiento de una enzima, la ADN polimerasa, capaz de sin-
tetizar 4cido desoxirribonucleico (ADN) 7 vitro. Comenta Korn-
betg que en la justificacién del Premio «por su descubtimiento de
los mecanismos en la sintesis biol6gica del 4cido ribonucleico y del
acido desoxirribonucleico», deberfa haberse sustituido «4cido tribo-
nucleico» pot «polimeros similates al ARN» anticipando el papel
que esos polimeros jugarfan en el desciframiento del c6digo gené-
tico.

La esperanza inicial de que la polinucleétido fosforilasa fuese
la responsable de la biosintesis del 4cido tibonucleico se descarto;
ello, por no requetir molde para dirigir la formacién de un ARN
mensajeto especifico sino incotporar inespecificamente tribonu-
cleosido difosfatos en un polimero. Sin embargo, el uso de la
polinucleétido fosforilasa fue esencial en el desciframiento inicial
de la clave genética, ya que dio lugar a la preparacién de polinu-
cleétidos sintéticos de distinta composicion de bases con los que
el grupo de Severo Ochoa, en patalelo con el grupo de Marshall
W. Nitenberg, llegaron a descifrar cuales son los tripletes o gru-
pos de tres nucleétidos que codifican los distintos aminoacidos

(Fig. 2).

Ttas el descubrimiento de la polinucleétido fosforilasa, el la-
boratorio de Ochoa se centré en dos temas: la oxidacién del pro-
pionato, de lo que se ocuparon una serie de postdocs tras la marcha
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Fiura 2. El cédigo genético o el alfabeto de la vida. Descifrado entre 1961 y 1966.

de Martin Flavio, y la enzima en cuestién. Ochoa habfa trabajado
con un postdoc japonés, Sanai Mi, en las reacciones de sintesis con
la idea de que, tras purificar la enzima, apateciese un primer o un
templete o molde. Tales experimentos descartaron el papel de la
enzima in vivo, peto fueron decisivos en la preparaciéon de nume-
rosos copolimeros. Gracias a ello, el laboratorio de Ochoa estuvo
preparado para realizar los experimentos 7 vitro que condujeron al
desciframiento del codigo genético.

Carlos Basilio, un médico chileno que se incorporé al labora-
torio de Ochoa en agosto de 1959, refiere la participacion del ya
Premio Nobel en la ruptura de la clave genética: «Ochoa habtia de
atacar el problema mas tarde o mas temprano. Tenia en sus manos,
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desde hacia afios, la herramienta precisa que hizo posible el des-
ciframiento de la clave, esto es, la polinucleétido fosforilasa, que
habfa abierto la posibilidad de sintetizar una gran variedad de 4ci-
dos ribonucleicos de composiciéon conocida. Faltaban sin embargo
dos cosas: el concepto del ARN mensajero (mARN), avanzado por
Francois Jacob y Jacques Monod al comienzo de 1961, y la obser-
vacion aportada por Sydney Brenner en el simposio de Cold Spring
Harbor del mismo afio, sobre la especificidad poco estricta de los
tibosomas bacterianos en cuanto a permitir la traduccién de
mARNs de distinto origen.

»Hsta ultima observacion fue realmente la que abri6 las puertas
del abordaje experimental. Esta idea naciente, como un ejem-
plo perfecto de dialéctica cientifica fue traducida en palabras de
una forma clara por Ochoa: «... La observacién de Brenner y
cols... sugiri6 el empleo de polirribonucleétidos sintéticos con
secuencias de nucledtidos conocidos como mensajeros, y un mé-
todo posible de abordaje expetimental para el cédigo de los nu-
cledtidos. La secuencia mas simple posible es la de los homopo-
linucleétidos, los cuales, si fuesen activos, debetrfan prescribir la
formacién de cadenas de homopolipéptidos». Algunos miembros
del departamento eran pesimistas respecto a las posibilidades de
esta idea, pero un joven doctorando, Peter Lengyel, fue tenaz
defensor de esta.

»Un hecho sorprendente, que solo podia ocurrir en los EE.
UU.,, fue la vatiedad de nacionalidades de los miembros del labo-
ratorio de Ochoa. Los colaboradores ditectos en los problemas del
codigo fueron Lengyel, un ingeniero quimico hingaro que traba-
jaba en su tesis para obtener el grado de Ph. D.; Joseph Speyer, un
joven bioquimico de origen alemdn que estaba estudiando la bio-
sintesis de proteinas zz vitro, y finalmente, yo, un médico chileno,
ocupado en estudiar la especificidad de la polinucleétido fosfori-
lasa para analogos de los nucleosidodifosfatos. Las vertientes de
nuestra especializacién eran indudablemente apropiadas para ata-
car el problema, a lo que se sumaba el hecho de que la polinucle6-
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tido fosforilasa era una especie de contaminante inevitable en la
mayorfa de nuestros congeladores de labotatotio.

»Cuando acabiabamos de iniciar nuestro trabajo, Marshall Ni-
renberg comunicé en el Congreso Internacional de Bioquimica de
Mosct, celebrado en el afio 1961 —Ochoa fue elegido presidente
de la Unién Internacional de Bioquimica—, que el 4cido poliuti-
dilico promovia la sintesis de polifenilalanina. Algunos cientificos
testigos del Congteso contaron que los oyentes fueron electrizados
pot la noticia. Cuando volvi6 de Moscu un miembro de nuestro
departamento y nos comunic6 la novedad quedamos literalmente
petrificados.

»Un mes mas tarde —septiembre de 1961—, Ochoa y Niten-
betg presentaron los resultados en la reunion de la Academia de Me-
dicina de Nueva York. El auditorio recibi6é otra descarga eléctrica
cuando Ochoa mostré los codones para once aminoacidos. Al dia
siguiente, Nirenberg nos visit6 en el laboratorio e intercambiamos
muchas ideas. Desde este momento, los grupos de Nueva York y de
Bethesda iniciaron una carrera de competicién académica que dur6
vatios afios... Los experimentos fueron una realidad a corto plazo,
dando lugar a una serie de publicaciones —la primera apareci6 en
diciembre de 1961— en los Proceedings of the Nacional Academy of Scien-
ces de EE. UU., bajo el titulo genético de Synthetic polynncleotides and
the amino acid code, en los que se describeron los codones para los
diferentes aminoacidos, mas otras observaciones afines...».

El dltimo capitulo de la historia del coédigo genético, comento
Ochoa, lo escribieron Nirenbetg y Har Gobind Khotana. Muy
pronto se tuvieron los resultados sobre la composicién de bases de
los tripletes que codifican los 20 aminoacidos y se establecio que
el cédigo genético esta degenerado, es decit que, en muchos casos,
varios tripletes codifican al mismo aminoicido. Pot otra parte se
encontré que los tripletes UAA, UAG y UGA no codifican a
ningtin aminoécido; e ingeniosos experimentos realizados por Syd-
ney Brenner en Cambridge y por Al Garen en Yale, indicaron que
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esos tripletes son seflales de terminacion de la sintesis de las pro-
teinas. Y K. A. Marcker, en Cambridge, descubtié que AUG es un
codon de iniciacién de la cadena.

La polinucleétido fosforilasa puede considerarse la «piedra de
Rosetta» del cédigo genético. De acuerdo con Kornberg, Ochoa
podia haber obtenido un segundo Premio Nobel en 1968 compat-
tido con Robert W. Holley, Khorana y Nirenberg, quienes lo
obtuvieron «por su interpretacién de la clave genética y su funcion
en la sintesis de las proteinasy.

A partir de 1962, Severo Ochoa se adentrd, por una patte, en
los mecanismos de replicacién de los virus que tienen ARN como
material genético, y, por otra patte, en los mecanismos de la bio-
sintesis de proteinas. En agosto de1964, Margarita Salas y Eladio
Vinuela llegaban a Nueva York.
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