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SUr i.:ÁRI

ihe inler"pret ation of the processes that c,ccl¡'r in
relation rci-r,h biological ¡:e;'i:railes or r,re¡rt'r'a:re-bound

orgar.el-es, is in"Lj-naiely relai;ed r,'*ith the orgari;ation

of these ¡ier-rbranes, thus, advences in tire i.-:or..'ieige oi

tl¡e st;'uc'ture and nolecular relationshi-ps are of "iorenost

ir¡portance to the ulcierstanding of tireir biologieal
p::cpert.ies.

Ii'e ]:ave applied ihe fr-eeze-et.ching i;ec,*rnique to a

model nearbrane (a cornpl-ex lipid bilayer), a novel nethod

that produces no che,-:rical al'Leration to ihe bilayers.

Observations of Platirrrr¡lr- or Chro;:riu-n- shadorn'ed

repiicas under the Electron l'licroscope sircrv that iienocyanin

and/or their subunits penetrate in the depth of tire bilaler

and appear therrselves covered on both sj-des by tire 1ipids.

Tire application of freeze-etehing to photoreceptores

denoastrates that the rti sc nte¡rbrane have an aslimxretrical

protein distribution.
In conclusion: the currenü concept of biolog-ial nenbran

süructure canr¡ot be applied ful1y to our membrane I:rode1-

and probably neither to any type of ¡nenbrane; in facü, each

active neabrane has an peculiar organization to be

understood in terms of its biological function.
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Las prireeras evidencias sobre 1a exister¡cia y propied'a-

des de las rtembranas bíoLógieas se remontas a los trabajos do

ovERTo!{ d'e *edi-ados de1 siglo pasado: {rlien obserYó gue eier-

tas membrarlas ceLt¡.larea eraa peaetradas más fáeik:eote por eus

tancias de alta soLubilidad en llpidos en co$Faraei6a coa sus-

ta:rciae raás poLares o sol-ubl-es en agu.a. Esto 1e permitid pos-

tular la existencia der lfpidoe entre 1os componentes d€ las

membra¡ras biológicae¡ l-os que deterarinarlan l.a ¡rermeabilidad.

de éstas.

A prineipio de siglo Ia idea predom:lnante era gue 1a su-

perficie celular eonstitula un sitio de alnacenpmiento de lf

pidos. En tgt? LAliGtÜIR pubLLeó su§ experimentos sobre pellcy

las monomoLecularea de lfpLdoa esparcLdas en 1a interfase airc

agua, loe ilue adenrás de ssr 1os priraeros en esta l-lnea contri-

buyeron en foraa eustancial a !-a eoncepc:lda actual eobre La e¡

tructura de ]-ae ce¡nbranaa. El mostrd que Las mol.éculas d'e lf-

pidos anfffiloe puedeÍ esparcirse Eobre uaa superficie d'e agur
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ea 1a interfaes aire-agüár eolr sus e¡t,re.lilo§ polares orienta -

dos haeia la parte acuosa y 1a parte no polar, la cadena de

hidrocarbunos, ea la fase aire' Obeerv6 ademásr Que era po

sible conpri-m.ir e§tas películas de forpa ta1 que 1as moléctr -

1as esüuyieran rnry juntaS entre §1, Cotto se muestra ea el dia

graTna 1.

Mediante el t¡so de gráficos Fuerza vs Area, dlagrama 2t

pudo mostrar quo habfa ssociada a eada pelfcula de llpidos u

na presióa náxima biea defiaida. En el punüo de márima pre-

sión, antes d.e roaper§e, Las moléculas presentan urra aEperfi-

cie mínina. Por sobre este ptrnto la pelfcula se colapsa y 8e

pierd.e tr a ordeaacida monomol'ecular.

AIRE

<=-+
AGU A

Diagrana 1. Las mo1éeulaE do llpidoe están repreBea-

tadas por un círculo y r¡¡la barra. La barra preaeDüa

1ag cadenas de hidroearburos y el cfreulo, el erüremo

polar de 1as mo1écr¡1as
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Diagrana 2. A1 a¡¡menüar la fuerza aplicada le
superfície que ocupa I-a pel-fcula dis¡¿iauye hasüa

rorBper§e¡ Gortro Lo inúica la curva. El pu'nto do

discontinu:idad corresponde a1 área ¡nfni-¡la ocuPa-

do por Ia pa1-lcuLa y de ésta ee puede calcu1.ar eI'

área oeupad.a por cada e¡cüreno polar de 1a molécu-

la, cuyo nÉmero es coooc:ldo.

El eiguiente paso ea la evolucidn sobre eI coqcepto de

membraaa fue dado en t925 por CrORÍER y GRENDEL cuando pubLi-

caroa sus trabajos sobre Ia esüructura de 1a rnesbrana de g1§,

buLos rojos husranos. El-los uc¡aron la técnica desarro}lada

por LA§GI,ÍUIR y por RARICIN§ et a1. , para el estud-io de capae

molecuLareg ds llpldos, para calcular e1 área nlrri-oa ocupa-

da por r¡na capa da lfpidos ertrafda d.o ttn nú¡nero eonocÍ"do de

gl6bu1os rojos, a 1oa cuales se f.es habfa calculado prevLa -

mento tu stlperficie total, constuysad'o que habfa suficl-este
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Iípido en I-a superficie de los g16bu1-os

§e encontraran diapuesüos en t¿na ].ánrina

se ve en eL éi agra.E¡a 3.

rojos coñto para gue

bimolecular, coEro

Diagraraa 3. lfuestra 1a concepeida de C'ORTER y

GRENDEL de La membrana de 1os glóbu1os rojos.

Esüos resultados fueron sujetos de fuertes crítlcas

puesto que eL método de calcular I.a superfici.e de los gl-óbg

los no era correcto y adeurás, eI, proceúimiento para ertraer

los I-lpidos no aseguraba ur¡a extraccióa total. Sin embargo,

por u.ra afortrtnada coapensacidn de estos errores, sr¡E¡ eorrclu

siones, a 1a l-uz do los conocl*ie¡rtos actrral-es, son esencia!

mente correctog.

Posteriormente, hubo varios trabajos de i-mporüancia que

coa&rjeron a 1a teorla llamada PAUCI-I'ÍOLECITLAR y que fue de-

sarro].la.la en grarr parte por DA§IELLI, HARVEÍ y DAYSO§ en

1935. E1 primer as¡rocto de ésta 1o constiüuyd eI trabajo d¡r



*¿§.I§LLI y ft§{VEY q}:ierres real-izarüa exBeri¡:enüos en Ios que

¡ricÍi*ron tensión superficial en aceite de h*.ero el* Caballa

lpez) y pro¡}r¿sieron q¿re la baja tensidn saperficial podáa dg

berse a Ia p:.*se::-cia c1-e pro*eínas en 1a i*t*¡'faee aceite

&g:*,a. Est,o perr-riti-6 a §.&]'II§LLI y D¡aV§O§ Fro5lc¡lerr €E el rais

mo aflo, el moC.elo c.i¿e s? ¡:',r¿estra en e1 diagra*a 4. Be acuef

do corr éste, 1a n",erlrarra celular se concebía eoa urr qlicleo

de 3-ípidos, c6yas partes polares estaban dirigiCas hacia a -

f¿¡.era y eubiertas por eada lado por una capa ñÓrionof-eeular

de proteí¡:as.

N§§§NNNNNNNNN,.q.l@'g 6'g g, g

@'@ @ @;@"@'@ @
irurrnro R

Diagrama 1. llodelo originaL de DA§IELLI-DAltSOlI

5
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Hasta la década deL 5O Ia idea que predom:in6 fr¡e la

de1 ¡sode1-o pnop¡¡eeto por DA§IHLLT. y DAVSO§. A éste se §u-

Baror¡ nllr:leroeas evidencias reeog:idas de observacioaes a1

microscopio etr-octrdnico. E1 nosbre nás importante asocia-

do a estos trabajos es e1 de R§BERfSOÑ, qr:'ien en 1959 des-

cribi6 La ultraestructr¡ra de reembranas eelulares. Estae

r¿enbranas tratadas eon Iü'ta0n muestranr aI ser ob§ervadas

a1 .ricroeeopio electrónico, una estructura trilaa-inar de

aproximad.ameaüe 7 5 ;, do espesor, cor,eisteote en d'os lfneag

oscuras de a$,rorciroada¡reato 20 i de espesor que bord'ean una

zona clara ceetral. Junto con estas obserYaciones, fueroa dg

g¡.an in¡rortancia e irrfl-uerrciaron en gran parüe Ia lnterpreta

cl-6n de ROBERTSON, 1oe resultados obten:idos cotl técnicas crJ-§

talográficas. A1 estud"iar Las pr.opiedades de aervios rnielina

doe en ,,rieroscopio dO l-uz po].arizada se observa que 1a envof.-

tura de mielina mr¡estra uBa birrefriagencia radial poeitiva

(V.Af,eXrfXe, 1961) y que e!. signo de la birrefringeacia se in-

vierte luegO de un trata*ienüo d.e estos nervios coa solveates

lípfóicos (¿HsnOmÍ, 1890; SIüfiDTr 1936). §IIlffDT ademáa mo, -

tró que e1 signo de 1a birrefringencia ta-eabiéa se invierte
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lrrego de un trataraiento con mh04 f OsO*. El peüsé que 1a

bi*efriagencia rad:ial positiva se debfa a 1a agrupacidn de

lípidos en delgadas eapaa coa Ios ejes principales d.e Iaa

raoléculas J-ipfd.icas orie¡:tados raéial¡nenüe y posible*eate

alguteas proteínaa presentes en esüas capas lipíclicas con sus;

ejee fiayores orientados ea forma taagencial. Esüa configra

ci6a explicarfa eI caebio de signo al ser extraídos los 1-íp!

dos. CUI§tt y SCHI.üTT estudliaroo la ciel.ina a¡rtes do su ex -

t,raccidn cor¡,solvenües l.ipféieorl y mostraron que La bircefrig

geocia negativa renarrente era birrefringenc:la de foroa puesto

qtre variaba de magnitud en medLos coa dl-süintos ín&ices de rg

fracción y se anulaba en algunos, l"o que perrnite presumir qÉe

1as sustaaeias cuyo eje prineipal es tangencial son protel¡aas,

De]- est¡.rdio de 1a rni elina con rayos X ae concluyó que

probablemenüe estaba consüitulda por capas alternadae de nol-é-

cr1l as f-ipfdieas orientadas raúialmente y por capas de prote{-

sas eatre ellae orientadas taagencialmente, encootrándoss que

eetas uni dadea ae repetlan cad,a lllt "A en ne¡¡rioe ¡reriférieos

de rana y 186 i en nersios perLféricos de mamlferos. ELI(BS

y FI§EAN (t949, 1953) y FIEEA§ (rgs3), regJ.straror 1oe ce.mbior

pro&rcidos por moúificaeiones flsicas en tales fibras como col

gelaniento, d.escongelami ento y seeado a éietintae teqreratural



TaLes rsoilificaciones producen variacíones en el espaciar:riea-

to de las capas ecrnstituyentes do La mi.eI{nar los que están

indicadoa ea el diagre*¿ §4. De 1o aaterior FrsEAx supuso

que 1ae unid¿des ra&la1es repeüitivas se dehían a la presen-

cia de estructuras moleeulares representada en el diagraraa SB.

:r78 |.I
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Diagrama 5A. El efecüo de alteracidn fÍsica en eL

espaciar¡ieato de Los constituyentes de 1a mielj-na
(ruxuer¡, 1953).
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Prnspholidl svine
Chole s ierol

Cerebroside
C hoiesterol
Sphingomyelin

;.:j:r:ir.ia.:.: PrOfeir

Puesüo que la formaeión de

l-as fibras neryiosas, según 1-as

electrdnico, Ee prodr¡ce por una

de l-a cé1u1a de Schwann como 6e

Difference foctor

Prole¡n

-_- Cross - seclion

Region of hydrophilic
grouPs

Diagrama 58. Extraído de FINEAN,

distribución de los elementos gue

estaban presentes en las unidades
o

T7L A.

L957; mr¡estra 1a

él- estimó que

repetitivas de

la eetructura mielínica en

observaeione al microbcopio

invaginación de la ne¡r,brana

muestra en l-a Foto 1. Por 1o
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tanto, Los datoa obtenidoa por FII{EAII corresponderiao según

1a interpretacidn de RCIBERrsolI a1 espacLarnienüo de dobLeg

raembranae. Segin esto, la estructura de ZS i d.e espesor o!

servartas aL n:ieroecopio electróni co correspondía a ur¡a 1át¿

na bimolecuLar d.e ]-Ípidos cuyaa superficies polares estarían

cubiertas por aonocapas de proteínas. Lo que estaba de aeuer

do con 1a teorÍa PAüCI-¡ÍOLECüLAR. A pesar de ello, plantea

rrna &iferencia sustaaeial con e1 modelo sustentad.o por DAsIg

LLI-DAV§ON, en primer lugar ao supone un núc1eo do material

I-ipoide y tam¡loco irrcorpora Ia presencia de proüeínas globu-

I-ares sobre La capa f-ipfdica porque eL espesor de las membra

nas observado no.1o permitía. La idea más inportante que a-

porüó ROBERTSOII fue que eo¡Isiderd la me-brana coúo "1 siste-

ma cristalino esméetico, es decir, I-os eleoeatos que consti-

tuyen eL cristal, en este easo J.os l.ípidoa, eolo pueden rotan

en torao a urr eje para].e1o a su eje principal.
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CAPA
BIMOLECULAR
DE
LIPIDOS

Diagrama 6. Ifodelo propuesüo Por ROBERTSON

sin eabargor a fines de la década del 6o era cl.aro ql¡e

cablm otras interpretaciones a las observaciones a1 microE

copio electró',ico (XORX, 1966; BRANTON y PARK, 1968) y qot

ésüas pon sl ruismas no probaban 1a vaLidez de ni-ag¡in modelo

de me¡nbranas bioldgicas (StOEKEIIEUS y ENGELI'IAII, 1959). Con

1as evidencias guírnicaa y estructurales obtenidas a1 utilizar

técaicas bioqulmicas y físicas, tal-es cono calorl"'etrfa dife-

rencial (SfgfU et aI., tg6g), Difraccidn de rayos X (EI§CELMAX

1969), Resonancia Magnétíca Nuclear (X¡UpU*X, gfEI¡{ y GIBBS,

nnfl¡fin¡nn¡nn¡¡

!!!!!!!!!!!!!!

MAT NO LIPIDICO
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197o) y Resorancia Paramagnética El.eetrdlriea (fruOnel y

I,fec0litiEl, , tg6g; ?o$RfELLo?TB, BRA¡{tOl{ y KEIfE, tgTo) f¡¡e

necesario considerar otros tipos de arreglos moleeulareg.

Á.lgunos de estos nodel.os se sustentaban ea 1a idea de 1á-

*iras bimoleculares y otros ea La repetición de a1guna sub

ttnidad err particular (Cr.egX y FLEISCHER, 1963; SJOSIRAND,

f963; WEIR, ENGELBRECHT, IIARRISON y RISLEY, 1965)¡ con elIo

todos concid{an en la posibilid.ad. de inüerrelaciones entre

1os co§rponentes de La meabrana y e4plfcita¡aenüe erl ]"a id.ea

que las membranas bio]"ógicas son esPacial y temporaluente r¡

nifors.es. Las i:np1-Lcacionos estructuraLes de esüos modelos,

aún eo La actualidad, son difíciles de esturliarr dado que

e>risten poeas técnicas de alta resolucidn que ¡rerm{ üan ex¡mi

nar cambios rápidos en J.a forua de I-os sistemas biológ:isos.

Sin embargor eon el uso d"e 1a por entonces reciente téc¡úca

de criograbado (rnreze-FRAcruRE y FREEZE-ETCHI}¡G) fue posible

obeervar &irectarnente la estr:uctura de algunas membranas

(gRANroñ, 1966). Las membranas songeladas al ser fracturadas

exponen, según ta descripción de BRANTON, sue caras ioüerio

Fes¡ Et exámea .fe estas earas sug:iera que las membranas bio-

I"ógicas están for:madas en parte por urra erteasa bicapa y e¡x

parte por unidadea grobulares.
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Diagraaa 7. fnterpretacidn del proeeso de fraetura
La cara interior de La me¡nbrana queda expuesta en eI.
proeeso d.e fraet!¡ra, de esta for¡na es posible obser-
var protuberancias o depresiones en el l-nterior de

la membrarta.

En t972 S.J. SINGER y G.L. NICOLSO§ propusieroa trn mode-

1o que denon:inarou nMOS.áitCO FLIITDO!, de acuerdo con eI eual

las nembranas plasutáticas son &isoLuciores birtimensionales .te

proteínas globulares y lípidos orientados. La natrfz de I.a

membrana 1a constiür¡yen Los lfpidos ordenados en ulra bicapa

ininterrtr¡cpida, con sus cablzas polares en contacto con el me

¿llo acuoso. De acuerdo con el modelo, I.as protelnas i-ntegra-

das de una meúbraaa biológ:ica son gI-obularea y anfifílieas, eÉ
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deeir, estructuralnrenüe asimétrieas. Coa r¡aa parte pol-ar y

oüra no polar en la moléc¡rla. La zona polar estará €rr con-

üacto eon eI disolvente y La zor:,a no pol-ar su-uergida ele e1

inüerior de 1a bicapa lipfüica.

Urra proüeiaa de tam¿ño adeeuado (más de 6 r¡n en su eje

mayor) podrá atravesar la me*brana y eatrar en contacto con

el- meúio a a¡nbos lados de la ¡risma.

Diagra:aa 8. Distribueióa de I-{pidos y protelnas en

una membraaa bio16g:ica de aeuerdo coa el modelo deI

mosaico fLuído. todas ].as protefnas son globulares

1" g perteaece a Ia categorla de periféricas, en t¡n
to que Laa !r c y é soa iategrales¡ las b Y g estáa

en parte sr:merg:ldaE en l-a bicapa lipídica y en parte

expuestas al medio acttoso. La proteína d no tiene
aceeBo a1 me*Lo acuoso que rodea l-a membraaa.
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La d:Lsposicidn de los lípidos y protefnas en La menbra-

na estará de acuerdo coa sus caraeüerlsticas moleeulaa€s¡ de

toclas 1as .Iisposiciones posibles La-más probable será la ener

géüiea-"nente esüablo. EL diagrama g, que represeata eL modelo

de SI§GER y ITTCOLSO§, aeomoda 1os conponentes de 1a me¡irbrana

en conáiciones de mínima enengÍa para un ¡re.lio acuoso. En co¡

secueacia, el ¡aodeLo es aceptable desde eI punto de visüa ter.
a.69(rr namr gO.

En concliciones fisioldgieas, 1a bieapa lipídica de La

meabra¡ra celular se sanüiene en esüado.semj. Lfqu:ido. Esbe es

tad.o es ftecesario para gue no se internrmpa La fi¡ncidn celular

La viscosidad de la bicapa es del orden de 1oo centipoises, er

decin, que posee una fluidez sirnilar a Ia del aceite de oliva

(cARRAHA:I y REGA, L9ZZ).



16

Diagraaa 9. Esqueaa tridi-mensional deI- aode1'o de

mosaico fluldo

Esüa caracüerística de fh.ridez de las bieapas perruite

una eoncepcidn dinámj-ca de éstas de acuerdo con 1a cuaL es

ad¡nisible gue una mol-écula de fosfolípido cambie de lugar

d.entro de su áabito (srnnt, ToURTELLoTTE, TETNERT, IÍCELHANEY

y RADER, L969; IÍELCHOTR, MOROi¡lrTZ, STURTEVANT y TSONG, t970t

ENGELMAN t t9?O; W-ILICINS, BLAUROCK, ENGELMAN, L971). En efec

to, investigaciones recientes mediante técnieas de resonao -
¡ t. ¡cia magnética permitieron comprobar en bicapas artificLales

que 1-ae mol-écuIas de fosfoLípidos pueden intercambiar É¡u
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posición con una vecina más de 106 .reces por segundo. Por

eI contrario, ser coaprueba que l-a transferencia de lípidos

desde una monocapa a 1a otra (pl,fp-f'I,Op) está severamente

restringida, pues só1o se produee urra vez cada § horas por

térm:ino me&io, En consecueneia, 1a concepei6n de1 eomponen

te f-ipídico de una membrana rnás cercana a la real es la de

un 1íquido bidimensional- en e1 que las mol-écu1as que Lo com

ponen están confinadas eo urra nonocapar y es en este medio

donde esüarían dispersas las proteíaas integrales.

A primera vista parecería 1ícito suponer que las pro

telnas pueden despl-azarse en eI- plano de l-a membrana, mov!

miento éste sóLo resüringido por la viscosidad de La b:l-eapa

lipídica. Experimentos eon cé1u1as fotosensibles* *e*ianüe

ItLa retina eE¡ un tejido fotosensible ubicado en la parte pos
terior deI. ojo y compuesto por varios tipos de cé1u1as. En-
tre; el-las l-os bastones son célu1as nerviosas que poseerr pro-
I-ongaciones ci1índricas hacia 1a parte posterior de Ia retina
cubiertas por 1a membrana plasmática y están eompuestoÉ por u
na gran cantidad de sacos. La membrana de esüos sacos, ct¿yo
mod.elo se ve en el úiagrama, está compuesto por un 60% de
proteínas, de 1as cuales deL 8O at 851 está constitufdo por ro
dopsina y un 4afi de lípidoe. Aunque 1a ubicación de 1as pro-
teínas en 1as caras ds la membrana y eL grado de penetración
de ésta no 6e conoce del todo¡ evidencias obtenidas por úifr:c
ción de rayos X indican que 1a mo1écul-a de rodopsina de 4.2 nm

se encuentra parcialmente sumergida, 14 nm, en el núc1eo lipíd
co y e1 resto, 2.8 nm, en Ia fase acuosa (nresrn, \972). Por
otra parter sB Eupone que 1a rodopsina está rli stribuída en tod
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técnicas diversas muestran gue Ias ¡rroteínas intrínsecas tie

nen liberüad para: traslad¿rse ea eL p1ano de la membrana y

girar en torno a un eje perpen*ieular a dicho plano. E1 ca-

rácter de 1as fuerzas de interacción lípido-proteína (de ca-

rácter hidroióbieo) hace rruy irnprobable gue una proteína gue

atnaviesa la rnembrana pueda g:irar en torno a un eje pertene-

ciente al plano de la membrana o gue una que no 1o atraviesa

pueda desplazarse desde una monocapa lipíéica a la ot,ra. En

consecuencia, si bien 1as proteÍnas giran y de desplazanrman

tienen su orientación y e1 grado de intercal-ación en Ia capa

1ipídica (nRowx, LgTz; coNE, t972; LrEBltAN, ENTTNE, t974i

POO, COI.IE, 1974).

eI espesor de l-a membrana con
cara citoplasmática (cuaonr,

una pequeña asimetría hacia la
197 4) .
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1a ubicación
deI- ojo

Diagrama que

y esquema

muestra a distintos niveles
de 1as cél-ulas fotosensibl-es
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Lo anterior inrtica que ]-a membrana plasnática de 1a

mayoría de Ias células d"ebe considerarse como u¡ra estruc-

tura dirránica cuya confor¡aación I.e permite desempeñar una

serie de funciones co¡no por ejemplo, recibir y transmitir

señales químicas, üransportar mol-éculas pequeñas o iones,

englobar partículas por fagocitosis o picnocitocis¡ recibir

y traasmitir l-as indieaciones para e1 cese de La reproduc

ción y de1. crecímiento, además de establecer 1"os 1ímites f!

sicos de La cé1uIa y resguard¿r el- contenido citopl-asmático.

Esta diversidad de funciones de la membrana celular

se explica en gran parte por la presencia de diversos tipos

de protelnas en elLa. Por esto serfa altamente coaveniente

.lisponer de un sistema simplificado de membrana en el cua1

se puedan analizar componentes en forma ind.ividual. En ge-

neral, una bicapa lipíúica puede agregarse for¡rando peque

ñas vesículas (BANGHAI-í, 1968; VAIL, PAPAHADJoP0ULUS, MoSCA-

RELLO t t9?4; DUCITW:ITZ-PETERLEIN, EILENBERGER y OVERATH, tg77)»

o estrucüurae eimples planaa separando dos me.lios acuosocl

(nembranas artifi-cial-es). Amboe modelos son complementarios

entre sf poseyendo cada, urro ventajas y defectos. Las hicapas
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esféricas permiten me&idas de flujo con relativa facili-

dad y la ausencia de solvenües de hidrocarburos puede §er

un factor que facilite 1a incorporación do proteínas¡ peg

mitieado así una recon§titución fuocional de 1as ¡nernbranas'

Sin enbargor e1 cornpartimiento in--erior es peqt¡eño e inac -

cesible para posibles menipulacio¡es químicas y medácio¡le§

eléctricas. E1 tamaño estandard de 1as vesículas es del or

den de 50 a loo nm. Por e1 conürario, ea bicap'as plaaas

ambos compartimienüos son de fáci1 acceso tanto co*¡,o para

perrnitir efectuar me&iciones eléctrieasl o manipulaciones qu¿

rnicag.

Uno de los aspectos estrueturales rtás irnportantes de

lae membranas lipídica§ artifieiales es la presencia, en §u

interior, de una zolta hidrofóbica de aproxlmadarnente § nm.

En la Tabla I se comparan algunas propiedades entre membra-

nas Iip{.licas artificialee y membraras de axón.
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1as ¡:".is;ras propiertraies que las r,enbraias cLe axon, 1a návor

rlifere;-,cia enrr,re éstas está en la resis'Lencia e1éctrica Ce

i as l;ic ¿rp a s i'ipícij.c as .

La i;icorpc,ración de prot,eínas en las bic;.pas 1ipírlicas

clis:rinuve ia r-esisielrcia e1éctrica cie ésias, coÍ;io fue d.er:.'s-

,+
La l:eirc,ciani¡ra es una no1écula 't ransTort,aCoi'a C.e oxíü.:r.o en

r:uclics icvertebrados que contierie de Llrl C.18 a 1.251 de cí,':rre
probable=ente univalente, siendo su pesc r¡c'iecu1 ¡.r n¿]'at .lue
1'lu. van B;{tiGGE}i (fq6Z) mostró qire esta roiécu1a presclrta.E
'fere::tes fornas de ci-i-sociaciones según el pli en rlue se c-:lclr-er
tra rlisuelta. A pli 6.O '!a lre¡nocianiqa cie llEi-Ii pc;ratia .-i.i-:re
ce ai ser observada a1 ¡ricroscc'pio eiectró::icc, coño cír'cu1cs
con 5 ó 1O subunid:<les rlispuestas sirnétrica'xente y ta;;Liiért co:ri
cuad:'¿:,-los cc,n ó iilas paralelas de sul¡ur.iC¡-:des. El dii;etro i
1os círculos es Cel orden cle 3C nn: €i 1os cuadraclos e1 ledc
perp=ntl.icular a 1as filas es de 33. 5 nm, e1 otro varía de 30
a 34 rrm. A pH 7.6 se observa 1o mis¡ro que a pll 6.0 pero al

11." 41't^
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rrir'ari cle iie:'"úci a:.i,-a I o q.le ;:r.pI-ica que 1 ¿

per;reabilidacl de estas ::,e:::1-¡:-anas no se ciebe a una prcp:leiilad

clifusa sino ná l¡i er e siti os i]ctet;ri i:arios ..le al-r,a cc¡nsie::t,e

c_r_el.ec¿raca.

E1 c;bjetivo cle es*;a Le-sis es nc):-¡tar una téc::.ica ac'i-ecua

d.a que pernita obsei'r'ar es-i-es irieiibrari.as bicapas 1ipíclicls a

1as c.iue se 1es Jra adj-cicr:ado lreirociani¡:a. lieái¿:¡it-.e 1a

ca de microscopía de tir:ción no es posibl-e c,bservar -l-a est.ruc

iura cle ::rer:.b¡'anas. Co::ro se observa en Ia fot.o 1A es-Le sóio
gunos de 1os cua<irados aparecen disociados en dos rectá;r¿u1os
ipales con l¿s subanidades djspuestas en tres fi1as. A pll
8.1 1-a n',rayc,ría .-1e lcs círculos, ctracra.clcs y rectán51.11os están
<lisociados en peqlr.eirs s.ubunicl¡rlles, fot.os z a 4. Estas o]:sei.
vacio;:es cordujei-on a. ven E.':LIG3:I': a presentar un ¡rod.elo tenta
iivo <le le est.ructura cie 1a J'¡e¡ocianj-na, e1 (lue se ot-¡serva en
1a foto 5.
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I-os es1;sci,cis que se desean clesai-ro11ar, por tant,o,

er, e.;'ie i.:-=ba jc s.;n:

1. llclitar la t.écnica ..1e c:'io;rabaclc con 1a finalitiad cie llis

:-).:?r de !-1¡l ¡.1á-i.ci1o que pei'nlla cl*r.serv¿r 1a u1'¡;-aestr"uciu

ra,-le s-i s'-i,.:r::as'5ii<;1ógicc. 5.

2. llcdif i car 1a téc;:i c¿ para rc,rle:' aJ:1ic¿rr1 a e ias ¡¡en'or¿nas

art j, fici a1 es ¡:!er;reab1es.

3. E:;jst.en sistemas cle i¡enbranas nat.urales coño 1¿s r,:e;:rb:^e¡r?.s

'io-t,orrecg:lt-..oras que pclseen a1 gún para'leic con l-¿ls ¡'le¡:,tr:'a

:ras artiiicialeso e§-u€ es qlte 1a na1'or calliid¿d Ce 1;s pro

1.eír.-rs int.rÍ¡1sec: s ( !-Sl) son de un solo -"ipo . r¡r'¡.eresa ob

scri:er 1.a rüs':ri l;uciii: cle 1es prc, -r'.eí:ri.s en 1as ;:e:rbl'¿i:¿s

{c,'¡r-',sc:r-qi bl es de célu1 as fct.or-receptoras utiliz:rndo 1a ;éc

nica c1e cri c¡¡nbai1o.
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}TATERIALES X I\TBTODOS

1. rRE_PAL4CIo¡{_IE*EI}E \HAS__AR3}Jlr.crSLEtl y _§{crsqiio pE

colrpücTrvl p4p pEla§ },IEMB_RA]{AS

FORMACIOII DE BICAPAS: Las membranas artificiales consti-

tuídas por dos capas ñonomolecuJ.ares de lípidos, se forman

a partir de monocapas exteoüidas en interface aire-agua,

por aposicidn de sus eade¡ras de hidrocarburo, Esto se 10-

gra ioüroduciendo u¡ra particidn de tefldn, eon trna a¡e rtu-

ra a través de 1a interface.

El método experimenüal- es eI- descrito por !ÍOlflIAL y

MUELLER (tg7Z), co¡r algunas mo*ificaciones y e1- dispositivo

dond.e se forman se muestra en I-a foto 6.

Este consisto on: i) dos cámaras recüangulares de aprg

xi¡nadarnente 1.9 x 1.9 x 1.2 ca, eon tres orificios cada uno

que conectan coa La parüe inferior de1 depósiüo. Estas cá-E

ras poseen además en u¡¡a do aus caras "rr orificio c6nico de

3 ¡¡o y' inter:Lor y 1.5 rn¡¡ fl exterion, a través de 1os cuales
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puedea quedar comt+ieadas aL Fonerse en contacto.

ii) una abrazadera metáLica que pernite mantenerras en con-

tacüo eon Los orificios alineados y sin que se desplaze una

respecto a 1a otra.

iii) üna Lámina de üef1ón de 1x 1..5 cm y de 2§ tun de espe-

sor con un orificio en su cenüro de 3oo t¡¡r y' en el cual se

forma 1a membrana. Esta 1ámina se adosa a 1a cara de con -
tacto de una de l-as cámaras de üa1 forma que el orificio de

la lámina quede eenürado en e1 de la eá¡rara. previo a ésto

se impregnan las caras de las cá.aras con lubrlcante de si-

licona (srorcocK GREASE DoI.i coRNrNG) o con grasa de silico-

na de alto vacío (rHe BRrrrsH DRUG HOUSE LTD. No 33135).

A1 j,tntarse Las cámaras fijarán en su interior La lámina d.e

tefLdn y adenás 1a grasa aisLará elécüricamente ambos com -
partimentoe de las cámaras evitando cualqrrier contacto el-éc

trico qt¡e no sea a üravés de 1a mernbrana misma. Br montaje

de ].as cá*aras se observa en e1 diagrama 10.
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CA¡IARA ABRAZADERA

TEFLON

Diagrama 1O.' En 1os agujeros E 1, 2 se colocan

electrodos que cor¡ectan la bicapa con eL sistena
de medieión a través de la solueidn en 1os com -
partime¡tos izquierdo (I) y dereeho (»). Los a-
gujeros E 1, 2 se utilizan para llenar y vaciar
las cáraaras con 1a solueión.

t-u

li

,ll
r-l
'l

l

f
¡

I.ÍATERIATES ¡

a) Sol-uciones süock

í) Kc1 1o0 rnM

ii) TRrs (nvonoxr

guardadas a 4oC do

I"ÍETHYL-AMINO ],IETANO) a pH 7.O, 5 nl-f
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b) Las membraaas se formaban en una sol-ución qompuesta de

1O nl de süock i) y 5 ml de stoek ii)r llevados a 1OO

*1 en agua bidesüi]-ada-desionizada. La que 8e renova-

ba para cada experisenüo.

c) Sol.ución de lípidos, i) emo/Col-estero1, 2/L en Hexano

eorr sfr decano; ii) Fosfatidli-L col-ina 5 ¡rg/nl de buffer

TRISr pH 7.O

d) So}ucidn de hemocianiaa: stock 5 ng/t

Parte de este stock so úil-uía 1O veees

nían 2A en una de 1as cámaras.

PROCEDII.[[EIflIO :

mL de

yde

so1. b).

ésta se po-

a) Se inyecüa por Ios agujeros b tr 2, simultáneaoente, de

la sol-ución b) hasüa un n:ivel inferior al que se encue4

tra e]' orificio de la menbrana de teflón.

b) Se agrega 5 uL ds la solución de fosfolípidos en I-a su-

perficie de l.as solucidn en cada sompartimento. Formá4

dose asl una monocapa de fosfolípidos en ambas superfL-

cie8.

c) §e elevan l-og nivel-es de 1a solucidn en ambas cámaras por

sobre e1 orifieio de Ia 1árnina do tef].óa, formándose en

esüe una bicapa de 1-ípidos (membra,na arüificlal).
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En 1os diagr..as

cia de la formación de

de Iípidos.

se niuestra la sacüerr-

a partir de raonocapas

siguientes,

una bicapa

Diagrama 11. Se observa Ia formación de I-a mo-

nocapa de I,ípidos en cada sompartimenüor a1 a -
gregar lfpidos en cad-a i¡¡terfase. Se iLustra

üanbién la orieatacióa de 1os l"lpidos.
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AIR E

LAMINA DE TEFLON

Diagrana 12. A+rí se muestra Ia formación de La

bicapa a1 subir 1os nivel-es en cada eompartiñen-

to. Se pued.e ver también cdmo 1-ae moléculas de

lÍpidos mantienen sus partes poI-ares en l-a fase

acuosa,

Diagrama 13. Este di agrama rnr¡estra La membrana ya

forma.la, para l-o cua]. 1os lípidos h.'. conürapuesto

sue cadenas de hidrocarburo§ (partes apolares). Bn

-esta eüapa 1a capacidád eléctrica al.eanza su náxino

valor, el gue debería pernaneeer constante.

li_ Jv://1----Jx_i

#w
L

APA
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REGISTRO DE CONDUCTTVIDAD

EL sistema de uedición

dispositivo que perÉite rne&ir

rembrana cuando se aplica una

tre a¡nbos l-ados. Su diag¡rama

nuaeióu:

gen de pulso

consiste esenciaLmente en ua

' Ia corriente a üravés de l-a

rliferencia d.e poüencial- €D-

si',rplificado se da a conüi-

t-
I

á
§o

rA\D_

)B

Diagrama l4
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puntosZy3u¡¡a

(r)

-O,

(z)

donde A es e].

entonces:

La caída d.e tensión

'r-vo:irf. Por

comoA=1O5 luego

El annplificador genera entre los
diferencia de poüencial Vo dada por

vo : A (vr-vr)

factor de a:nplificaeidn y d.ado gue V,

vo:-o'I.

a t¡'avés de

1o tanüo, i

1

A:O

La resistenci
Y "Rf es

,Rf = - f - vo :-vorr+ f),

v:-o¿mR_
t (3)

Por 1o tantor conocido

te de la membrana i, y

Y Rt se Puede calcuLar la eorrien_
conductancia

v
o

su

G, = í^/pot. aplicado G)
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REGISTRO DE CAFACIDAD

La deteceión de la forznación de I.a bicapa es posibl-e

dado a que e1 sistema resultante solución-bicapa-solución

es equivalente a urr condensador cuyo &ieléctrico (nembrana)

separa dos placas conductoras que son las sol-ueiones presen

tes en cada compartimento, resultando ser 1a capacidad inver

sameote proporcional aI espesor del diel-éetrico y proporcio-
anal. con eI area

AE.:#" (5)

donde E es 1a constante dieléctrica de membrana y su valor
m

es de 2.t, d espesor del &ieléctrico-y A el área. Esto sir

ve para asegurar que se trata de una bicapa si el- val-o¡: de

La capacid"ad. es del orden de O.{ ur1/cmz.

Cuando e1 potencial aplicado al electrodo 1 es triangu

1ar (salida B), la comiente gue circulará por 1a membrana será

i :c-***,
m md.t

trica de la membrana. Si la

es 1o suficj-entemente grande

capacidad eléc

onda triangular

ecuación (3)

donde C
m

pendi ente

cg cv

es La

de 1a

1a
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resulta ser Para esüe caso

Despejando:

dvt^E
v
-g
R^t

v
o

L:--mR^ t
I

ñat

AA^lL¡l

(6)

Pero dado que 1a seña1 es triangular av/at es constante

en cada semi-ciclo, luego

c=o

!o
p
t

v
o

*f

I
d\',''dt

I
di'r'dt

Memb rana

Para ca]-ibrar el sistema.r €§ decir, para conocer el valor

de c independientemente de 1as relaciones d.e transforma-
m

ci6n eor¡riente-voltage y de las constantes del sisüema, se

conecta entre l-os el-ectrodos un condensador de capacidad

conoeida y se mide la amp1itud de I.a señal a l-a salida. De

esta for.ma se obüiene una relación amplitud-capacidad.

Conocido eL valor de 1a capaeidad de la membrana, es

posib1.e conocer et espesor de ésta mediante la rel-ación (5).
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2. CRIOGRABADO Y OBTENCTON DE I\ÍICROFOTOGRAFIAS

La üécniea de criograbado fue aplicada inicial-rnente a

nateriales biológicos por STEERE (fgS7), y posteriormente

desarrol-lada por l'lOOR, I'IUHLETHALER, WALDNER y FREY-WYSSLING

(fq6f). Esencialmente el criograbado se efectúa en cuatro

etapas: Congelacidn, Fractura, Grabado y Recubrimiento.

La congelacidn consiste en vitrificar e1 agua de l-a

muestra en su estado natural coo 1a finalidad que 1os can-

bios estructurales de ésta sean mínimos (uoon, 1964). La

ternperatura usual de congelamiento es Ia de ebullición de1.

Nitrógeno, aprorimadanente -L97"C. Observaeiones experi

mentales muestraa gue un sistema que conüiene una gran can

tidad de agua puede ser vit¡rificada só1o si e1 intervalo

de temperatura de Oo a -lOOoC se logra ea tiempos inferio-

res a 1 x lo-2 seg (nreHrg, 1968). Las limitaciones a1

proceso de vitrificación provienen deI hecho que e1 calor

sólo puede ser extraído de I-a muestra por eonducclón térmica.

La baja conductividad térrn-ica de1 agua redr¡ce l-a z,ona de vi-

trificación de 1a muestra a una película superficial de 2 a
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3 um de espesor. E1 tiempo erítieo de congelación para 1o-

grar una vitrificación puede ser &Lsmiauido considerablemen

üe ernbebiendo la muestra con agentes antieongelantes, tales

como¡ etilén glicol, dinetil sulfoxido, pirid'ina N-óxido,

glicero1-, eüc. ¡ en concentraciones de1 5 al 3OiA, en estas

condiciones además se logra aumentar I-a zona de viürifiea-

ción de Ia nuestra.

E1. proceso de fractura se realiza rompiendo mecánica

la muestra vitrificada. Esüe proeeso se realiza al vacío

con e1 propdsiüo de evitar 1a condensación de sustancias,

particularmente agua. De esta manera se evita la introduc-

ción de artefactos que no son propios del material. Las

presiones normales de trabajo en esta etapa son de1. orden

-( -,,de 10 r a 10 ' Torr. La fractura se realiza eo un ra[go

de temperatura de -L97oC a -1OOoC.

EL grabado o sobrereLieve se logra sublimando d.esde

la superfieie fracturada de la muestra sustancias volátil-es

como eI agrra. Las sustancias no volátiles, tales como lípi

dos, proteínas y otras, permanecen por I-o tanto en la super

ficie fracturada. Esto se realíza aunentando 1a tennperatura
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gradual$ente de la muestra hasta -98oc. A esta temperaüura

la rapidez d.e sublimación d.er agua es d.eI ord.en d.e roo i/u-n.
Est.o permite un f acil control d.el proeeso. Experimentalsen-

te, se observa que a temperaturas inferiores a -ggoc la su -
blimación es muy l-enta y su efeeto no es notorio (r*lllt.ut,

R. ). La finalidad d,e] grabado es hacer más evidente aspec

tos ultraesüructurales de I-a superficie fraeturada. Este

proceso es de uso frecuenüe pero no in.rispensable.

El recubrimiento se realiza e dos etapas: sombreado y

réplica. La finalid.ad del sombreado es proveer 1an medio de

contraste que haga posible 1a observación de 1a superficie

fracüurada en el microscopio electrónico. Esüe contrasüe

se Logra evaporando metal sobre ra superficie de la mues

tra con un ángu1o preferente d.e 45o. Con esto se obtiene

sectores de la muestra en los que hay una mayor acumulación

de metal acompañados de secüores donde la concenüración es

muy baja, 1o que indicará 1a presencia de a1gtin accidente.
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Posteriormenter al observar esta pelÍcura meüálica al

microseopio electrdnicor ].os electrones que ineiden sobre e

11a serán fuerüemente absorbidos y/o dispersados en 1as zo-

nas donde se ha condensado metal y pasarán casi libremenüe por

los otros sectores. obteniendo en 1a pantalla zonas oscuras

que coFesponderán a sectores de la preparación cubiertos y

zonas claras correspondientes a sectores donde no se ha depo-

sitado metal. Microfoüografías 7 y 8.

Los metales usados fueron Platino y Cromo. De éstos

se obtuvieron buenoe resuLtados con plat,ino utilizando el mé

todo Pl-atino-Carbón d.e STEERE. Este métod.o consiste en l-o
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siguienüe. En el punto de contacto de dos carbofres, urio

de los cuales se encuentra aguzador se enrolla un alambre

de Plaüino de O,O5 nm fi, dos vuelüas.

Estos carbones se montan erl un par de columnas de eo_

bre que forraan parte de1 cañon de sombreado. Ver diagfama

1ó.

Diagrama 16

Luego ae instala

vacío y se evacria.

sombreado en Ia cámara

una presión inferior o
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-Ligual a 1O-- Torr se ealienta¡ 1os earbones. Para esto se

hace pasar una Corriente por e1los cuya intensidad se aur*el!

ta hasta el punto de fu-sión deL Pü. AL fundirse el Pü, §o

forma un coñIluesto Pt-C en eI cual la concentración del- car

bdn es de aproximadamente un 5%. (fotos 9 f 1O). Para evi-

tar d.años de la rnuestra producidos por 1a emisidn de gaaeÉ¡

generada durante el calentamiento del carbón hasta La tem-

peratura de evaporaeido del conpuesto Pt-C, se hace tln etr-

sayo previo para deternrinar 1a inüensidad de corriente ccln

1a cuaL se alcanza el punto de evaporación. Este valor de

intensidad de corriente se prefija de tal manera que a1 co-

nectar el interruptor (ver foto 72), deben transcurrir aprg

ximadamente 5 seg. hasta el. inicio de la evaporación del cog

puesto. En estas condiciones se puede c<¡ntrolar eI- espesor

de Ia pelicula rnetálica depositada sobre 1a superficie de

fractura mediante un monitor (tteúidor de resistencia de pelí

culas metá1icas)r intercalado en el reeorrido del vapor.

Para obtener una rép1-ica se evapora carbón en direccidn

normaL a 1a superficie ya met,aLízada de la muestra. Esta ea

pa no só1o sirve de soporte s I-a pellcula metál-ica sino además
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le confiere a1 recubrimienüo Eayor resistencia, evitando

daños en el proceso de extracción de1 material biológico

una yez terninada esta et,apa. Además, curnple 1a final-i-

dad de condueton tér-icor esto es muy necesario dado que

al ol¡servar la preparación al microscopio electrónico,

los electrones aI inciúir sobre e1 sector que se observa

l-o cal-ienta, con 1o que se corre eL riesgo de dañar la

preparación.

La forma de evaporar e1 carbón es simil-ar a 1-a em-

pleada para evaporar eI Pü. Efr esüe casor s€ ubican dos

carbones, uno de ell-os romo y e1 otro en forma de cono trrq

cador eD contacto en un cañon del. mismo tipo que el anterior,

foto 11. AL hacer pasar rrna corriente elécürica por ell-os,

se 1og¡a fundir e1 carbón en e1 punto de contacto.

Dado que eL proceso de réplica y sombreado no es si-

rm¡ltáneo, eI sistema el-éctrico se acopla primero at cañon

de sombreo mediante el conmutador, que está indicado en e1

diagrama 16 y 1-uego al cañon de replicado.

Todas Ias etapas anteriores se realizaron en un equipo

convencional DENTON Df-3 y que fue innovado en aLguna de sus
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pai^ües por STEERE (f 978). Se util-izó un banco

I'JNNEY I(SE-2 no*ificado, dado que Ia velocidad

de éste no era la adecuada.

de

de

vaclo

bombeo

Se da a continuación la descripción de cada equipo

y el detal-le del procerlimiento para reaLízar eI criograba-

do de las membranas.

BANCO DE VACIO: Para armar esüa unidad, se utilizó la es-

tructura y parte de la instalación el-éctrica de un equipo

KIM{EY KSE-2. Su esguema se observa en e1 &iagrama 17.

ü
.-.li'lJl

b 1-:e+r
Elr-+

Diagra ma l7
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Diagrama t7. Las partes renovadas soft:

1. Bomba rotatoria EDIíARDS ES 2AO

2. Bomba difusora EDI9ARDS EO 4

3. f¡.ampá criogénica EDtrrARlS, capacidad 5 1üs

4. Tanque de reserva de prevacío, capacidad 5 l-ts.

5. Válvula de bajo vaeío EDI{ARDS

6. Válvu1a de alto vacío EDI{ARDS

7. Fitting y cañerías de ln I

8. Secador de aire de Sí1ica para la descontaminación de

la bomba rotatoria (UaLlast)

9. lfed:idor de bajo vacío Pirani

En Ia foüo 12 se observa eI- banco y 1as in*icaciones

de 1os controles.

CAMARA DENTON ¡ Esta cámara va situada sobre 1a váI.nu1-a prin

cipal deJ. banco de vacío. Err 1a foto 13 se observan sus par

tes y eL detalle de éstas.

CRTOGRABADO DE LAS IíEMBRANAS: Como ya se describió anterior

mente, 1a membrana se forma en una 1ámina de tef16a en e1 dis

positivo de1 d.iagrama 10. Una vez formada l-a membrana y
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observada sus propiedades eIéctricas, se congela y se pro-

cede a hacer el criograbado.

A pesar que el tiempo de enfriamiento para lograr

vitrificar una muestra es crÍtico, es nuestro easo este

perÍodo al-canzaba varios segundos, / seg. Esto se debe

a que, para congelar l.a membrana hay que eongelar todo

el sistema dond,e esüán montadasr €§ decir, cámara y solu-

ción.

EI criterio usado para determinar que eI proceso

de enfriamiento no dañara la membrana era observar algu-

na propiedad el-éctrica de ésta y sus fluctuaciones durag

te el enfriamiento. La respuesta capacitiva, euya ampli

tud es proporcionar ar espesor de Ia membranar sB trans-

formaba paulaüinamente en una señaI ruidosa manüen:iend.o

La forma de puLso cuadrado y su anpliüud, salvo cuando La

membrana se rompía, en cuyo caso La amplitud acusaba un

corto circuito.

Eran, entonces, las membraaas que conservaban sus

propiedades el-éctricas o al menos 1as que no mostraban

grandes f1-uctuaciones en Ia etapa de congelamiento las

gue se procesaban. Una vez congalada Ia membrana, se re
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tiraba Ia abrasadera de Ias cámaras, lo que permite ex-

poner una de las earas de la membrana. En seguida, se

montaban en dispositivos como el que se observa en 1a

foto t4 (porta cárnara). Todas estas manipulaciones se

hacen bajo nitrógeno líquido, La finalidad del- porta

cámara es conectar térmicamente la r¡uestra con el braao

de soporte (7). Foto 13.

La secuencia para el montaje es J-a siguiente.

Cuando 1a cámara Denton se encuentra a ufla presión d.e 1O-5

Torr o inferior, se introduce LN2 en e1 termo la, simul-

táneamente se llena l-a trampa (3) (niagrana t7), con LN2.

Se manüiene l-a váIyuLa 5a abierta para que eI, LN2 fluya

hasta e1 brazo y 1o enfrÍe, 1a temperatura que se alcanza

en e1 pivote 7a debe ser de -15OoC ó inferior, Cuando se

ha alcanzado esta temperaüüFá¡ se cierra la válvula prin-

cipaL (que conecta la cámara con La bomba üifusora) y se

introduce gas nitrdgeno en la cámara hasta al,canzar 1a

presión atmosférica. En ese momento se caza eL porta cá

mara con 1as pinzas¡ vor foto 15r luego se levanta eL te

pón que está sobre el- pivote y se er¡¡:osca el- porta cí-ara

en ésüe, 1a temperatura d.el pivote se mantiene a -15OoC
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aproxinadamente. Esta nanipulación crura de1 orden de

2 a 3 seg y m:ienüras ocurre se mantiene urr flujo d.e gas

nitrógeno de¡:tro de Ia cámara con Ia finalid.ad. que no en

tre aire húrnedo, evitando así la forrnación de hielo ea

el brazo y en la cámara. E1 üiempo de traspaso del porta

cámara desde el recipiente, en e1 eual se congeló la ¡'rem

brana, hasta e1 iuterior de la cámara Denton es de frac-

ción de segundo y no se observa formación de hielo.

Cuando eI porüa eárnara ya está fijo se cierra Ia

cámara Denton y se procede a hacer vacío. La etapa de

prevacío dura 1 min aproximadamente , 160 a 5 x lo'2 Torr.

I'fientras se realiza La etapa de prevaclo, se introduce

aire líquido en e1 termo lb con l-a final-id.ad de enfriar

1a carnisa desconüaminadora, 1a temperatura gue alcanza

ésta es Ia del aire líquido y se mantiene durante todo el

proceso. con ésto, todos 1os vapores condensables circun

dantes a 1a muestra se depositan err esta camisa y tanbién

los posibl-es vapores provenientes de 1a bomba djfusora.

Dado que al introducir la cá¡¡ara en la cá.ara Denton 1a

membrana ya se encuentra expuesta por alguna de sus caras.



46

l-o único cl.ue resta, si se desea, es hacer sublinación

para 1o cual se calienta Ia cárnara hasta -98"C por eI

tiempo neeesario y luego se enfría hasta -15OoC. Como

1a posición de1 autotransformador que al-imenta, a tra-

vés del secundario del- transformador, e1 cañon ya se ha

fijador s€ eoneeta e1 interruptor 5, foüo 12, gue cierra

e1 cireuiüo. Diagrama 16. AL circular corriente por 1os

carbones se calientan y cuando la mezcl-a Pt-C ha a1c anza

do e1 punüo de evaporación sale hacia adelanter €D forma

rad:ia1 , alcanzado La muestra. Además de depositar e1 me-

tal en la preparaeión, también 1o hace en el sensor, foüo

16.

Este sensor es parte de un circuito que mide l-a re-

sistencia el-éctrica deL metal depositado en é1, cortando

automáticamente I-a al-imentación del auto transformador

cuando La resistencia ha alcanzado un valor pre-establecido.

Debido a que e1 sensor no se encuentra a 1a misma distancia

de la fuente de vapor rnetálica que Ia preparacidn, eL espe-

sor de la capa metá1ica en e1 sensor es *istinta a1 que aL-

canza en e1 mismo tiempo en la preParación. Midiendo l-os

espesores de capas metál-ieas depositados en el lugar de La
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preparación para distintos val-ores de resistencia en e1

sensor, es posible programar eI espesor de La capa metá-

l-ica a depositarse en Ia preparación. El circuito está

deserito en e1 Apén&ice.

En segujlda e1 conmutador, foüo 12, se 11eva a 1-a

posición 3-4, con 1o que es posible alimentar el cañon pa

ra evaporar c¿rrbón. Para la evaporación del carbón no

existe sensor alguno y se 11eva un control aproximado del.

tiempo de eva¡roración (ZO seg) en funeión de Ia ca1idad

de la réplica.

Las obsrsrvaciones se hicieron err url microscopio

Phillips EM 3OO A 80 KV y con Lrna apertura de objetivo

de JO rrrn.
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RESULTADOS

r. ¡rPl.fBR"AN{S 4RTTFTCTALES

Se fabricaron rembranas con Fosfatid-i1 col-ina (fC) y

Glicero1 monoleato (OtO), e1 registro de l-as capacidades

fue del orden de 2OS p1/c^Z y de 2§O pF/cm? respectivamente.

Después de formada 1a menbrana se ponían 20 ?r de so

lución de hemocianina en 1a cámara izquierda. La corrien -

te observada a I.os / min después de poner La hernocianiaa

era aproximadamenüe de 3 x 1O-9 A para membranas de GMo y

-ode 7 x 10 ' A para membranas de Fosfatiúilcolina. AL ca -

bo de este tiempo, las ¡rembranas se congel¿rban y procesaban

segúre la descripción anterior.

AL congelar membranas en cuya solucitSn no se ha pueg

to hemocianina, sus réplicas rnuestran superficies con protu

berancias d.e 15-20 run como se ve en 1a M.F"i+ L7. La corrien
_r.2 

A.te en estas membranas era aproximada-ente de 4 x 10

4B

¡f.F. mierofotografíat[
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Las microf,otografías de l-as réplicas de 1as mernl¡raaas de

$'fO eon henoeian:ina, se rnuestran en 1-as fotos 18 a 20,

éstas fueron sonbreadas con platino. EI tamaño de 1as

protuberancias observadas fluetúa entre t4.6 y 47.8 *n.

Las microfotografías 2l a 23 corresponden a mer¡branas

de Fosfatidilcolina sornbreadas con crono, e1 tamaño de

Ias protuberancias en este caso fluctúan enüre 25 y 45 nm.

El histog?ama I muestra la distribución ds t'am¡ñc)

de las protuberancias observadas en las membraaas, los

puntos corresponden a datos erbraídos de membranas som-

breadas eon Pt y Los rectángU1-os a datos de menbranas soñ

breados con Cr. Se obserya una disüribución de1 tamaño

de }as protuberancias en por 1o menos tres gri¡pos perfec

tamente &istlnguibles cenürados en 26 nm, 4O n¡r y 45 nm

respectivamente. También se observan tres grupoa rnenores

que a pesar de la baia frecuencia de estos casosr €§ difl-

ci1 considerarlos parte de1 rrrido de 1os picos más signifi

cativos debido a que se encuentran bastanüe separados de

el1os 5-?, 5.7, 9.or 5.o, 5'O y 10 nm respeetiYamente'
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Soluciones de henocianina (preparadas para inürodu-

cirl-a en l-a cárnara luego de forraada 1a r:renbrana) fueron

err varias ocasiones vitrificadas y fracüuradas para obte-

ner réplicas de ellas. Estos resultados se muestran en

1.as microfotografías 24 y ?9 t l-a rli stribucidn deL tamaño

d.e l-as protuberaneias observadas se muestran en el hisüo-

gra-'na If . Se pueden disüinguír 7 grupos en base a la se -

paración de los picos.

Indudablemente 1a cantidad de datos disponibles es

insuficienüe como para esüabl-ecer 1a existencia de sóI-o es

tas forrras de di sociación de 1a mol-écuIa, ya sea en solu -

ción o incorporadas en la membrana o que algunas de eLlas

correspondan a 1-a presencia de una sola subunidad coo dis-

tinüos grados de penetración. La distancia entre Los pi

cos corresponrlientes en membrana y solución es de 4.8,

7.3, 9.7, 10.6, 11.5r l2,O y 18.4 nm respectivamente.

A1 separar l-as cámaras corr st¡ conüenido congelado se

puede suponer que en una d.e el-las queda expuesta la membra

n8. Esüa suposición no es arbitraria porque al. soneter las

cámaras a una sublimación prolongada antes de ¡r""" 1a réplica
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se observaba que eI nivel de la superficie en eL orificio

de La 1ínina de tefldn no desce,.Ifar sin embargor en r-a

cara compl-er:entaria¡ sin üefLón, se observaba un notorio

descenso de 1a superficie. Esto indica que 1a fractura

se produce por una de las caras de 1a mer¡braoa y aderaás,

marca eL l-ugar donde ésta permanece. Por 1o anterior y

La separacidn observada entre 1-os picos, es poco probabl-e

que 1os resultados obüenidos con las membranas pu*ieran

deberse a la creación de aIgún arüefacto. Con el-lo se ha

ce muy difíciJ- justificar 1a separación de 10.6 ¡rm en pro

raerlio de Ios picos. La molécula de hemocianina o alguna

subunidad de é§ta a1 introducirse en l-a membrana debe qug

dar totaL o parcialmente cubierta, por 1o que e1 diámeüro

de 1as protuberancias observadas en 1.as membranas debería

ser mayor al de La hemocianina en solución en aproximada-

mente eL espesor de dos monocapas, 1o que inplicarla sepS

raciones enüre los picos de 5 6 5.7 nm. Creo que esta ex

cesiva rli ferencia podría deberse a l-a condensaci6n de hieLo

en la superficie de la membrana, condensación que podrla

ocurrir en 1a etapa de montaje de 1as cámaras en eI- equipo
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Denton. La foto JO muestra 1a prorlt'cción de arüefacüos

al- conCensarse hielo en 1a superficie de uu tejido antes

de sonbrear, a pesar que e1 aspecto granuloso que se ob-

serva es sinilar al de l-a H.F. 18 eI tamaño proriredio es

5 veces aayor. Los resulüados mosürados en La ¡f.F. 18 a

23 corresponden a 1a superficie de 1a membrana de1 mismo

lado que se puso 1a solución de hernociarrina-

II I'IE]'ÍBRAN AS FO TOP3.E CEP TORAS

La rugosldad que se observa en 1as ráplicas de 1as

membranas biológicas al ser estas fracturadas según 1a

descripción d.e BRANTON cogesponderían a l-a presencia de

protelnas en 1a membrana. Esto ha sido demostrado en fan

tasmas de glóbul-os rojos por ENGSTRON (f97O). Estas meú-

branas a1 ser-üratadas con alguna enzima como pronasa,

muestran una disminueión de 1as protuberancias hasta 1a

desaparición total de el-l-as según eI tienpo que hayan sido

expuesüos a 1a acción d-e 1a enzirna.

Retinas de sapos fijadas en glutaral-dehido fueron vi

trificadas en aire ]-íquido y grabadas por § mia. Las rép1-i

eas Euestran, como se ve en 1a I-f.F. 31, superficies lisae (l)



y rugosas (n), I-as protuberaneias de l.as raembranas rugosas

son de 1O nm aproxinadarnente. Tanto en 1as l'f.F. 31 y 32 se

observan traaos muy finos gue separan eri dos 1as superficies

lisas, eI espesor de estos ürazos es de 7.5 V 1O nm respecüi

vamente. En las M,F. 33 a 35 se observa 1a doble capa de 1a

r'¡enbrana con un espesor promeúio rrínimo de 1O.2 nm. Tar¡rbién

se observa en estas M.F. una alternancia de l-íneas coft una

g?an cantidad de protuberancias de 1O r¡m y líneas bastante

sr¡aves, menos contrastadas¡ corl pocas protuberancias. EI

espesor promedio de los sacos en las ltf.F. 33 y 34 es de 34.5

nrt, en Ia lrf.F. 36 es de 28.6 nm, esta rlifereneia posib1-eoes-

te se debe a una dj.stinta incl-inacidn deI bastón respecto

de1- plano de fr:actura.

Parte de este material fue tratado con Tritón X-100 aI-

tfr (oetergente) después de su fijacidn. Las retinas extraí-

das muestran protuberancias de 1O nm separadas por ái stancias

del mismo orden de magnitud. También so observa como en las

I\f .F. 36 y 37 líneas gruesag y finas alternadas. En estas mis

mas M.F. se observa 1a formacidn de micelas (¡t) que emigran

desde 1a membfana de Los Eacos al exterior, no s;e observa la

55
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merrbrana plasnáüica.

Ha sido propuesto (Doggenweiler, tgl6) que 1os lípi_
dos pero no las proternas, son extraÍd.os por el d,etergente
en las conrlisi.srr anteriores, a pesar que con Ias üécnicas
de microscopía elecürónica trarticionales no es posible ¡acer
destacar 1as proteínas de 1a membrana ni aún después de 1a

exüracción de 1os lípidos. Las l,I.F. 3g y Sg sug-ieren que

r'a fijación con glutaraldehid.o actúa sobre las proternas
porque aún depués de extraídos los Iípidos perúanecen estruc
turas de 1O nn ord"enadas manteniend.o 1_a úisposición que te_
nlan en 1a mernbrana.
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DISCUSION

Las l-initaciones de 1as técnicas usadas en análisis

de ultraestructura está dado por la resolueidn de éstas.

-.r.4La tecnaca mas usada en m:icroseopía electrdnica para alta

resolución es 1a de corüe fino, § nm, de tejidos incl-uídos

y teñidos con materiales el-ecürónicamente densos, esta pro

vee una resolucidn d,e1 orden de 1.5 a 2,O nm. La resolución

de la técnica de criograbado desarroll-ada ea esta trabajo,

está linitada por e1 d:iámetro de Los núcleos de metal" con-

densado en la superficie de 1a Preparación. E1 &iámetro

de estos granos varía según e1 metal. Para Cr e1 tamaño

promed.io de éstos es de 1.7 nñ y para eI Pt es de O,8 nrn.

Otro aspeeto que influye en 1a resolucidn de la técnica es

la incl-iaación de). p.Lano de fractura con respecto a l-a di-

rección de1 vapor dr= metal incidente. La sombra obtenida

de una protuberancia cuando e1 ánguI-o de incidencia de1 vapor

de neüal- eB mayor, i.e. se aLeja de 1a normal a 1a superfieie

57
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elivada, estará fornado por una ma),or cantidad de granos

de pretal alineados. Esto permite por r.ura parte obteaer

meáidas más precisas del diámetro de1 obstáculo y por o-

tra, hacen resaltar obstácul-os cuyo te¡naño sea coñrparable

a1 de 1os granos de netal. La resolución obtenida en las

réplicas, a pesar de todas las l-imitaeiones en equipo que

no se puclieron superar¡ como 1o muestra 1a M.F. 40 es de

1.3 nm y corresponde al- espesor mínimo del espacio inte -

rior de 1a menbrana de Lrn saeo.

r. }.ÍE}.IB&4,NAS ARTIFICTALES

Entre 1os posibl-es tipos de artefacto gue se forma¡

en l-a etapa de congel-amiento de l-as membrarfas artificiales

hasta la obtencidn de I-as réplicas habrla que mencionar

d.os más de ell-os. E1 prirnero se debe a que a1 hacer el soa

breado d.e 1a membrana no só1o se deposita metal sobre ésta,

sino tanbién sobre gran parte de Ia lámina de tefl-ón y es

posible que por algUna mala manipul-ación podrfa tomarse al-

gún trozo de réplica de la lámina o de 1a superfieie de la

grasa selLadora. A1 observar una rép1-ica d.e """" tipo,
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(u.f. 41), e]- aspecüo de estas superficies es bastanüe

caraeterístieo y el tariraño de 1as irregularidades es

var:ios órdenes de nagnitud mayor que e1 de las protube-

rancias observadas en 1as nenbranas. El segundo tipo

de artefaeto se proeiuce a1 roclperse la membrana Por La for

mación de cristales de hielo, 1os que se reeonoeen por

su forma caracterÍstica. La l'f .F. 42 r,ruestra tales crista-

les y su tanaño tampoco es comparable al de las protube

rancias de las membranas.

A pesar que el argur:rento de subLinación, dado en

1a parte R.esultados, es suficiente irara demostrar que eI

material que hay en 1a superficie de1- orificio de l-a 1!-i

na de teflón son 1ípidos, no es suficiente para deducir de

é1 que 1as protuberancias son producidas por eL abultamien

to de l-a mo1éeu1a rle hemocianina o sus subunidades en eL

espesor de 1a rnembrárla.

Las posibil-idades de ubicarse Ia hemocianina en 1a

membrana son tres, sobre esüa (en la cara que estaba en con

tacüo con la solución donde se puso l-a hemocianina) en e1
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espesor de Ia rnembrana o en l-a otra cara. La prirnera

posibilidad es rápiCanente descartable porque e1 corri-

nienüo en eL tanaño de las proüuberancias en las mernbra

nas, en co¡:lilaracián con 1o que se observó ea solución

contra*ice esta posibi-lidad. En caso de situarse la mo-

1écu1a de her,rocianina o alguna subunidad de ésta adosad'a

a la superficie o que se deposi-te en e11a a1 sublimarse

parüe de la solución congelada que pudiera haber quedado

sobre 1a menrbraoa, se obtendrían protuberancias cuyos ta-

maños serlan similares a1 que se observa en solución.

La tercera posibilidad también es descartable porque

1a répliea de una superficie de mernbrana fio podría dar in-

formación d.e la cara opuesta, salvo que 1as proteÍnas esüu

vieran ejerciendo alguna presión en 1a membrana, deformán-

dol-a en los sectores donde se ubica La hemocianiaa. Esüa

siüuaciófr es áifíciL de explicar porque es necesario supo-

ner un punto de apoyo de La mo1écu1a con la so1uci6n. De

tod.aS formas, de existir este mecanismo 1as protuberancias

que se observarían en eL lado opuesto aL que se encuenüra

J-a hemocianina tendrían ua tamaño eguivalente al de 1a
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molécula o subunidad nás el espesor de dos roe¡nbranas. Es

to exp3-icarÍa el grarr eorrimieato del- tanaño de alguna de

las protuberaneias observadas en rnembranas respecüo al- gue

se observa en solución. Por otro 1ado, una inüeracción de

este tipo implicarÍa un corrimiento uniforme en 1a distribu

ción de tarnaños de l-as proüuberancias, pero no es el caso.

La segunda posibilidad es la que está más de acuerdo

con el- modelo actual- d.e 1a menbrana. En este caso existeo

varias alternativas respecüo a1 g¡ado de penetración de

1a proteína en J.a rnembrana. En primer lugar, está 1-a posi

bilidad que I-a moIécu1a, debido a su gran tamaño, esté en

parüe sumergida como 1a molécuIa b y g deL diagrama (8) ,

esta situación produciría proüuberancias con tamaños simil-ares

a 1os observados en solución y podría explicar e1 4" pico

del histograma I y su equivalente en soLuciónr 7o pico de1

histograma II. Este rnecanismo presenta eL grave inconve-

niente que no habría forma de explicar e1 resto de Los pi-

cos del- histograma I, porque no estaríaa sus equivalentes

en e1 histograma II. Una segunda posibil-idad de ubicarse

1a hemocianina en el espesor de la membrana es que esta que

de totalrnente sumergida como La mo1éeul-a d de1 rli¿g¡am¿ (8).
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Esta situación acarrea un compromiso grave con respecto

a 1a eonfiguración de 1a membrana porque implicaría una

gran deformación de ésta, dado que debería quedar total-

nente cubierte eon las caras de 1a membrana. Una confi-

guraeión de este tipo es muy conveniente para explicar

el comi-miento de 1os picos deL diagrama f , porque mien-

tras más grande sea 1a subunidad produciría un abul-ta -

miento Eayor en la superficie de la membrana. De todas

formas, coa la configuracióa actual del modelo de 1a mo-

Iécula de hemocianina, ea forma de cilindro, <jlificulüa

l-a configuracidn que adquiere Ia menbrana para moléculas

grandes, porgue significa gue esta en las vecindades de

l-a molécul-a de hemocianina debe separar sus caras en 5.5

u 8 veces su espesor. Esto serla posible só1o si la es-

tructura de ].a molécula de hemocianina no fuera ci1índrl

ca sino l-aminar y que su espesor fuera eI de una subuni-

dad, como se discute más adeLante, 1o que explicarla l-a

presencia de moléculas completas en e1 seno de la bicapa

en ta misma forma o;ue para 1as subunidades menores. Esta

configuración está más de acuerdo con 1os datos obtenidos.
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ün ú1timo arguraento que descarta totalmente 1a po-

sibilidad de asociar 1os resultados con Ia formación de

al$in artefacüo, es que éstos siempre presentan tanaños

uniformes cotr trruy pequeñas variaciones coslo se observa

en Las fotos 30 y 42.

Indudab1.emenüe gue la pérdLida de caI.idad

sultados en nembranas artificiales, a pesar de

de

1a

l-os re-

existen

cia de dos üranpas descontar:rinadoras, se debe a gue l.a

mernbrana queda expuesta durante mucho tiempo en el- termo

de eire líquido y después en el evaporador Denüon. Para

resolver este probl-ena se diseñó una eámara, 1a que se erl

cuentra en etapa de construcción, que permite lLevar La

mernbrana eongel-ada y sin ser expuesta al equipo Denton,

pud:iendo fracturar en eI momento de hacer eL sombreado l;te

tál-ico. La foto {{ nuestra parte de Ia cámara innovada.

El sistema consiste en una cá¡nara rectangular con un canal

en su centro que pernite e1 paso ajustado de una bisagra.

La bisagra tiene un orificio ednico centrado en ambas ho-

jas y pernite aprisionar en stl interior Ia l-ámina de teflón.

A1 formarse Ia uenbrana, luego de congeladar se extrae la



6z

bisagra con I-a membrana y eL hielo que rorlea a eáüa por

ambos l-ados montándola en el porta bisagra para su ubi-

eaci6n posterior en eI- pivote 7A. Esüe sistema permiüe,

además, er montaje de uaa canisa descontaninadona rodean

do 1a bisagra, evitando 1a condensación de sustancias, es

pecial-mente agua, sobre Ia nenbrarla. Esto se facilita

manteniendo l-a ternperatura de la membrana u¿ poco superior

(-fso"C) que ]-a de La camisa descont,minadora (-tg7"C).

En los resultados obtenidos por van BIIUGGEN ll-ama

1a atención la gran canüidad de esürueturas cuadradas gue

se observan a pH 6.0 ó 7.6. curiosamenter éD 1as rép]-icas

de sol-ución de hemociarrina no se observan estructuras eua-

dradas, por 1o general- tienrlen a corresponden a estructuras

circuLaros. Este hecho sugiere 1-a idea que I-a hemocianina

es una molécula plana con un espesor siruilar aL üiámeüro

de Las subunidades, o sea, cornpuesta por Ia agregación en

un mismo pJ-ano de subunidades, formando una estructura ce-

rrada. Los argumentos gue corlsidera van BRUGGEN para sus-

tentar su modelo se basa principalmente en 1a di-ferencia de

contraste de a1-gunas estructuras circul-ares, foto 3,
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en dos y úispuestos eon 1a base sobre e1 fil-a de soporte.

Esta situación efectivamente produciría un menor conüraste

porque representa un obstácu1o más delgado al paso de 1os

electrones en comparación eon una mo1écu1a sompleta y d-:is-

puesta de I-a misma forma sobre eI film de soport.e. El- ar-

gumento anterior es bastante &iscutible, porque en esa mis

na II.F. se observan estructuras rectangulares gue corres

ponden a me&ios cil-indros pero cri sPuestos en f ornra ta1 que

representan eI mismo obstáculo al paso de 1os el-ectrones

que 1as estructuras cuadradas, cilindros conpletos. sin

embargO, estas estructuras rectanguLares también muestran

meno6 contraste que 1as cuadradas. Por otra parte

SCI{RAIIM y BERGER (rg5z), observaron moléculas de hemocitt¡

na fijadas con vapores de áeido ósmieo y posteriormente,

sombreadas con Pd., el1oS observaron estruCturas con forrna

de paralel-epíped.o con ull surco en el centro, las &imensio

nes de estos rladrillosn son de LZ x \2 x dO nm, foto 43'

La interpretación d.e van BRUGGEN de estos resultadoS, e§

que el eje del- cilínd.ro coresponderla a uno de 1os lados

o5
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de los cuadrados observados por é1. EJ. otro 1.ado de1

cuadrador err I-a mayoria de los casos es del orden de un

t3f, aayor que e1 diáqetro del cilindro, 1o que inúiearía

que cuando el eje del cil-indro es paralelo a1 film de so

porte, e1 cilindro colapsa. Esüe colapsaniento produci-

ría la henúidura centra1. observada por SCHARAI"ÍI{.

A pesar de estos argumentos, no se excluye 1a posi

bi1idad de que estas &istintas d:isposiciones de la mo1é-

cula se deban a mol-écul-as di stintas. Esto, debido a qu.e

pequeñas variaciones en la técnica de preparacióo de 1a

hemocianina prorl¡-rcen cambios considerabl-es en 3-a propor-

ci6n entre cil-indros y cuadrados.

Un posible métod.o para dilucidar si Ia hernocianina

tiene una estructura eilíndriea como 1-o propone van BRUGGEN

o se traüa de mo1éculas planas, serla hacer inclusiones d,e

solucidn de henocianina. A1 observar cortes fiaos de es-

tas inclusiones debería observarse rectángul-os de 30 x 42

nm que corresponde a 1a proyección de hemocianina cuando

l-a diagonal del- cilindro es perpenrti cular a la dirección d.e

J-os el-ectrones incj-dentes sobre Ia preparación. En caso
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que se trate de molécul-as laminales, deberían obtenerse

proyecciones máxi¡aas de círeulos de 3O nn de diárretro pa

ra las moléculas circulares, o proyecciones d,e 3O x 34 n¡n

para ¡noléculas cuad¡adas.

La ¡novilidad de 1as proteínas en e1 espesor de 1a

rnesrbrana, dada por e1 carácter de liquido bi&imensional-

de ésüa, quizás se podría verificar para estas proteínas

poniendo en 1a cámara solución de henocianina totalmenüe

clisociada y después de verificar l-a incorporacidn de 1as

subunicrades en l-a membrana, merli ante recambio de 1a so1u-

ci6n en I-as cámaras bajar eI pH de 1a solucidn (contenien
.L-L

do Ca"). En caso de ocurrir asociación de 1as subunida-

des en 1a membrana, debería observarse en las réplicas

protuberancias cuyos tamaños correspondaa a unidades coÍt-

pletas de mol-écuIas.

II. }.íE]'IBRANAS FOTORECEPTOR*AS

Posiblemente se podría pensar que La aparición de

protuberancias só1o en algunas caras de La membranas po-

drÍa deberse a algrin efecto de1 sonbreado. Debido a que

l.a fracüura no siempre es perpenrlicular a1 plano de 1os
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sacos, rln plano I-igerarnente oblícuo dejanía más expues-

tas una de las caras de Ia membrana y por tanto¡ €rl €s-

ta se condensaría más metal quedando la cara siguiente

un poco oculta recibiendo menos metal; sin erabargo, co-

mo 10 rnuestran 1as dobles fl-echas en las membranas doade

se observa una gran cantidad de protuberancias en una de

sus caras, siempre h"y a}gunos sectores de 1a otra cara

que también muesüran protuberancias,

Otro hecho interesante que se. puede observarr €s

que entre 1as membranas gue muestran bastantes protube-

rancias siempre se inüercala una membrana de poco con -

traste, i.e. cofr pocas proüuberancias. En la M.F. 33 se

destaca este aspecto ubicando a1 margen trazos gruesoc¡

que incLican una membrana muy pobl-ada y un lr-razo fino pa-

ra membranas poco pobLadas, Esta alternaneia hace impro

bable I-a posibilidad que 1a aparición de protuberancias so

deba a un efecto de1 sombreado.

Las M.F. 36 y 37, muestran la misma alternancia de

las If.P. anteriores. Se destaca coa 2 flechas ambae ca-

ras de lae membranas más pobladae. Las membranas poco

pobladas, marcadaa con uaa fl-echa, están señal-adas por
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algunas protuberancias de 1O nm que mantienen su dis-

tancia a 1as nernbranas poblaáar;.

De 1as lrf .F. 36 o 37, se pueden establecer 1os si-

guientes hechos:

i) La al-ternaneia entre mernl¡ranas con protuberancias y

merqbranas de poco contraste, sin protuberancias, en las

M.F. 33 a 35 sol-o puede justificarse si se suponen mem-

branas con bastantes proteínas alternadas con membranas

con pocas proteínas. Este hecho se corrobora en J-as

¡f.F, 36 y 37, a1 quedar expuestas l.as proteínas de la

menbrana aL exüraer 1os lÍpidos.

ii) La distancia entre l-as líneas de pocas protuberaneias y

1as 1íneas gruesas con muchas protuberancias en Ias

IU.F. 36 y 37, no corresponde aL espesor de l-a menbrana.

iíi) En aLgunos sectores de las de líneas gruesas en las

I'I.F. 36 y 37, se observa ].a presencia de proteínas en

ambas caras, esto eoincide con 1as M.F. 33 ó 35, donde

se inrlica esto mismo con (o) y (c) en una misma membrana.
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iv) Es sabido que 1a rlistancia entre las membranas de

sacos consecutivos es de 15 r¡m y e1 espacio inte-

rior de l-os sacos de 30 nn aproxinadanente, 1o que

ináica que un saco estaría formado por una de las

nembranas pobl-adas de 1.as I'l.F. 33 -ó 37 y Ia siguien

te más disüante a ésta.

El n:odeIo de nembrana o¡ue se desprende de 1os pun-

tos anteriores se muestra en eI Diagrama 18.

I
30 rm

I-T
15 nm

,_l

18

"r"" 
f

Diagrama

La

después

e1- p1-ano

actual interpretación del proceso de

d.e una 1-arga po1,émica (gR NroN, 1966),

de fractura procede generalmente por

fractura,

indica qr¡e

eI interior
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de l-a membrana quedand.o al- descubierto las caras inüe-

riores de éstar Cor'o 1o muestra e1 d.iagrama ?. Se$in

ésto, las formas de quedar e}?uestas la membrana de l-oS

Sacos euand.o eI- pl-ano de fractur¿ es obl-ícuo se muestra

en eL &iagrana 19r además se incluyen situaciones en que

se exponen las earas exteriores de la rre:nbrana.

R\ln\
,.Ñ1,. LMlr\ [)." u{", " Ul..

r\lrI r i. \
lttn

lt.." lt"[,/\ U-X

let^\w*1],'1.
I I ¡-\ll

I.
I

it-

(.)

Diagrama 19. I'fuestra

rarse la membrana de

fractura es áiagonal-.

está indicado coa 1a

1.as posibilidades de fraetu-

los saeos cuando el pl-ano de

La dirección de ]-a fractura

1ínea de brazo.

(b)
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La elección de la mod.al-idad de fracüura de 1os sacos

en estas cond:iciones debe ser hecha de acuerdo a l"o gue se

observa en 1as L{.F. 3t y 32, en esüa se destaca 1a siguien

te alternaneia de superficies: rugosa (n), l-isa (r ), lÍnea

(li), lisa (I" ) y Rugosa (n). Los únieos 'liag;-ramas que es-

tán de acuerdo con esta alternancia son l-os 19 (U), (c) y

(e).

Otro hecho que se destaca en las I'f.F" anteriores es

que no se observa claramente 1a presencia de peldeños entre

las superficies. Por ejenplor se señal-a coa Rur €r 1a If.F. 32

un seetor que podrÍa identificarse co¡no un peldaño, pero ha-

si¿ .ambos l-ados en la misma línea, se observa que e1 canbio

d.e superficie ocurre en forma suave y contínua como l-o desta

ca eL sector encerfado en un eírculo. Esto hace suponer que

eI sector Ru aL igual que otros similares se producen Por ru.P

tura de 1a rép1ica durante su extracción del tejido o en eL

montaje de esta en la griL1a. Los pe1-daños de l-os tli agfamas

seleccionados presentan saltos de 3O, 3.5, 18.§ run, 3O, 7,

15 m y 52 frm respectivametrt,e, 1a magnitud de estos saltos es

bastante importanüe¡ sobre todo l-os de 30 y 52 nm coÍlo Pá'ra
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que pase clesapercibidor @o 1a M.F. 32, por ejemplo, se

está resolviendo una línea (¡,i) de ? nm. por los noti-

vos anüeriores, no es posible retacionar algunos d.e ros

diagtranas 2t s con 1as ¡i[.F. 31 y 32.

Una posible fracüura, gue no se describe en 1a l-ite

ratura¡ €s 1a gue se muestra en el Diagrama 2A,

L

¡
lLi
I(fTi' B

L\Lr-,,.hnu

Diagrama 20. Describe rtñ proceso de fractura en eL

gue e1 plano de fractura no es escalonado enüre mem

branas sino que viaja en dirección *iagonal entre l.as

membranas pobl-aáas. Las flechas muestraa e1 efecto

de 1a sublimación.
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Este di agFama coineide con la al-{,erna¡reia de

ficies y adenás¡ reproduss el espacia.niento entre

ficies y líneas que se observa en Ia ]'í.F. 31. La

de hacerse evj-denüe la línea (ri) sería gracias a

;:ación.

suPer-

super

forma

1a subli

Un punüo interesante que se destaea con la ocurrencia

de este tipo de fracturar es que 1as nembranas pobladas, per(

el efecto de l-a fractura, se comporta según 1o describe l-a

literatura y en cambio l-as menbranas poco pobladas presenüan

un carácter basüante arnorfo para este efecto. Este hecho es

muy significativo porque según 1o que deseribe SIIJGER I.a ma-

tri-z de las membranas 1a componen los lípidos y no 1as pro

teÍnas, parecería que en caso de 1os sacos la rodopsina I.e

coniiere a las menbranas pobLadas un carácter especial que s(

manifiesta por una mayor resistencia mecánica a1 proceso de

fractura.

Tanbién es posible que esta rígídéz de 1as membranas

pobladas no se d.eba a un tipo particular de interaccidn 3-fpi

dos-proteínas, sino sea el- producto de l-a acción del- glutara

dehido sobre ésüos. Esto coincide con l-o que se muestra efr
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l_as l.l.F. 33 a 35, donde es posible notar que en las earas

de 1as menbranas donde se observan protuberarrcias estas

casi siempre se eftcuentran s6l-o en algunos sectores quedan

d.o sitios despoblados en 1a nisma cara. Esta distribucidn

en eonglonerados de proteína es dlifíci1 de expliear eo una

me;:rbrana supuesüa¡lenüe de carácter ho¡logéneo, a *iferencia

d.e algunos sectores especial-izados, como 1os Gap Junctions,

c1e ciertas membranas gtle desempeñao roles específieos. Lo

que sug:iere que eJ- responsabl-e de 1a congloneración de pro-

teínas es el- glutarald.ehido y además sería e1 responsable

de la rig:idéz de 1as membranas pobladas (nRorvx, L942).

una evidencia importanüe en favor del ro1 del gLuta-

raldehid.o es 1-a que se obse¡¡¡a en 1a I'f.F. 31. En esüa se

apreeia que 1os d.os primeros sectores rugosos (n) se inician

con una línea si:ri1ar a Ia que separa Las superficies l-isas

(l) y en el-las l-a fractura es perpend:icular aL plano de 1a

raembrana, de 1o que se infiere l-o siguiente:

i) Las proteínas, por La accidn de1 glutaraldehido fo¡nan

dominios dentro de1- pLano de la r¿embrarra '
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ii) Las nenbranas o sectores de ésta carentes de proteí-

na soo neeárricamenüe nenos rígidos, 1o que destaca

I-a iraportancia de 1-as proteÍnas en la configuración

de Ia ner,rbrana.

iii) La inüeracción gl-utaraldehido-proteína está mucho más

favorecida que 1a interacción glutaraldehido-l-ípido.

La forma de resolver esta problemática de interac

ciones y Cistribucién asicrétrica d.e proteínas, consiste

en efeetuar réplicas de retina sin fijacióa y poder coñpa

rar de esta Éalrera ar bas siüuaeiones.

Los estultados sobre la asimetría de 1a membrana de

Ios sacos, rlifieren con 1os obtenidos por análisis de rayos

X rnencionados en pág. 13r dado que por este método no se ha

reportado 1a posible asinetría en 1a mellbrana de 1os sacost

sal-vo una «li ferencia en Ia densidad de proteínas entre el

1ad.o citopl-as¡nático y eI exterior de Ia membrana, resul'tado

que se observa en 1as répI-icas en la mitad de la membraaa

d.e 1os sacos, Es posible que 1as membranas poco pobl-ad-as

tarnbién posean 1a misrna asimetría en llfla nagnitud menor y
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por este raotivo no se detecta en las rép1icas.

Del¡e destaca¡"se que en l-a infornación obtenicla por

el r',étodo de üifracción de rayos X est.á coaprcfmetida üo-

da 1a ¡¡uestra obserr=ada y no es ¡runtual como la obLenida

a1 nic¡.oscopio electrónico, donde es posibLe analizar re

giones particularizadas.
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1:

CONCLUSIONES

i) Los resultados obteni<ios con 1a

buenosr s€ logró una resolución

técnica montada son
o

de 13 A en algunas

o.

preparaciones.

ii) Las exigencias del vacío para la cal-idad de 1os re

sultados es un punto secundario. Gran parte de1 tra

bajo se hizo corr presiones que fluctuaban entre 1O-2

-na 10 - Torr y Ios ¡ssrr'lt,¿dqs obfen:idos no fueron mo-

dificados respecto a aquellos que se hicieroa con pre

siones menores a 1o-5 Torr.

i) Como se demuestra en la Discusidn, fue posible obser-

var nembraaas arüificiales. A pesar gue en este asp€

to eI trabajo no se ha concluido, debo desf,¿"." 1a in

portancia de este técnica en el estudio de la ultrae¡

üructura de las membranas, al permitir controlar Ia <

tidad y tipos de proteína junto con l-as condiciones (

medio en que tiene lugar 1a interacción de Ias bicapt
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1ipÍdicas con tales proteínas y poder comparar Ios

canbios morfológicos inducidos por estas conrtisie-

nes en que se for¡na 1a ¡nenbrana con 1as propiedades

eIéctricas de ésta. 
-..-.

ii) La mol-écu1a de henocianina, al igua1. que 1as subuni

dades penetran en e1 interior de menbrana. Creo gue

esüe punüo necesita una Eayor fundamentación en 1o

que a resultados se refiere, esüo deberia lograrse con

el nuevo sistema de cámaras.

3. i) Con la técn:ica de microscopÍa electrónica d.e tinción

no ha sido posible observar 1-as proteínas remanentes

después de 1.a exLraccién de 1os lípidos con el deüer-

gente, este hecho muestra alguna de Ias ventajas de

la técnica montada, esto €sr permiüe analizar 1os com

ponentes de un sistema independienternente d.e 1as pro-

piedades de reacción química de estos componentes con

a1gún elemento de tinción.

ii) La membrana de l-os sacos de retina son asimétricas reg

pecto a J.a üistribución de I-a proteína. Se observa
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en una de las mitades de 1a membrana de 1.os sacos, sll-

poniendo u.r¡a división ecuato¡ial de es!,6s.

iii) E1. -sector de Ia membrana más pobla<io presenta una asi-

¡ietria respecto a 1a disüribueión de 1as proteíaas en

sus caras. La cara exüerior es más poblada.

iv) Se pudo observar que el Tritón en la retina fijada con

glutaral-dehido actúa extrayendo los lípidos, 1os que

se organizan formando miscelos. Ifientras que las pro-

teínas mantienen la úisüribución gue tenían en la mem-

brana.

Las evidencias obteruidas indican que eI glutaraldehido

forma fuertes enl-aces con y entre las proüeÍnas.

Los secüores más poblados de proteÍnas, sofi mecánicamen

te más resistentes a1 proceso de fractura¡ ya sea por

1a presencia de una al-ta concenüración de proteínas en

el sector o por Ia acción del- g1-utaraldehido

4. El rnodelo de SfNGER y NICOLCON, esquernatizados ea 1os clia-

grarnas (l) y (8), muestra una matriz de Iípidos internr¡n i

pid^a por I-a ubicación de proteínas en e1la. Esta configu-

ración implica interacciones hidrofóbicas entre 1as cadenac

v)

vLi
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de hidrocarburos de 1os lípidos con eL rnedio. EI me-

canismo de hidrofo¡ici¿ad tanbién es apLicable a la

presencia de proteínas en 1a nernbrana, por 1o rlenos

constituye urr argu-menüo viable que justifica la pre-

sencia de algunos tipos de mol-éculas de proüeína en con

tacüo con eL interior hid¡ofóbico d.e 1a nenbrana, siüua

ción que esüá representada por I-a l-etra b y g del dia -

grama (7). En estas conúiciones, 1a única restricción

es mantener un grado de inmersidn en la membrana, que

dando libre de moverse en e1 plano de ésta. Denüro de

este m:Lsmo mecanismo, cabe suponer que 1a molécula eom-

pleta o subunidad de ésta presenta esüe efecto de hid¡o

fobicidad y su configuracidn sería I-a que se muestra con

1a l-etra d del di ag¡.ama (Z) .

Considerando el aspecto destacado antes, y de acuerdo

con I-os resultados obtenidos, habría que in&icar l"os si-

guieates hechos:

i) A pesar del- carácter hid-rofóbico de 1a hemocianina en s(

lución, que se dsrl¡r6s de su facilidad de di sociación en

me«lio acuoso, parecería que una estructuración h:idrofób:
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por parte de la mo1écura, es una situación Elucho nás

estable para ella, esto por 1as evidencias obt,enidas

en favor de la ubicación de la he¡rocíanina y Eus su-

unidades en e1 interior de l-a membrana, l-o que expli

caría e1 que l-a roenbrana se d.eforrna para d.ar eabida

err su interior a 1a no1écu1a,

ii) La matríz lipíd[ica no es un constituyente pasivo de

1.a membrana puesto que es c. apaz de deformarse para

dar cabida en su inüerior a las mo1écu1as de hemocia-

nina.
...\iii) Los miselos que se observan en 1as I'f .F, 36 y 37, señg

lan que 1os I-ípidos que const,ituyen 1a membrana de 1.os

sacos son anfifilos, o sea, presentan e>rbremos polares

(tridrofílicos) y apolares (Hiaroeóbicos).

iv) La movilidad de 3-as proteínas en el pI-ano de 1-a membra

na parecería estar muy bien señalada en las M.F. 33 a

35, donde se observan agrupaciones de proteínas en al--

gunos sectores de Ia membrana. Posiblemente este fenó-

neno se deba a 1-a acción de1 glutaraldehido, I-a confirma

ci6n de este punto se debe obtener al- observar

nas sin fijar.

membra
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ILUSTP.ACIONES

Nota: La flecha en 1a esquina inferior izquierda de las

M.F. in<tica La rlireecido y sentido de1 so¡nbreado.
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Foto 1A. Formaci6n de lfieIina. La rnembrana de l"a céluLa
de Schrvann aparece como una doble linea oscurar gue según

1a interpretación d.e ROBERTSON correspondería a 1a presen

cia de dos capas de proteÍnas rodeando ufi¿ 6:¿pa de 1ípido
representada por e1 espacio claro. La miel-ina se forma p
eI adosamiento de dos de estas membranas.

..¡r¡§r §.r$r
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1B Mesoxon

Foto 18. Esguena gue nuestra 1a formación de r-rie1ina.

elei;rentos gue conüribuyen al diagrana de di fracción está

constituidos por dobles membranas, como se seña1a en ICIi

evidente que ésto corresponde a dos rner¡branas provenient

de 1a cé1u1a de Schr,'ann (u). Además Sch, citoplasna de

cé1u1a de Schrn'ann. EL esquema A2 correspond-e a rrielina

d¡atada.



91



92

5

ffiffi
Eisf, ffi

l(lr



93

Las Fotos 2 a 5 r:ruestran el grado de rli sociacidn d,

la treaocianina según el valor del pH. Foto 2 cogespnnd,

a he¡noeianina a pH 6.O, se observan sól-o estructuras cua'

dradas y cireulares.

Foto 3. I{emocianina a pH 7.6, van BRUGGEN destaca

en esta situación a1-gUnas estructuras cireulares con men(

contraste, como 1o muestra la flecha. A esüe val-or de p)

empiezaa a aparecer estn¡cüuras rectangulares, doble fIe,

que corresponden a1 primer clivaje de 1a aoLécula, estas

est¡rrcüuras y algUnos cuadrados también m¡¡estran Poco col

traste. El cÍrcul-o destaca una subunid-ad'.

Foto 4A.. Junto con aurrentar e1 val-or de1 pH, 8.2,

aumenta la cantid.ad. de estructttras rectangulares, tambié

se observan varias subunidades. Aquí tanbién se aprecia

e1 gra«lo de contraste ¡1o gUarda relación eon el- proceso

.Iisociaci6n de la moléctll-a.

Foto 48. Hemocianina a pH 8.7 t En esta situación

el- r1ido inpide destaear 1as subunidades, se observa una
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estrucüura circul-ar. Es posible reasoeiar la rnolécu1a d

henocianina *isnrinuyendo eI val-or del, pH en presencia de

..4un catión divalente.

Foto 5. Ifuestra eL nodelo de raolécuLas de hemocia

nina según van BRUGGEN. Las proyeeeiones (b) y (c) corr

ponden a 1as estructuras cuadradas y circulares respecti

r¡enüe, observadas en 1as foüos anteriores. En (d) se mu

tra cono ocurre el priner clivaje de 1a molécula.
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Foto 6A. Se observan 1as

electrod,os (E). El depésito (o)

cámaras (C) y tanbién 1os

hace las veees de termo

aI poner en su interior aire líquido para enfriar Ias cá-

maras.

Foto 68. Se muestra el generado de pulsos (G) y el

sistema de amplificacióa (A).
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Dl.F. 7. Las flechas muestran membranas que quedan exPues-

tas por efecüo de La sublimación, esto ocurre sólo cuando

La estructura en cuestión se fraetura. De esta forma¡ es

posible determinar l-a d:irección del- sombreado. También se

observan mitocondrias (u).

l{.F. 8. }fuestra las prolongaciones de 1as célul-as glialec
(c).

i dQe.-
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Fotos 9 y 10. l'fuestran 1as etapas de 1a preparación deL

Pt para su evaporacidn posterior. F p muestra el- alambre

de Pü antes de fund:irse y F 1o la mezcla Pt-C lista para

soñbrear.

Foto 11. Iluestra ]-a forrna de contactar los carbones Para

facilitar La evaporación de Carbdn.
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BANCO DE VACTO

1. Entrada de aire líquido a 1a tranpa

2. Interruptor principal
3. lnterruptor de l-a bomba rotatoria

4. fnterruptor de l-a bomba rti fusora

5. Interruptor de alimentacidn del autotransformador

6. Amperínetro

7. Interruptor para enfriado rápido de la 'lifusora
8. Control de espesor de 1as películas metálieas

g. !.ledidores de vacío¡ a) Pirani, b) Penning

10. Conuutador de fuente de evaporación

,j
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EVÁPORADOR DENTON

1 a, b. Teroos de

2 a, b. Pal-ancas

Conrtucto

paracidn.

aire Iíquido
gue permiten rotar el brazo 7 y 8

de aire 1íguido para mantener fría la l

Conducto de aire líquido para mantener fría la r

sa descontaminadora.

Válvulas que permiten controlar el. flujo de airr
lnd:icador de temperatura

Brazo de soporte de La preparación

Brazo que soporta a camisa descontaminadora

Vál.vu1.as para introducir aire seco en la cár¡ara

3.

4.

5.

6.

t.
g.

9.
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a
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M;F. 14. Se muestran las cámaras (C) y e1 portacámara (fC
La flecha señal-a e1 sitio al eual se fija Ia pinza para as

eI- portacámara.

M.F. 15. Se observa el portacámara en e1 momenüo de intro
cirl-o en el evaporador DENTON.

M.F. 16. El portacámara ya se encuentra enroseado en el p

vote. En esta se observan e1 sensor (Se), el descontar¡:ina

dor (»e)r el cañón para evaporar metal (ft) y el cañón par

evaporar carbón (C).

§- :--
\g-, 'n-'lB*-
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If.F. L7. Réplica de membrana erl cuya solución no se ha

puesto hemocianina. l.fuestra un aspecto globular, pero el

tamaño de éstos es aproximadamente 1O veces menor que laÉ

protuberancias d.e las menbranas (tt.F. 18 a 29). Posible-

mente se debe a condensación de hiel-o sobre 1a membrana

pero en menor cantidad. que la mostrada por STEERER (noto

30).

'1. t
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I\f .F. 18 a 20. Ifernbranas sombreadas con Pt. El fondo

de l-as rép1-icas que correspondería a 1a natríz f-ipídi
ca presenta un aspecto muy suave salvo por 1-as protube

rancias (P) y otros solevanüamientos (S) de límites po

co definidos.
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l'Í.F. 2l a 23. l"lembranas sombreadas con Cr. A pesar que

e1 aspecto de 1a membrana también es suave, 1a textura
de ésta es granulosa, como se observa en La l.f.F. 23¡ efe<

to producido por 1a nucleación de1 Cr sobre l-a superficit
de Ia r,renbrana. Los punüos negros en 1as M.F. 21 y 22 s(

deben a contaminación de Ia membrana.
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I{.F. 24 a 29. Las }'f .F' 24 a 28 muestra hemoeianina dilui
a pH 7.O. Ea ninguna de éstas se observan esürucüuras re

tangulares, en general son mrry poeo frecuentes. La ll.F.
suestra hemocianina tota]-neate disociada a pH 8.5. Se de

ca la ventaja en este aspecto, de la técnica en coraparaci

con 1os resultados ol¡tenidos por van BRUGGEN al misno pH,

por la eliminación deI ruido entre las esüructuras.
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de l¿
metal

aspect

Foüo 30. Vapor de

muestra después de

Normalmente, este

globular ( srnrRtr,

agua condensado en la suPerficie
fracturar y antes de evaPorar el

tipo de condensación Preseata un

1e69).
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I'f.F. 3f y 32.

cuo respecto a

alternancia de

A1 ser e1. plaao d.e

Ia posición de Los

superficies ruggsas

fractura bastante obli-
§acosr s9 Observa una

(n) y lisas (r ) .
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1.1.F. 33 a 35. En estas l'í.F. se observan dos üipos de al'-

ternancia. La primera, muestra lineas oscuras (O) y c]-a-

ras (C) correspondientes a urla misma membrana, 1o que se

justifica por 1a mayor cantidad de protuberancias en una

de 1as caras de l-a membrana. La segurrda alternancia mues

tra membranas pobladas (f.¡azo grueso), seggida de membra-

üas poeo pobladas de protuberancias (t.razo fino).

36.
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I,f .F. 36 y 37. l,fuestra la membrana durante la exüraccidn

de 1os lípid"os por la acción del- Tritón. se puede dis

tinguir 1a misma configuraeión de 1as protuberancias en

La ¡rembrana que 1a mostrada en 1as !l'F' 3f a 35'
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If.F. 38 y 39. Se observa Ia distribucidn en hil-eras de 1

protuberancias después de Ia e>rtraccidn de l-os 1-Ípidos.

1a I1.F. 39 se observa, a üayor aumento, la nernbrana plasn

tica y tambiéo se disüingue 1a alternancia descrita anter

mente.
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Df . F. 40 . Se observa

el espacio interior
en la ar"rpliaci6n de

de la membrana.

-4!, a. b *'-:'. - 
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de la 1á¡aina de teflónM.F. 41. Réplica de 1a superficie
cubierta con vaselina.

I'Í.F. 42. Rép1ica de una mernbrana rota por l-a formaeión d

cristal-es de hie1o.

I,Í.F. 43. Hemocianina teñida y sombread.a con Pd. También

se observan estructuras cuadradas y rectangularesi a pese

que e1_ ángulo d.e sombreo fue de l2o , no se aprecia 1a for

ma tri&imensional de ].a mol-écul-a.
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44P". Se obse¡-va ].a cánara (C) con 1a bisap;ra (e) nontada

Tanbién se observan 1os portabisa3ras (pA), Llno de e1los

con pna bisagra abierta, de la misrna forrila gue queda a1

f¡.accurarse tra ¡:'rembrana en e1 inCerior de1 evaporacior Den'

t,48. La flecha muestra ].a cámara en el interior d"e la ca

ilisa descontarlinadora, quedando totalmente rodeada por es

ta. Taml:ién se observa el sensor de películas metálicas.
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