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SUIZIAR

The interpretation of the processes that occur in

relation with biological membranes or membrane-bound
organeles, is intimately related with the organization
of these membranes, thus, advances in the knowledge of

hie structure and molecular relationships are of foremost
importance to the understanding of their biological
properties,

We have applied the freeze-etching technique to a
model membrane (a complex lipid bilayer), a novel method
that produces no chemical alteration to the bilayers.

Observations of Platinum- or Chromium- shadowed
repiicas under the Electron Microscope show that Hemocyanin
and/or their subunits penetrate in the depth of the bilayer
and appear themselves covered on both sides by the lipids.
The application of freeze-etching to photoreceptores
demnonstrates that the disc membrane have an asymmetrical
protein distribution.

In conclusion: the current concept of biologial membran
structure cannot be applied fully to our membrane model
and probably neither to any type of membrane; in fact, each
active membrane has an peculiar organization to be

understood in terms of its biological function.



INTRODUCCION

Las primeras evidencias sobre la existencia y propieda-
des de las membranas biolégicas se remontan a los trabajos de
OVERTON de mediados del siglo pasado, quien observé que cier-
tas membranas celulares eran penetradas mas ficilmente por sus
tancias de alta solubilidad en lipidos en comparacién con sus-
tancias mas polares o solubles en agua. Esto le permitié pos-
tular la existencia de lipidos entre los componentes de las
membranas biolégicas, los que determinarian la permeabilidad
de éstas.

A principio de siglo la idea predominante era que la su-
perficie celular constituia un sitio de almacenamiento de 1L -
pidos. En 1917 LANGMUIR publicé sus experimentos sobre pelicu
las monomoleculares de lipidos esparcidas en la interfase aire
agua, los que ademis de éer los primeros en esta linea contri-
buyeron en forma sustancial a la concepcién actual sobre la e
tructura de las membranas. El mostré que las moléculas de 11-

pidos anfifilos pueden esparcirse sobre una superficie de agu:



en la interfase aire-agua, con sus extremos polares orienta -
dos hacia la parte acuosa y la parte no polar, la cadena de
hidrocarburos, en la fase aire., Observé ademids, que era po -
sible comprimir estas peliculas de forma tal que las molécu -
las estuvieran muy juntas entre si, como se muestra en el dia
grama 1.

Mediante el uso de grificos Fuerza vs Area, diagrama 2,
pudo mostrar que habfia asociada a cada pelicula de 1ipidos u
na presién mixima bien definida. En el punto de mixima pre-
sién, antes de romperse, las moléculas presentan una superfi-
cie mfnima. Por sobre este punto la pelicula se colapsa y se

pierde la ordenacién monomolecular.

Diagrama 1. Las moléculas de lipidos estan represen-
tadas por un circulo y una barra. La barra presenta
1as cadenas de hidrocarburos y el circulo, el extremo
polar de las moléculas
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Diagrama 2. Al aumentar la fuerza aplicada 1la
superficie que ocupa la pelicula disminuye hasta
romperse, como lo indica la curva. El punto de
discontinuidad corresponde al area minima ocupa-
do por la pelicula y de ésta se puede calcular el
irea ocupada por cada extremo polar de la molécu-

la, cuyo nilmero es conocido.

El sipuiente paso en la evolucién sobre el concepto de
membrana fue dado en 1925 por GORTER y GRENDEL cuando publi-
caron sus trabajos sobre la estructura de la membrana de glé
bulos rojos humanos., Ellos usaron la técnica desarrollada
por LANGMUIR y por HARKINS et al., para el estudio de capas
moleculares de 1lipidos, para calcular el irea minima ocupa-
da por una capa de lipidos extraida de un nimero conocido de
glébulos rojos, a los cuales se les habfa calculado previa -

mente su superficie total, concluyendo que habia suficiente



lipido en la superficie de los glébulos rojos como para que
se encontraran dispuestos en una l&mina bimolecular, como

se ve en el diagrama 3.
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Diagrama 3. Muestra la concepcién de GORTER y
GRENDEL de la membrana de los glébulos rojos.

Estos resultados fueron sujetos de fuertes criticas
puesto que el método de calcular la superficie de los glébu
los no era correcto y ademas, el procedimiento para extraer
los 1lipidos no aseguraba una extraccidn total. Sin embargo,
por una afortunada compensacién de estos errores, sus conclu
siones, a la luz de los conocimientos actuales, son esencial
mente correctos.

Posteriormente, hubo varios trabajos de importancia que
condujeron a la teoria llamada PAUCI-MOLECULAR y que fue de-
sarrollada en gran parte por DANIELLI, HARVEY y DAVSON en

1035, El primer aspecto de ésta lo constituyé el trabajo de



DANTIELLY y HARVEY guienes realizaron experimentos en los que
midieron temsidn superficial en aceite de huevo de Caballa
(pez) y propusieron que la baja teﬁsién superficial podia de
berse a la presencia de proteinas en la interface aceite -
agiua., Esto permitié a DAWIELLI y DAVSON proponer, en el mis
mo afio, el modelo que se muestra en el diagrama 4. De acuer
do con éste, la membrana celular se concebia con un niicleo
de lipidos, cuyas partes polares estzban dirigidas hacia a -
fuera y cubiertas por cada lado por una capa monomolecular

de proteinas.
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Diagrama 4. Modelo original de DANTELLI-DAVSON



Hasta la década del 50 la idea que predominé fue la
del modelo propuesto por DANIELLI y DAVSON, A éste se su-
maron nuzmerosas evidenciés recogidas de observaciones al
microscopio electrénico. E1l nombre mis importante asocia-
do a estos trabajos es el de ROBERTSON, quien en 1959 des-
cribié la ultraestructura de membranas celulares. Estas
membranas tratadas con IMnO, muestran, al ser observadas

4

al microscopio electrénico, una estructura trilaminar de

[
aproximadamente 75 A de espesor, consistente en dos lineas

oscuras de aproximadamente 20 ; de espesor que bordean una
zona clara central. Junto con estas observaciones, fueron de
gran importancia e influenciaron en gran parte la interpreta
cién de ROBERTSON, los resultados obtenidos con técnicas crig
talogrificas. Al estudiar las propiedades de nervios mielina
dos en microscopio de luz polarizada se observa que la envol-
tura de mielina muestra una birrefringencia radial positiva
(VALENTINE, 1961) y que el signo de la birrefringencia se in-
vierte luego de un tratamiento de estos nervios con solventes
1ipidicos (AMBRONN, 1890; SHMIDT, 1936). SHMIDT ademis mos -

tré que el signo de la birrefringencia también se invierte



luego de un tratamiento con KMnO, y 0sO El pensé que la

4 4°
birrefringencia radial positiva se debia a la agrupacién de
lipidos en delgadas capas con los ejes principales de‘las
nmoléculas lipidicas orientados radialmente y posiblemente
algunas proteinas presentes en estas capas lipidicas con sus
ejes mayores orientados en forma tangencial. Esta configura
cibén explicaria el cambio de signo al ser extraidos los lipi
dos. CHINN y SCHMITT estudiaron la mielina antes de su ex -
traccién con solventes lipidicos y mostraron que la birrefrin
gencia negativa remanente era birrefringencia de forma puesto
que variaba de magnitud en medios con distintos indices de re
fraccién y se anulaba en algunos, lo que permite presumir que
las sustancias cuyo eje principal es tangencial son proteinas.
Del estudio de la mielina con rayos X se concluyé que
probablemente estaba constituida por capas alternadas de molé-
culas lipidicas orientadas radialmente y por capas de protei-
nas entre ellas orientadas tangencialmente, encontrindose que
estas unidades se repetian cada 171 R en nervios periféricos
de rana y 186 X en nervios periféricos de mamiferos. ELKES
y FINEAN (1949, 1953) y FINEAN (1953), registraron los cambio:
producidos por modificaciones fisicas en tales fibras como co:

gelamiento, descongelamiento y secado a distintas temperatura:



Tales modificaciones producen variaciones en el espaciamien-
to de las capas canstituyentes de la mielina, los que estin
indicados en el diagrama S5A. De lo anterior FINEAN supuso

que las unidades radiales repetitivas se debian a la presen-

cia de estructuras moleculares representada en el diagrama 5B,
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Diagrama 5A. El efecto de alteracidén fisica en el
espaciamiento de los constituyentes de la mielina

(FINEAN, 1953).
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groups

Diagrama 5B, Extraido de FINEAN, 1957; muestra la
distribucién de los elementos que él estimé que

estaban presentes en las unidades repetitivas de

o
171 A,

Puesto que la formacidén de la estructura mielinica en
las fibras nerviosas, segin las observacione al microscopio
electrénico, se produce por una invaginacién de la membrana

de la célula de Schwann como se muestra en la Foto 1. Por 1lo



10

tanto, los datos obtenidos por FIKEAN corresponderian segin
la interpretacién de ROBERTSON al espaciamiento de dobles
membranas. Segin esto, la estructura de 735 X de espesor ob
servadas al microscopio electrénico correspondia a una lé%i
na bimolecular de lipidos cuyas superficies polares estarian
cubiertas por monocapas de proteinas. Lo que estaba de acuer
do con la teoria PAUCI-MOLECULAR. A pesar de ello, plantea
una diferencia sustancial con el modelo sustentado por DANIE
LLI-DAVSON, en primer lugar no supone un nicleo de material
lipoide y tampoco incorpora la presencia de proteinas globu-
lares sobre la capa lipidica porque el espesor de las membra
nas observado no. 1o permitia., La idea m&s importante que a-
porté ROBERTSON fue que consideré la membrana como un siste-
ma c;istalino esméctico, es decir, los elementos que consti-
tuyen el cristal, en este caso los lipidos, solo pueden rotar

en torno a un eje paralelo a su eje principal.
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Diagrama 6. Modelo propuesto por ROBERTSON

Sin embargo, a fines de la década del 60 era claro que
cabfan otras interpretaciones a las observaciones al micros
copio electrdénico (KORN, 1966; BRANTON y PARK, 1968) y que
éstas por sf mismas no probaban la validez de ningin modelo
de membranas biol8gicas (STOEKENIUS y ENGELMAN, 1959). Con
las evidencias quimicas y estructurales obtenidas al utilizar
técnicas bioquimicas y fisicas, tales como calorimetria dife-
rencial (STEIM et al., 1969), Difraccién de rayos X (ENGELMAN

1969), Resonancia Magnética Nuclear (KAUFMAN, STEIM y GIBBS,
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1970) y Resonancia Paramagnética Electrénica (HUBBEL y
McCOKNEL, 1969; TOURTELLOTTE, BRANTON y KEITH, 1970) fue
necesario considerar otros tipos de arreglos moleculares.
2lgunos de estos modelos se sustentaban en la idea de 13-
minas bimoleculrpres y otros en la repeticién de alguna sub
unidad en particular (GREEN y FLEISCHER, 1963; SJOSTRAND,
1963; WEIR, ENGELBRECHT, HARRISON y RISLEY, 1965), con ello
todos concidian en la posibilidad de interrelaciones entre
los componentes de la membrana y explicitamente en la idea
que las membranas biolégicas son espacial y temporalmente a
niformes, Las implicaciones estructurales de estos modelos,
alin en la actualidad, son dificiles de estudiar, dado que
existen pocas técnicas de alta resolucién que permitan exami
nar cambios ripidos en la forma de los sistemas biolégicos.
Sin embargo, con el uso de la por entonces reciente técnica
de criograbado (FREEZE-FRACTURE y FREEZE-ETCHING) fue posible
observar directamente la estructura de algunas membranas
(BRANTON, 1966). Las membranas congeladas al ser fracturadas
exponen, segiin la descripcién de BRANTON, sus caras interio -
res. El eximen de estas caras sugiere que las membranas bio-
18gicas estin formadas en parte por una extensa bicapa y en

parte por unidades globulares.
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Diagrama 7. Interpretacién del proceso de fractura
La cara interior de la membrana queda expuesta en el
proceso de fractura, de esta forma es posible obser-
var protuberancias o depresiones en el interior de

la membrana.

En 1Q72 S.J. SINGER y G.L., NICOLSON propusieron un mode-
lo que denominaron "MOSAICO FLUIDO®, de acuerdo con el cual
las membranas plasmiticas son disoluciones bidimensionales de
proteinas globulares y lipidos orientados. La matriz de la
membrana la constituyen los lipidos ordenados en una bicapa
ininterrumpida, con sus cabezas polares en contacto con el me
dio acuoso. De acuerdo con el modelo, las proteinas integra-

das de una membrana biolégica son globulares y anfifilicas, es

A ‘,\'\}{_\

‘(\\\ ’é',,d)

- €

( b - !
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decir, estructuralmente asimétricas. Con una parte polar y
otra no polar en la molécula. La zona polar estari en con-
tacto con el disolvente y la zona no polar sumergida en el
interior de la bicapa lipidica.

Una proteina de tamafio adecuado (més de 6 nm en su eje
mayor) podrd atravesar la membrana y entrar en contacto con

el medio a ambos lados de la misma.

Diagrama 8, Distribucién de lipidos y proteinas en
una membrana biolégica de acuerdo con el modelo del
mosaico fluido., Todas las proteinas son globulares
la a pertenece a la categoria de periféricas, en tan
to que las b, ¢ y d son integrales; las b y ¢ estan
en parte sumergidas en la bicapa lipidica y en parte
expuestas al medio acuoso. La proteina d no tiene

acceso al medio acuoso que rodea la membrana.
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La disposicidén de los lipidos y protefnas en la membra-
na estarid de acuerdo con sus caracteristicas moleculares, de
todas las disposiciones posibies la mas probable serd la ener
géticamente estable, El diagrama 9, que representa el modelo
de SINGER y NICOLSON, acomoda los componentes de la membrana
en condiciones de minima energia para un medio acuoso. En co
secuencia, el modelo es aceptable desde el punto de vista ter.
modinimico.

En condiciones fisiolégicas, la bicapa lipidica de la
membrana celular se mantiene en estado semi liquido. Este es
tado es necesario para que no se interrumpa la funcién celulai
La viscosidad de la bicapa es del orden de 100 centipoises, e:
decir, que posee una fluidez similar a la del aceite de oliva

(GARRAHAN y REGA, 1977).
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Diagrama 9. Esquema tridimensional del modelo de

mosaico fluido

Esta caracteristica de fluidez de las bicapas permite
una concepcién dindmica de éstas de acuerdo con la cual es
admisible que una molécula de fosfolipido cambie de lugar
dentro de su Ambito (STEIM, TOURTELLOTTE, TEINERT, McELHANEY
y RADER, 1969; MELCHOIR, MOROWITZ, STURTEVANT y TSONG, 1970;
ENGELMAN, 1970; WILKINS, BLAUROCK, ENGELMAN, 1971). En efec
to, investigaciones recientes mediante técnicas de resonan -~
cia magnética permitieron comprobar en bicapas artificiales

que las moléculas de fosfolipidos pueden intercambiar su
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posicién con una vecina mas de 106 veces por segundo., Por
el contrario, se comprueba que la transferencia de lipidos
desde una monocapa a la otra (FLIP-FLOP) esti severamente
restringida, pues s6lo se produce una vez cada 5 horas por
término medio. En consecuencia, la concepcidén del componen
te lipidico de una membrana mids cercana a la real es la de
un liquido bidimensional en el que las moléculas que lo com
ponen estin confinadas en una monocapa, y es en este medio
donde estarian dispersas las proteinas integrales.

A primera vista pareceria licito suponer que las pro
teinas pueden desplazarse en el plano de la membrana, movi
miento éste sélo restringido por la viscosidad de la bicapa

I d . . rd . * .
lipidica. Experimentos con células fotosensibles mediante

La retina es un tejido fotosensible ubicado en la parte pos
terior del ojo y compuesto por varios tipos de células. En-
tre:ellas los bastones son células nerviosas que poseen pro-
longaciones cilindricas hacia la parte posterior de la retina
cubiertas por la membrana plasmitica y estidn compuestos por u
na gran cantidad de sacos. La membrana de estos sacos, cuyo
modelo se ve en el diagrama, estd compuesto por un 60% de
proteinas, de las cuales del 80 al 85% esta constituido por ro
dopsina y un 40% de lipidos. Aunque la ubicacién de las pro-
teinas en las caras de la membrana y el grado de penetracién
de ésta no se conoce del todo, evidencias obtenidas por difrac
cién de rayos X indican que la molécula de rodopsina de 4.2 nm
se encuentra parcialmente sumergida, 14 nm, en el niicleo lipid
co v el resto, 2.8 nm, en la fase acuosa (BLASIE, 1972). Por
otra parte, se supone que la rodopsina esta distribuida en tod
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técnicas diversas muestran que las proteinas intrinsecas tie
nen libertad para: trasladarse en el plano de la membrana y
girar en torno a un eje perpendicular a dicho plano. El ca-
racter de las fuerzas de interacciéﬁ lipido-proteina (de ca-
ricter hidrofébico) hace muy improbable que una proteina que
atraviesa la membrana pueda girar en torno a un eje pertene-
ciente al plano de la membrana o que una que no lo atraviesa
pueda desplazarse desde una monocapa lipidica a la otra. En
consecuencia, si bien las proteinas giran y de desplazan,man
tienen su orientacién y el grado de intercalacidén en la capa
lipidica (BROWN, 1972; CONE, 1972; LIEBMAN, ENTINE, 1974;

POO, CONE, 1974).

el espesor de la membrana con una pequefia asimetria hac1a la
cara citoplasmatica (CHABRE, 1974).

ELECTRONMICROSCOPY MOLECULAR
LEVEL LEVEL
(hypothetical)

LIGHT MICROSCOPY

| —t
idisc-membrane  gom

l

rhodopsin molecule
! lipoid molecules

Diagrama que muestra a distintos niveles la ubicacién

y esquema de las células fotosensibles del ojo
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Lo anterior indica que la membrana plasmitica de la
mayoria de las células debe considerarse como una estruc-
tura dindmica cuya conformacién le permite desempeilar una
serie de funciones como por ejemplo, recibir y transmitir
sefiales quimicas, transportar moléculas pequefias o iones,
englobar particulas por fagocitosis o picnocitocis, recibir
y transmitir las indicaciones para el cese de la reproduc -
cién y del crecimiento, ademds de establecer los limites fi
sicos de la célula y resguardar el contenido citoplasmitico.

\

Esta diversidad de funciones de la membrana celular
se explica en gran parte por la presencia de diversos tipos
de proteinas en ella., Por esto seria altamente conveniente
disponer de un sistema simplificado de membrana en el cual
se puedan analizar componentes en forma individual. En ge-
neral, una bicapa lipidica puede agregarse formando peque -
fias vesiculas (BANGHAM, 1968; VAIL, PAPAHADJOPOULUS, MOSCA-
RELLO, 1974; DUCKWITZ-PETERLEIN, EILENBERGER y OVERATH, 1977),
o estructuras sinmples planés separando dos medios acuosos
(membranas artificiales). Ambos modelos son complementarios

entre si poseyendo cada uno ventajas y defectos. Las kicapas
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esféricas permiten medidas de flujo con relativa facili-~
dad y la ausencia de solventes de hidrocarburos puede ser
un factor que fécilite la incorporacidén de proteinas, per
mitiendo asi una reconstitucidén funcional de las membranas.
Sin embargo, el compartimiento interior es pequefio e inac -
cesible para posibles manipulaciones quimicas y mediciones
eléctricas. Bl tamafio estandard de las vesiculas es del or
den de 50 a 100 nm. Por el contrario, en bicapas planas
ambos compartimientos son de facil acceso tanto como para
permitir efectuar mediciones eléctricas o manipulaciones qui
micas,

Uno de los aspectos estructurales mias importantes de
las membranas lipidicas artificiales es la presencia, en su
interior, de una zona hidrofdbica de aproximadamente 5 nm.
En la Tabla I se comparan algunas propiedades entre membra-

nas lipidicas artificiales y membranas de axén.
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las mismas propiedades que las membranas de axon, la mayor
liferencia entre éstas estad en la resistencia eléctrica de
las bicapas lipidiceas.

La incorporacidén de proteinas en las bicapas lipid

disminuve la resistencia eléctrica de éstas, come fue demts-

Lz hemocianina es una moléecula transportadora de oxizerno en
mchos invertebrados que corntiene de un 9.18 a D.25% de cobre
probablemente univalente, siendo su pesc meleculzr mayor cue
19 . van BRUGGEX (1062) mostrd que esta molécula presenta di
ferentes formas de disociaciones segin el pH en que se cucuen
Tra 115u »lta. A pH 6.0 la hemocianina de MNELIX pomatia apzre

ce al ser observada al microscopio electrdéricce como circulcs
con 5 é 10 subunidzades dispuestas simétricamente y también co
cuzdrados con ¢ filas paralelas de suburnidades, El didmetre
los circulos es del orden de 30 nm, en los cuadrados el lado
perpzendicular a las filas es de 33.5 nm, el otro varia de 30

a 34 nm. A pH 7.0 se observa 1o mismo que a pH 6.0 pero al

-7

a
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tura de merbranes. Como se observa en la foto 14 estz sdlo

cunos de los cuadrados aparecen disociados en dos recténiulos
izuales con las subunidades dispuestas en tres filas. A pl

8.7 la mayoria de les circulos, cuadrados y rectanrulos estén
disociados en pequefics mubunidades, fotos 2 a 4. Estas cbser
vaciones condujeron

van BIUGGEN a presentar un modelo tenta

a
tivo de la estructura de la hemocianina, el que se observa en

la foto 5.
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MATERTALES Y METODOS

1. PREPARACION DE MEMBRANAS ARTIFICIALES Y REGISTRO DE

CONDUCTIVIDAD DE LAS MEMBRANAS

FORMACION DE BICAPAS: Las membranas artificiales consti-
tuidas por dos capas monomoleculares de lipidos, se forman
a partir de monocapas extendidas en interface aire-agua,
por aposicién de sus cadenas de hidrocarburo. Esto se lo-
gra introduciendo una particidén de teflén, con una apertu-
ra a través de la interface.

El método experimental es el descrito por MONTAL y
MUELLER (1972), con algunas modificaciones y el dispositivo
donde se forman se muestra en la foto 6.

Este consiste en: i) dos cimaras rectangulares de apro
ximadamente 1.9 x 1.9 x 1.2 cm, con tres orificios cada uno
que conectan con la parte inferior del depésito. Estas cima
ras poseen ademds en una de sus caras un orificio cénico de

3 mm @ interior y 1.5 mm ¢ exterior, a través de los cuales
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pueden quedar comunicadas al ponerse en contacto.

ii) Una abrazadera metilica que permite mantenerlas en con-
tacto con los orificios alineados y sin que se desplaze una
respecto a la otra.

iii) Una 13mina de teflén de 1 x 1.5 cm y de 25 um de espe-
sor con un orificio en su centro de 300 um ¢ en el cual se
forma la membrana. Esta limina se adosa a la cara de con -
tacto de una de las camaras de tal forma que el orificio de
la lamina quede centrado en el de la cdmara. Previo a ésto
se impregnan las caras de las camaras con lubricante de si-
licona (STOPCOCK GREASE DOW CORNING) o con grasa de silico-
na de alto vacio (THE BRITISH DRUG HOUSE LTD. N° 33135).

Al juntarse las cdmaras fijaridn en su interior la limina de
teflén y ademds la grasa aislarid eléctricamente ambos com -
partimentos de las cdmaras evitando cualquier contacto eléc
trico que no sea a través de la membrana misma. El montaje

de las camaras se observa en el diagrama 10.
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ABRAZADERA

FLAMINA EE TEFLON
e

i
Diagrama 10.. En los agujeros a 1, 2 se colocan

electrodos que conectan la bicapa con el sistema
de medicién a través de la solucidén en los com -
partimentos izquierdo (I) y derecho (D). Los a-
gujeros b 1, 2 se utilizan para llenar y vaciar

las camaras con la solucién,

MATERIALES:
a) Soluciones stock guardadas a 4°C de
i) KCl1 100 mM

ii) TRIS (HYDROXI METHYL-AMINO METANO) a pH 7.0, 5 mM
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b) Las membranas se formaban en una solucién compuesta de
10 m1 de stock i) y 5 ml de stock ii), llevados a 100
ml en agua bidestilada-desionizada. La que se renova-
ba para cada experimento.

c) Solucién de lipidos, i) GMO/Colesterol, 2/1 en Hexano
con 5% decano; ii) Fosfatidil colina 5 mg/ml de buffer
TRIS, pH 7.0

d) Solucidén de hemocianina: stock 5 mg/1 ml de sol. b).
Parte de este stock se diluia 10 veces y de ésta se po-
nfan 20 en una de las camaras.

PROCEDIMIENTO:

a) Se inyecta por los agujeros b 1, 2, simultineamente, de
la solucidén b) hasta un nivel inferior al que se encuen
tra el orificio de la membrana de teflén.

b) Se agrega 5 ul de la solucién de fosfolipidos en la su-
perficie de las solucién en cada compartimento., Formin
dose asi una monocapa de fosfolipidos en ambas superfi-
cies.

¢) Se elevan los niveles de la solucién en ambas camaras por
sobre el orificio de la limina de teflén, formandose en

este una bicapa de lipidos (membrana artificial).
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En los diagramas siguientes, se muestra la secuen-
cia de la formacién de una bicapa a partir de monocapas

de lipidos.

Diagrama 11. Se observa la formacidén de la mo-
nocapa de lipidos en cada compartimento, al a -
gregar lipidos en cada interfase. Se ilustra

también la orientacién de los lipidos.
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L LAMINA DE TEFLON

Diagrama 12. Aqui se muestra la formacién de la
bicapa al subir los niveles en cada compartimen-
to. Se puede ver también cbémo las moléculas de
lipidos mantienen sus partes polares en la fase

acuosa.

Diagrama 13. Este diagrama muestra la membrana ya
formada, para lo cual los lipidos han contrapuesto
sus cadenas de hidrocarburos (partes apolares). En
“esta etapa la capacidad eléctrica alcanza su miximo

valor, el que deberia permanecer constante.
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REGISTRO DE CONDUCTIVIDAD

El sistema de medicidn consiste esencialmente en un
dispositivo que permite medir la corriente a través de la
membrana cuando se aplica una diferencia de potencial en-
tre ambos lados. Su diagrama simplificado se da a conti-

nuacidn:

v

L.

gen de pulso

g1 eA

X
"\ \V\ -8

amplif, registo
cwon

Diagrama 14
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El amplificador genera entre los puntos 2 y 3 una

diferencia de potencial Vo dada por

VvV =4 (VZ-VI)

g (1)
donde A es el factor de amplificacidn y dado que V2 = 0,
entonces:

Vo= -a v, (2)

La caida de tensién a través de 1a resistencia Rf es

v
. . _ _ 1
V1 - V0 = 3,g+ Por lo tanto, iR =~ -V, ~-VO(1+ A),
1
como A = 10 luego e 0
vo
i o=- E; (3)

Por lo tanto, conocido Vo y Rf se puede calcular 1a corrien-

te de la membrana im Y su conductancig

Gm = 1m/Pot. aplicado (4)
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REGISTRO DE CAPACIDAD

La detecciénvde la formacidn de la bicapa es posible
dado a que el sistema resultante solucién-bicapa-solucidén
es equivalente a un condensador cuyo dieléctrico (membrana)
separa dos placas conductoras que son las soluciones presen
tes en cada compartimento, resultando ser la capacidad inver
samente proporcional al espesor del dieléctrico y proporcio-

nal con el &rea

C=—2E (5)

donde Em es la constante dieléctrica de membrana y su valor
es de 2.1, d espesor del dieléctrico y A el irea. Esto sir
ve para asegurar que se trata de una bicapa si el valor de
la capacidad es del orden de 0.4 uF/cmz.

Cuando el potencial aplicado al electrodo 1 es triangu
lar (salida B), la corriente que circulari por la membrana serj

i =¢C av + GV; donde C_ es la capacidad eléc -~
m m dt m

trica de la membrana., Si la pendiente de la onda triangular

dv .
es lo suficientemente grande Cmag GV la ecuacién (3)
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Vv
resulta ser para este caso C QX = 2
P m dt R
f
Despejando:
V0 1
“n T - R, dv/dt (6)

Pero dado que la sefial es triangular dV/dt es constante

en cada semi-ciclo, luego

= >

| ©° 1
Rf dv,/dt

Membrana

Para calibrar el sistema, es decir, para conocer el valor
de Cm independientemente de las relaciones de transforma-
cién corriente-voltage y de las constantes del sistema, se
conecta entre los electrodos un condensador de capacidad
conocida y se mide la amplitud de la sefial a la salida., De
esta forma se obtiene una relacién amplitud-capacidad.
Conocido el valor de la capacidad de la membrana, es

posible conocer el espesor de ésta mediante la relacién (5).
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2, CRIOGRABADO Y OBTENCION DE MICROFOTOGRAFIAS

La técnica de criograbado fue aplicada inicialmente a
materiales bioldégicos por STEERE (1957), y posteriormente
desarrollada por MOOR, MUHLETHALER, WALDNER y FREY-WYSSLING
(1961). Esencialmente el criograbado se efectda en cuatro
etapas: Congelacién, Fractura, Grabado y Recubrimiento,

La congelacién consiste en vitrificar el agua de la
muestra en su estado natural con la finalidad que los cam-
bios estructurales de ésta sean minimos (MOOR, 1964). La
temperatura usual de congelamiento es la de ebullicién del
Nitrégeno, aproximadamente -197°C. Observaciones experi -
mentales muestran que un sistema que contiene una gran can
tidad de agua puede ser vitrificada sélo si el intervalo
de temperatura de 0° a -100°C se logra en tiempos inferio-~-
res a 1 x 10—'2 seg (RIEHLE, 1968). Las limitaciones al
proceso de vitrificacién provienen del hecho que el calor
s6lo puede ser extraido de la muestra por conduccién térmica.
La baja conductividad térmica del agua reduce la zona de vi-

trificacién de la muestra a una pelicula superficial de 2 a
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3 um de espesor. El tiempo critico de congelacidén para lo-
grar una vitrificacidén puede ser disminuido considerablemen
te embebiendo la muestra con agentes anticongelantes, tales
como: etilén glicol, dimetil sulfoxido, piridina N-éxido,
glicerol, etc., en concentraciones del 5 al 30%, en estas
condiciones ademids se logra aumentar la zona de vitrifica-
cién de la muestra.

El proceso de fractura se realiza rompiendo mecanica
la muestra vitrificada. Este proceso se realiza al vacio
con el propésito de evitar la condensacién de sustancias,
particularmente agua. De esta manera se evita la introduc-
cidén de artefactos que no son propios del material. Las
presiones normales de trabajo en esta etapa son del orden
de 10-5 a 10—7 Torr. La fractura se realiza en un rango
de temperatura de -197°C a -100°C,

El grabado o sobrerelieve se logra sublimando desde
la superficie fracturada de la muestra sustancias volatiles
como el agua. Las sustancias no volitiles, tales como lipi
dos, proteinas y otras, permanecen por lo tanto en la super

ficie fracturada. Esto se realiza aumentando la temperatura
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gradualmente de la muestra hasta -98°C. A esta temperatura
la rapidez de sublimacién del agua es del orden de 100 X/min.
Esto permite un facil control del proceso, Experimentalmen-
te, se observa que a temperaturas inferiores a -98°C 1la su -
blimacién es muy lenta y su efecto no es notorio (WILLIAM,
R.). La finalidad del grabado es hacer mis evidente aspec -
tos ultraestructurales de la superficie fracturada. Este

proceso es de uso frecuente pero no indispensable,.

El recubrimiento se realiza en dos etapas: sombreado y
réplica. La finalidad del sombreado es proveer un medio de
contraste que haga posible la observacién de 1la superficie
fracturada en el microscopio electrénico. Este contraste
se logra evaporando metal sobre la superficie de la mues -
tra con un angulo préferente de 45°. Con esto se obtiene
sectores de la muestra en los que hay una mayor acumulacién
de metal acompafiados de sectores donde la concentracién es

muy baja, lo que indicari la presencia de algin accidente.
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vapor de

\\\\ metal

metal condensado

& [
. | ),i

Diagrama 15

Posteriormente, al observar esta pelicula metilica al
microscopio electrénico, los electrones que inciden sobre e
1la serin fuertemente absorbidos y/o dispersados en las zo-
nas donde se ha condensado metal y pasaridn casi libremente por
los otros sectores. Obteniendo en la pantalla zonas oscuras
que corresponderan a sectores de la preparacidn cubiertos y
zonas claras correspondientes a sectores donde no se ha depo-
sitado metal, Microfotografias 7 y 8.

Los metales usados fueron Platino y Cromo. De éstos
se obtuvieron buenos resultados con platino utilizando el mé

todo Platino-Carbén de STEERE, Este método consiste en lo
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siguiente. En el punto de contacto de dos carbones, uno
de los cuales se encuentra aguzado, se enrolla un alambre
de Platino de 0.05 mm @, dos vueltas.

Estos carbones se montan en un par de columnas de co

bre que forman parte del cafion de sombreado. Ver diagrama

16.

resorte
-—

transformador

.
]
o
T
-
3
£
c
°
(%]

Diagrama 16

Luego se instala el cafion de sombreado en la camara

de vacio y se evactta. Al alcanzar una presién inferior o
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igual a 10-'4 Torr se calientan los carbones. Para esto se
hace pasar una corriente por ellos cuya intensidad se aumen
ta hasta el punto de fusién del Pt. Al fundirse el Pt, se
forma un compuesto Pt-C en el cual la concentracién del car
bén es de aproximadamente un 5%. (Fotos 9 y 10). Para evi-
tar dafios de la muestra producidos por la emisidén de gases
generada durante el calentamiento del carbén hasta la tem-
peratura de evaporacién del compuesto Pt-C, se hace un en-
sayo previo para determinar la intensidad de corriente con
la cual se alcanza el punto de evaporacién., Este valor de
intensidad de corriente se prefija de tal manera que al co-
nectar el interruptor (ver foto 12), deben transcurrir apro
ximadamente 5 seg. hasta el inicio de 1la evaporacidén del com
puesto. En estas condiciones se puede controlar el espesor
de la pelicula metilica depositada sobre la superficie de
fractura mediante un monitor (Medidor de resistencia de peli
culas metilicas), intercalado en el recorrido del vapor.
Para obtener una réplica se evapora carbén en direccién
normal a la superficie ya metalizada de la muestra. Esta ca

pa no sélo sirve de soporte a la pelicula metilica sino ademis
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le confiere al recubrimiento mayor resistencia, evitando
dafios en el proceso de extraccidén del material biolégico
una vez terminada esta etapa. Ademis, cumple la finali-
dad de conductor térmico, esto es muy necesario dado que
al observar la preparacién al microscopio electrénico,
los electrones al incidir sobre el sector que se observa
lo calienta, con lo que se corre el riesgo de dafiar la
preparacién.

La forma de evaporar el carbdén es similar a la em-
pleada para evaporar el Pt., En este caso, se ubican dos
carbones, uno de ellos romo y el otro en forma de cono trun
cado, en contacto en un caiion del mismo tipo que el anterior,
foto 11. Al hacer pasar una corriente eléctrica por ellos,
se logra fundir el carbén en el punto de contacto.

Dado que el proceso de réplica y sombreado no es si-
multineo, el sistema eléctrico se acopla primero al caifion
de sombreo mediante el conmutador, que esta indicado en el
diagrama 16 y luego al cafion de replicado.

Todas las etapas anteriores se realizaron en un equipo

convencional DENTON DF-3 y que fue innovado en alguna de sus
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partes por STEERE (1978). Se utilizé un banco de vacio
KINNEY KSE-2 modificado, dado que la velocidad de bombeo
de éste no era la adecuada.

Se da a continuacién la descripcién de cada equipo
y el detalle del procedimiento para realizar el criograba-
do de las membranas.
BANCO DE VACIO: Para armar esta unidad, se utilizé la es-
tructura y parte de la instalacidén eléctrica de un equipo

KINNEY KSE-2., Su esquema se observa en el diagrama 17.

(ﬂ postes de baja

]
W
b

L.“/j’*“‘ T

Diagrama 17
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Diagrama 17. Las partes renovadas son:

1. Bomba rotatoria EDWARDS ES 200

2. Bomba difusora EDWARDS EO 4

3. Trampa criogénica EDWARDS, capacidad 5§ 1lts

4. Tanque de reserva de prevacio, capacidad § 1lts.

5. Valvula de bajo vacio EDWARDS

6. Vilvula de alto vacio EDWARDS

7. Fitting y cafierias de 1" ¢

8. Secador de aire de Silica para la descontaminacidén de
la bomba rotatoria (ballast)

9. Medidor de bBajo vacio Pirani

En la foto 12 se observa el banco y las indicaciones
de los controles.
CAMARA DENTON: Esta cémara va situada sobre la vilvula prin
cipal del banco de vacio. En la foto 13 se observan sus par
tes y el detalle de éstas.
CRIOGRABADO DE LAS MEMBRANAS: Como ya se describié anterior
mente, la membrana se forma en una limina de teflén en el dis

positivo del diagrama 10. Una vez formada la membrana y
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observada sus propiedades eléctricas, se congela y se pro-
cede a hacer el criograbado.

A pesar que el tiempo de enfriamiento para lograr
vitrificar una muestra es critico, es nuestro caso este
periodo alcanzaba varios segundos, 7 seg. Esto se debe
a que, para congelar la membrana hay que congelar todo
el sistema donde estidn montadas, es decir, camara y solu-
cién.

El criterio usado para determinar que el proceso
de enfriamiento no dafiara la membrana era observar algu-
na propiedad eléctrica de ésta y sus fluctuaciones duran
te el enfriamiento. La respuesta capacitiva, cuya ampli
tud es proporcional al espesor de la membrana, se trans-
formaba paulatinamente en una sefial ruidosa manteniendo
la forma de pulso cuadrado y su amplitud, salvo cuando la
membrana se rompia, en cuyo caso la amplitud acusaba un
corto circuito,

Eran, entonces, las membranas que conservaban sus
propiedades eléctricas o al menos las que no mostraban
grandes fluctuaciones en la etapa de congelamiento las

que se procesaban. Una vez congelada la membrana, se re
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tiraba la abrasadera de las cdmaras, lo que permite ex-~
poner una de las caras de la membrana. En seguida, se
montaban en dispositivos como el que se observa en la
foto 14 (porta cédmara). Todas estas manipulaciones se
hacen bajo nitrégeno liquido., La finalidad del porta
camara es conectar térmicamente la muestra con el brazo
de soporte (7). Foto 13.

La secuencia para el montaje es la siguiente.
Cuando la cimara Denton se encuentra a una presién de 10
Torr o inferior, se introduce LN2 en el termo la, simul-
tineamente se llena la trampa (3) (Diagrama 17), con LN2.
Se mantiene la valvula 5a abierta para que el LN2 fluya
hasta el brazo y lo enfrie, la temperatura que se alcanza
en el pivote 7a debe ser de -150°C 6 inferior. Cuando se
ha alcanzado esta temperatura, se cierra la vilvula prin-
cipal (que conecta la camara con la bomba difusora) y se
introduce gas nitrégeno en la camara hasta alcanzar 1la
presién atmosférica. En ese momento se caza el porta ci
mara con las pinzas, ver foto 15, luego se levanta el ta
pén que estad sobre el pivote y se enrosca el porta cimara

en éste, la temperatura del pivote se mantiene a -150°C

5
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aproximadamente, Esta manipulacidén dura del orden de
2 a 3 seg y mientras ocurre se mantiene un flujo de gas
nitrégeno dentro de la cimara con la finalidad que no en
tre aire himedo, evitando asi la formacidn de hielo en
el brazo y en la cdmara. E1l tiempo de traspaso del porta
cdmara desde el recipiente, en el cual se congeldé la mem
brana, hasta el interior de la cdmara Denton es de frac-
cién de segundo y no se observa formacién de hielo.
Cuando el porta camara ya estd fijo se cierra la
cémara Denton y se procede a hacer vacio. La etapa de
prevacio dura 1 min aproximadamente, 760 a § x 10—2 Torr.
Mientras se realiza la etapa de prevacio, se introduce
aire liquido en el termo 1b con la finalidad de enfriar
la camisa descontaminadora, la temperatura que alcanza
ésta es la del aire liquido y se mantiene durante todo el
proceso. Con ésto, todos los vapores condensables circun
dantes a la muestra se depositan en esta camisa y también
los posibles vapores provenientes de la bomba difusora.
Dado que al introducir la camara en la cimara Denton la

membrana ya se encuentra expuesta por alguna de sus caras.
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lo Wnico que resta, si se desea, es hacer sublimacién
para lo cual se calienta la camara hasta -98°C por el
tiempo necesario y luego se enfria hasta -150°C. Como

la posicién del autotransformador que alimenta, a tra-
vés del secundario del transformador, el cafion ya se ha
fijado, se conecta el interruptor 5, foto 12, que cierra
el circuito. Diagrama 16. Al circular corriente por los
carbones se calientan y cuando la mezcla Pt-C ha alcanza
do el punto de evaporacién sale hacia adelante, en forma
radial, alcanzado la muestra. Ademds de depositar el me-
tal en la preparacidén, también lo hace en el sensor, foto
16,

Este sensor es parte de un circuito que mide la re-
sistencia eléctfica del metal depositado en é1, cortando
automiticamente la alimentacidén del auto transformador
cuando la resistencia ha alcanzado un valor pre-establecido.
Debido a que el sensor no se encuentra a la misma distancia
de la fuente de vapor metdlica que la preparacién, el espe-
sor de la capa metidlica en el sensor es distinta al que al-
canza en el mismo tiempo en la preparacién, Midiendo los

espesores de capas metdlicas depositados en el lugar de la
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preparacidn para distintos valores de resistencia en el

sensor, es posible programar el espesor de la capa metd-
lica a depositarse en la preparacién. El circuito esté

descrito en el Apéndice.

En seguida el conmutador, foto 12, se lleva a la
posicién 3-4, con lo que es posible alimentar el cafion pa
ra evaporar carbdn. Para la evaporacién del carbdén no
existe sensor alguno y se lleva un control aproximado del
tiempo de evaporacidén (20 seg) en funcién de la calidad
de la réplica.

Las observacionesse hicieron en un microscopio
Phillips EM 300 A 80 KV y con una apertura de objetivo

de 30 um,
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RESULTADOS

I. MEMBRANAS ARTIFICIALES

Se fabricaron membranas con Fosfatidil colina (FC) y
Glicerol monoleato (GMO), el registro de las capacidades
fue del orden de 205 pF/cm2 y de 250 pF/cm2 respectivamente.

Después de formada la membrana se ponian 20 A de so -
lucién de hemocianina en la cdmara izquierda. La corrien -
te observada a los 7 min después de poner la hemocianina
era aproximadamente de 3 x 10_.9 A para membranas de GMO y

de 7 x 10_9

A para membranas de Fosfatidilcolina. Al ca -
bo de este tiempo, las membranas se congelaban y procesaban
segin la descripcién anterior.
Al congelar membranas en cuya soluciénm no se ha pues
to hemocianina, sus réplicas muestran superficies con protu
- * -
berancias de 15-20 nm como se ve en la M.F. 17. La corrien

. -12
te en estas membranas era aproximadamente de 4 x 10 A,

M.F. = microfotografia
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Las microfotografias de las réplicas de las membranas de
GMO con hemocianina, se muestran en las fotos 18 a 20,
éstas fueron sombreadas con platino. El tamaiio de las
protuberancias observadas fluctda entre 14.6 y 47.8 nm.
Las microfotografias 21 a 23 corresponden a membranas
de Fosfatidilecolina sombreadas con cromo, el tamafio de
las protuberancias en este caso fluctian entre 25 y 45 nm.
El histograma I muestra la distribucidén de tamafio
de las protuberancias observadas en las membranas, los
puntos corresponden a datos extraidos de membranas som-
breadas con Pt y los recténgulos a datos de membranas som
breados con Cr. Se observa una distribucidén del tamafio
de las protuberancias en por lo menos tres grupos perfegc

tamente distinguibles centrados en 26 nm, 40 nm y 45 nm

‘respectivamente. También se observan tres grupos menores

que a pesar de la baja frecuencia de estos casos, es difi-
cil considerarlos parte del ruido de los picos mis signifi
cativos debido a que se encuentran bastante separados de

ellos 5.7, 5.7, 9.0, 5.0, 5.0 y 10 nm respectivamente.
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Soluciones de hemocianina (preparadas para introdu-
cirla en la cémara luego de formada la membrana) fueron
en varias ocasiones vitrificadas y fracturadas para obte-
ner réplicas de ellas. Estos resultados se muestran en
las microfotografias 24 y 29, la distribucidn del tamafio
de las protuberancias observadas se muestran en el histo-
grama IXI. Se pueden distinguir 7 grupos en base a la se-
paracién de los picos.

Indudablemente la cantidad de datos disponibles es
insuficiente como para establecer la existencia de sélo es
tas formas de disociacidén de la molécula, ya sea en solu -
cién o incorporadas en la membrana o que algunas de ellas
correspondan a la presencia de una sola subunidad con dis-
tintos grados de penetracién. La distancia entre los pi -
cos correspondientes en membrana y solucién es de 4.8,
7.3, 9.7, 10.6, 11.5, 12,0 y 18.4 nm respectivamente.

Al separar las camaras con su contenido congelado se
puede suponer que en una de ellas queda expuesta la membra

na. Esta suposicién no es arbitraria porque al someter las

cidmaras a una sublimacién prolongada antes de hacer la réplica
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se observaba que el nivel de la superficie en el orificio
de la lamina de tefldén no descendia, sin embargo, en la
cara complementaria, sin teflén; se observaba un notorio
descenso de la superficie. Esto indica que la fractura
se produce por una de las caras de la membrana y adenis,
marca el lugar donde ésta permanece. Por lo anterior y
la separacién observada entre los picos, es poco probable
que los resultados obtenidos con las membranas pudieran
deberse a la creacidn de algin artefacto. Con ello se ha
ce muy dificil justificar la separacién de 10.6 nm en pro
medio de los picos. La molécula de hemocianina o alguna
subunidad de ésta al introducirse en la membrana debe que
dar total o parcialmente cubierta, por lo que el diametro
de las protuberancias observadas en las membranas deberia
ser mayor al de la hemocianina en solucién en aproximada-
mente el espesor de dos monocapas, lo que implicaria sepa
raciones entre los picos de 5 6 5.7 nm. Creo que esta ex
cesiva diferencia podria deberse a la condensacién de hielo
en la superficie de la membrana, condensacién que podria

ocurrir en la etapa de montaje de las cimaras en el equipo
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Denton. La foto 30 muestra la produccidén de artefactos
al condensarse hielo en la superficie de un tejido antes
de sombrear, a pesar que el aspecto granuloso que se ob-
serva es similar al de la M.F. 18 el tamafio promedio es
5 veces mayvor. Los resultados mostrados en la M.F. 18 a
23 corresponden a la superficie de la membrana del mismo

lado que se puso la solucién de hemocianina.

II. MEMBRANAS FOTORRECEPTORAS

La rugosidad que se observa en las réplicas de las
membranas biolégicas al ser estas fracturadas segﬁn la
descripcidén de BRANTON corresponderian a la presencia de
proteinas en la membrana. Esto ha sido demostrado en fan
tasmas de glébulos rojos por ENGSTRON (1970). Estas mem-
branas al ser tratadas con alguna enzima como pronasa,
muestran una disminucidén de las protuberancias hasta la
desaparicién total de ellas segin el tiempo que hayan sido
expuestos a la accién de la enzima.

Retinas de sapos fijadas en glutaraldehido fueron vi

trificadas en aire liquido y grabadas por 5 min. Las répli

cas muestran, como se ve en la M.F. 31, superficies lisas (L)
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y rugosas (R), las protuberancias de las membranas rugosas
son de 10 nm aproximadamente. Tanto en las M.F. 31 y 32 se
observan trazos muy finos que separan en dos las superficies
lisas, el espesor de estos trazos es de 7.5 y 10 nm respecti
vamente., En las M.F. 33 a 35 se observa la doble capa de 1la
membrana con un espesor promedio minimo de 10.2 nm. También
se observa en estas M.F. una alternancia de lineas con una
gran cantidad de protuberancias de 10 nm y lineas bastante
suaves, menos contrastadas, con pocas protuberancias. El
espesor promedio de los sacos en las M,F, 33 y 34 es de 34.5
nm, en la M.F. 36 es de 28.6 nm, esta difefencia posiblemen-
te se debe a una distinta inclinacién del bastén respecto
del plano de fractura.

Parte de este material fue tratado con Tritém X-100 al
1% (Detergente) despuds de su fijacién. Las retinas extrai-
das muestran protuberancias de 10 nm separadas por distancias
del mismo orden de magnitud. También se observa como en las
M.F. 36 y 37 lineas gruesas y finas alternadas. En estas mis
mas M.F. se observa la formacién de micelas (M) que emigran

desde la membrana de los sacos al exterior, no se observa la
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membrana plasméitica.

Ha sido propuesto (Doggenweiler, 1976) que los 1ipi-
dos pero no las proteinas, son extrafidos por el detergente
en las condiciones anteriores, a pesar que con las técnicas
de microscopia electrdénica tradicionales no es posible hacer
destacar las proteinas de la membrana ni ain después de la
extraccién de los lipidos. Las M.F. 38 y 39 sugieren que
la fijacidn con glutaraldehido actdia sobre las proteinas
porque aidn depués de extraidos los lipidos permanecen estruc
turas de 10 nm ordenadas manteniendo la disposicién que te-

nian en la membrana,.
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DISCUSION

Las limitaciones de las técnicas usadas en andlisis
de ultraestructura esti dado por la resolucidén de éstas.
La técnica mis usada en microscopia electrénica para alta
resolucidén es la de corte fino, 5 nm, de tejidos incluidos
y teiiidos con materiales electrénicamente densos, esta pro
vee una resoluciédn del orden de 1.5 a 2.0 nm. La resolucién
de la técnica de criograbado desarrollada en este trabajo,
estd limitada por el diidmetro de los nicleos de metal con-
densado en la superficie de la preparacién. E1 diidmetro
de estos granos varia segin el metal. Para Cr el tamafio
promedio de éstos es de 1.7 nm y para el Pt es de 0.8 nm.
Otro aspecto que influye en la resolucién de la técnica es
la inclinacién del plano de fractura con respecto a la di-
reccién del vapor de metal incidente. La sombra obtenida
de una protuberancia cuando el 4ngulo de incidencia del wvapor

de metal es mayor, i.e. se aleja de la normal a la superficie
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clivada, estara formado por una mayor cantidad de granos
de metal alineados. Esto permite por una parte obtener

medidas mis precisas del diidmetro del obsticulo y por o-
tra, hacer resaltar obsticulos cuyo tamafio sea comparable
al de los granos de metal. La resolucién obtenida en las
réplicas, a pesar de todas las limitaciones en equipo que
no se pudieron superar, como lo muestra la M.F. 40 es de
1.3 nm y corresponde al espesor minimo del espacio inte -

rior de la membrana de un saco.

I. MEMBRANAS ARTIFICIALES

Entre los posibles tipos de artefacto que se forman
en la etapa de congelamiento de las membranas artificiales
hasta la obtencién de las réplicas habria que mencionar
dos mis de ellos. El primero se debe a que al hacer el som
breado de la membrana no sélo se deposita metal sobre ésta,
sino también sobre gran parte de la limina de teflén y es
posible que por alguna mala manipulacién podria tomarse al-
glin trozo de réplica de la limina o de la superficie de la

grasa selladora. Al observar una réplica de este tipo,
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(M.F. 41), el aspecto de estas superficies es bastante
caracteristico y el tamafio de las irregularidades es
varios dérdenes de magnitud mayor que el de las protube-
rancias observadas en las membranas. El segundo tipo
de artefacto se produce al romperse la membrana por la for
macidn de cristales de hielo, los gue se reconocen por
su forma caracteristica. La M.F. 42 muestra tales crista-
les y su gamaﬁo tampoco es comparable al de las protube -
rancias de las membranas.

A pesar que el argumento de sublimacidén, dado en
la parte Resultados, es suficiente para demostrar que el
material que hay en la superficie del orificio de la 1ami
na de teflén son lipidos, no es suficiente para deducir de
é1 que las protuberancias son producidas por el abultamien
to de la molécula de hemocianina o sus subunidades en el
espesor de la membrana.

Las posibilidades de ubicarse la hemocianina en la
membrana son tres, sobre esta (en l1a cara que estaba en con

tacto con la soluciédn donde se puso la hemocianina) en el
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espesor de la membrana o en la otra cara. La primera
posibilidad es répidamente descartable porque el corri-
miento en el tamafio de las protuberancias en las membri'
nas, en comparacidn con lo que se observd en solucién
contradice esta posibilidad. En caso de situarse la mo-
lécula de hemocianina o alguna subunidad de ésta adosada
a la superficie o que se deposite en ella al sublimarse
parte de la solucidn congelada que pudiera haber quedado
sobre la membrana, se obtendrian protuberancias cuyos ta-
mafios serian similares al que se observa en soluciédn.

La tercera posibilidad también es descartable porque
la réplica de una superficie de membrana no podria dar in-
formacién de la cara opuesta, salvo que las proteinas estu
vieran ejerciendo alguna presién en la membrana, deforman-
dola en los sectores donde se ubica la hemocianina. Esta
situacidén es dificil de explicar porque es necesario supo-
ner un punto de apoyo de la molécula con la solucién. De
todas formas, de existir este mecanismo las protuberancias
que se observarian en el lado opuesto al que se encuentra

la hemocianina tendrian un tamafio equivalente al de la
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molécula o subunidad mds el espesor de dos membranas. Es
to explicaria el gran corrimiento del tamafio de alguna de
las protuberancias observadas en membranas respecto al que
se observa en solucidén. Por otro lado, una interaccidén de
este tipo implicaria un corrimiento uniforme en la distribu
cidn de tamafios de las protuberancias, pero no es el caso.
La segunda posibilidad es 1la que estia mas de acuerdo
con el modelo actual de la membrana. En este caso existen
varias alternativas respecto al grado de penetracién de
la proteina en la membrana. En primer lugar, esti la posi
bilidad que la molécula, debido a su gran tamafio, esté en
parte sumergida como la molécula b y ¢ del diagrama (8) ,
esta situacidén produciria protuberancias con tamafios similares
a los observados en soluciodn y podria explicar el 4° pico
del histograma I y su equivalente en solucidn, 7° pico del
histograma II. Este mecanismo presenta el grave inconve-
niente que no habria forma de explicar el resto de los pi-
cos del histograma I, porque no estarian sus equivalentes
en el histograma II. Una segunda posibilidad de ubicarse
la hemocianina en el espesor de la membrana es que esta que

de totalmente sumergida como la molécula d del diagrama (8).
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Esta situacién acarrea un compromiso grave con respecto
a la configuracién de la membrana porque implicaria una
gran deformacidén de ésta, dado que deberia quedar total-
mente cubierta con las caras de la membrana. Una confi-
guracidn de este tipo es muy conveniente para explicar
el corrimiento de los picos del diagrama I, porque mien~
tras mis grande sea la subunidad produciria un abulta -
miento mayor en la superficie de la membrana. De todas
formas, con la configuracién actual del modelo de la mo-
lécula de hemocianina, en forma de cilindro, dificulta
la configuracién que adquiere la membrana para moléculas
grandes, porque significa que esta en las vecindades de
la molécula de hemocianina debe separar sus caras en 5.5
u 8 veces su espesor. Esto serfia posible sélo si la es-
t£uctura de la molécula de hemocianina no fuera cilindri
ca sino laminar y que su espesor fuera el de una subuni-
dad, como se discute mis adelante, lo que explicarfia la
presencia de moléculas completas en el seno de la bicapa
en la misma forma que para las subunidades menores. Esta

configuracién estid mds de acuerdo con los datos obtenidos.
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Un ultimo argumento que descarta totalmente la po-
sibilidad de asociar los resultados con la formacidn de
algin artefacto, es que éstos siempre presentan tamafios
uniformes con muy pequefias variaciones como se observa
en las fotos 30 y 42.

Indudablemente que la pérdida de calidad de los re-
sultados en membranas artificiales, a pesar de la existen
cia de dos trampas descontaminadoras, se debe a que la
membrana queda expuesta durante mucho tiempo en el termo
de aire liquido y después en el evaporador Denton. Para
resolver este problema se disefi6 una cémara, la que se en
cuentra en etapa de construccidén, que permite llevar la
membrana congelada y sin ser expuesta al equipo Denton,
pudiendo fracturar en el momento de hacer el sombreado me
talico. La foto 44 nuestra parte de la camara innovada.
El sistema consiste en una cdmara rectangular con un canal
en su centro que permite el paso ajustado de una bisagra.
La bisagra tiene un orificio cénico centrado en ambas ho-
jas y permite aprisionar en su interior la l4mina de teflén.

Al formarse la membrana, luego de congelada, se extrae la
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bisagra con la membrana y el hielo que rodea ae$ta por
ambos lados montindola en el porta bisagra para su ubi-
cacifn posterior en el pivote 7A. Este sistema permite,
ademds, el montaje de una camisa descontaminadora rodean
do la bisagra, evitando la condensacién de sustancias, es
pecialmente agua, sobre la membrana. Esto se facilita
manteniendo la temperatura de la membrana un poco superior
(-150°C) que la de la camisa descontaminadora (-~197°C).

En los resultados obtenidos por van BRUGGEN llama
la atencién la gran cantidad de estructuras cuadradas que
se observan a pH 6.0 6 7.6, Curiosamente, en las réplicas
de solucidén de hemocianina no se observan estructuras cua-
dradas, por lo general tienden a corresponden a estructuras
circulares. Este hecho sugiere la idea que la hemocianina
es una molécula plana con un espesor similar al didmetro
de las subunidades, o sea, compuesta por la agregacidén en
un mismo plano de subunidades, formando una estructura ce-
rrada. Los argumentos que considera van BRUGGEN para sus-
tentar su modelo se basa principalmente en la diferencia de

contraste de algunas estructuras circulares, foto 3,
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suponiendo de ello que corresponden a cilindros divididos
en dos y dispuestos con la base sobre el film de soporte.
Esta situacidn efectivamente produciria un menor contraste
porque representa un obstéculo mas delgado al paso de los
electrones en comparacién con una molécula completa y dis-
puesta de la misma forma sobre el film de soporte. El ar-
gumento anterior es bastante discutible, porque en esa mis
ma M.F. se observan estructuras rectangulares que corres -
ponden a medios cilindros pero dispuestos en forma tal que
representan el mismo obsticulo al paso de los electrones
que las estructuras cuadradas, cilindros completos. Sin
embargo, estas estructuras rectangulares también muestran
menos contraste que las cuadradas. Por otra parte

SCHRAMM y BERGER (1952), observaron moléculas de hemociani
na fijadas con vapores de acido ésmico y posteriormente,
sombreadas con Pd, ellos observaron estructuras con forma
de paralelepipedo con un surco en el centro, las dimensip
nes de estos "ladrillos" son de 12 x 12 x 40 nm, foto 43.
La interpretacién de van BRUGGEN de estos resultados, es

que el eje del cilindro corresponderia a uno de los lados
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de los cuadrados observados por él1, E1 otro lado del
cuadrado, en la mayoria de los casos es del orden de un
13% mayor que el didmetro del cilindro, lo que indicaria
que cuando el eje del cilindro es paralelo al film de S0
porte, el cilindro colapsa. Este colapsamiento produci-
ria la hendidura central observada por SCHARAMM.

A pesar de estos argumentos, no se excluye la posi
bilidad de que estas distintas disposiciones de la molé-
cula se deban a moléculas distintas. Esto, debido a que
pequeflas variaciones en la técnica de preparacién de 1la
hemocianina producen cambios considerables en la propor-
cibén entre cilindros y cuadrados,

Un posible método para dilucidar si la hemocianina
tiene una estructura cilindrica como lo propone van BRUGGEN
o se trata de moléculas planas, seria hacer inclusiones de
solucién de hemocianina. Al observar cortes finos de es-
tas inclusiones deberia observarse rectingulos de 30 x 42
nm que corresponde a la proyeccién de hemocianina cuando
la diagonal del cilindro es perpemndicular a la direccién de

los electrones incidentes sobre la preparacién. En caso
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que se trate de moléculas laminales, deberian obtenerse
proyecciones maximas de circulos de 30 nm de diimetro pa
ra las moléculas circulares, o proyecciones de 30 x 34 nm
para moléculas cuadradas.

La movilidad de las proteinas en el espesor de la
membrana, dada por el caricter de liquido bidimensional
de ésta, quizds se podria verificar para estas proteinas
poniendo en la cidmara solucién de hemocianina totalmente
disociada y después de verificar la incorporacidén de las
subunidades en la membrana, mediante recambio de la solu-
cibén en las cémaras bajar el pH de la solucién (contenien
do Ca++). En caso de ocurrir asociacidén de las subunida-
des en la membrana, deberia observarse en las réplicas
protuberancias cuyos tamafios correspondan a unidades com-

pletas de moléculas.

IT¥. MEMBRANAS FOTORECEPTORAS

Posiblemente se podria pensar que la aparicién de
protuberancias s6lo en algunas caras de la membranas po-
dria deberse a algin efecto del sombreado. Debido a que

la fractura no siempre es perpendicular al plano de los
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sacos, un plano ligeramente oblicuo dejaria mis expues-
tas una de las caras de la membrana y por tanto, en es-
ta se condensaria mas metal quedando la cara siguiente
un poco oculta recibiendo menos metal; sin embargo, co-
mo lo muestran las dobles flechas en las membranas donde
se observa una gran cantidad de protuberancias en una de
sus caras, siempre hay algunos sectores de la otra cara
que también muestran protuberancias.

Otro hecho interesante que se puede observar, es
que entre las membranas que muestran bastantes protube-
rancias siempre se intercala una membrana de poco con -
traste, i.e. con pocas protuberancias. En la M.F. 33 se
destaca este aspecto ubicando al margen trazos gruesos
que indican una membrana muy poblada y un trazo fino pa-
ra membranas poco pobladas. Esta alternancia hace impro
bable la posibilidad que la aparicién de protuberancias se
deba a un efecto del sombreado.

Las M.F. 36 y 37, muestran la misma alternancia de
las M.F. anteriores. Se destaca con 2 flechas ambas ca-
ras de las membranas méas pobladas. Las membranas poco

pobladas, marcadas con una flecha, estan sefialadas por
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algunas protuberancias de 10 nm que mantienen su dia-

tancia a las membranas pobladas.

De las M.F. 36 o 37, se pueden establecer los si-
ruientes hechos:

i) La alternancia entre membranas con protuberancias y
membranas de poco contraste, sin protuberancias, en las
M.F. 33 a 35 solo puede justificarse si se suponen menm-
branas con bastantes proteinas alternadas con membranas
con pocas proteinas. Este hecho se corrobora en las
M.F. 36 y 37, al quedar expuestas las proteinas de la
membrana al extraer los lipidos.

La distancia entre las lineas de pocas protuberancias y

=t
A

las lineas gruesas con muchas protuberancias en las

M.F, 36 y 37, no corresponde al espesor de la membrana.

e
s

En algunos sectores de las de lineas gruesas en las
M.F., 36 y 37, se observa la presencia de proteinas en
ambas caras, esto coincide con las M.F. 33 6 35, donde

se indica esto mismo con (o) y (¢) en una misma membrana.
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iv) Es sabido que la distancia entre las membranas de
sacos consecutivos es de 15 nm y el espacio inte-
rior de los sacos de 30 nm aproximadamente, lo que
indica que un saco estaria formado por una de las
membranas pobladas de las M.F. 33 -6 37 y la siguien

te mis distante a ésta.

El modelo de membrana que se desprende de los pun-

tos anteriores se muestra en el Diagrama 18.

saco

saco

Diagrama 18

La actual interpretacién del proceso de fractura,
después de una larga polémica (BRANTON, 1966), indica que

el plano de fractura procede generalmente por el interior
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de 1a membrana quedando al descubierto las caras inte-
riores de ésta, como lo muestra el diagrama 7. Segin
ésto, las formas de quedar expuestas la membrana de los
sacos cuando el plano de fractura es oblicuo se muestra
en el diagrama 19, ademis se incluyen situaciones en que

se exponen las caras exteriores de la membrana.

(a) (b)

Diagrama 19. Muestra las posibilidades de fractu-
rarse la membrana de los sacos cuando el plano de
fractura es diagonal. La direccién de la fractura

estid indicado con la linea de trazo.
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La eleccidn de la modalidad de fractura de los sacos
en estas condiciones debe ser hecha de acuerdo a lo que se
observa en las M.F. 31 y 32, en esta se destaca la siguien
te alternancia de superficies: rugosa (R), lisa (L), linea
(Li), lisa (L) y Rugosa (R). Los tnicos diagramas que es-
tin de acuerdo con esta alternancia son los 19 (b), (c¢) ¥
(e).

Otro hecho que se destaca en las M.F. anteriores es
que no se observa claramente la presencia de peldailios entre
las superficies. Por ejemplo, se sefiala con Ru, en la M.F. 32
un sector que podria identificarse como un peldaifio, pero ha-
cia ambos lados en la misma linea, se observa que el cambio
de superficie ocurre en forma suave y continua como lo desta
ca el sector encerrado en un circulo. Esto hace suponer que
el sector Ru al igual que otros similares se producen por rup
tura de la réplica durante su extraccién del tejido o en el
montaje de esta en la grilla. Los peldafios de los diagramas
seleccionados presentan saltos de 30, 3.5, 18.5 nm, 30, 7,

15 om y 52 nm respectivamente, la magnitud de estos saltos es

bastante importante, sobre todo los de 30 y 52 nm como para
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que pase desapercibido, en la M.F. 32, por ejemplo, se
esta resolviendo una linea (Li) de 7 nm. Por los moti-
vos anteriores, no es posible relacionar algunos de los
diagramas 21 s con las M,F., 31 y 32.

Una posible fractura, que no se describe en la lite

ratura, es la que se muestra en el Diagrama 20.

Diagrama 20. Describe un proceso de fractura en el
que el plano de fractura no es escalonado entre mem
branas sino que viaja en direccién diagonal entre las
membranas pobladas. Las flechas muestran el efecto

de la sublimacién.
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Este diagrama coincide con la alternancia de super-
ficies y ademas, reproduce el espaciamiento entre super -
ficies y lineas que se observa en la M.F., 31. Lla forma
de hacerse evidente la linea (Li) seria gracias a la subli
macidn.

Un punto interesante que se destaca con la ocurrencia
de este tipo de fractura, es que las membranas pobladas, per
el efecto de la fractura, se comporta segin lo describe la
literatura y en cambio las membranas poco pobladas presentan
un caricter bastante amorfo para este efecto. Este hecho es
muy significativo porque segin lo que describe SINGER la ma-
triz de las membranas la componen los lipidos y no las pro -
teinas, pareceria que en caso de los sacos la rodopsina le
confiere a las membranas pobladas un caricter especial que si
manifiesta por una mayor resistencia mecénica al proceso de
fractura.

También es posible que esta rigidéz de las membranas
pobladas no se deba a un tipo particular de interaccién lipi
dos-proteinas, sino sea el producto de la accién del glutara

dehido sobre éstos. Esto coincide con lo que se muestra en
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las M.F. 33 a 35, donde es posible notar que en las caras
de las membranas donde se observan protuberancias estas
casi siempre se encuentran sélo en algunos sectores quedan
do sitios despoblados en la misma cara. Esta distribucidn
en conglomerados de proteina es dificil de expliear en una
membrana supuestamente de caricter homogéneo, a diferencia
de algunos sectores especializados, como los Gap Junctions,
de ciertas membranas que desempeiian roles especificos. Lo
que sugiere que el responsable de la conglomeracién de pro-
teinas es el glutaraldehido y ademis seria el responsable
de la rigidéz de las membranas pobladas (BROWN, 1942).

Una evidencia importante en favor del rol del gluta-
raldehido es la que se observa en la M.F. 31. En esta se
aprecia que los dos primeros sectores rugosos (R) se inician
con una linea similar a la que separa las superficies lisas
(L) y en ellas la fractura es perpendicular al plano de la
membrana, de lo que se infiere lo siguiente:

i) Las proteinas, por la accibén del glutaraldehido forman

dominios dentro del plano de la membrana.



i

76

ii) Las membranas o sectores de ésta carentes de protei-
na son mecanicamente menos rigidos, lo que destaca
la importancia de las proteinas en la configuracién
de la nmembrana.

ii) La interaccidén glutaraldehido-proteina estid mucho méis

favorecida que la interaccidén glutaraldehido-lipido,

La forma de resolver esta problemidtica de interac -
ciones y distribucidén asimétrica de proteinas, consiste
en efectuar réplicas de retina sin fijacién y poder compa
rar de esta manera ambas situaciones.

Los estultados sobre la asimetria de la membrana de
los sacos, difieren con los obtenidos por analisis de rayos
X mencionados en pig. 13, dado que por este método no se ha
reportado la posible asimetria en la membrana de los sacos,
salvo una diferencia en la densidad de proteinas entre el
lado citoplasmitico y el exterior de la membrana, resultado
que se observa en las réplicas en la mitad de la membrana
de los sacos. Es posible que las membranas poco pobladas

también posean la misma asimetria en una magnitud menor y
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por este motivo no se detecta en las réplicas.

Debe destacarse que en la informacidn obtenida por
el método de difraccién de rayos X esta comprometida to-
da la muestra observada y no es puntual como la obtenida
al microscopio electrdnico, donde es posible analizar re

giones particularizadas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con la técnica montada son

°
buenos, se logrd una resolucién de 13 A en algunas
preparaciones,
Las exigencias del vacio para la calidad de los re -
sultados es un punto secundario. Gran parte del tra
bajo se hizo con presiones que fluctuaban entre 10
a 10_4 Torr y los resultados obtenidos no fueron mo-
dificados respecto a aquellos que se hicieron con pre

. -5
siones menores a 10 Torr,

Como se demuestra en la Discusidn, fue posible obser-
var membranas artificiales. A pesar que en este aspe
to el trabajo no se ha concluido, debo destacar la in
portancia de este técnica en el estudio de la ultraes
tructura de las membranas, al permitir controlar la «
tidad y tipos de proteina junto con las condiciones ¢

medio en que tiene lugar la interaccidén de las bicap:
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lipidicas con tales proteinas y poder comparar los
cambios morfoldégicos inducidos por estas condicio-
nes en que se forma la membrana con las propiedades

eléctricas de ésta.

La molécula de hemocianina, al igual que las subuni
dades penetran en el interior de membrana. Creo que
este punto necesita una mayor fundamentacidén en lo

que a resultados se refiere, esto deberia lograrse con

el nuevo sistema de cémaras.

Con la técnica de microscopia electrdénica de tincién
no ha sido posible observar las proteinas remanentes
después de la extraccidn de los lipidos con el deter-
gente, este hecho muestra alguna de las ventajas de

la técnica montada, esto es, permite analizar los com
ponentes de un sistema independientemente de las pro-
piedades de reaccién quimica de estos componentes con
algin elemento de tincién.

La membrana de los sacos de retina son asimétricas res

pecto a la distribucién de la proteina. Se observa
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en una de las mitades de la membrana de los sacos, su-
poniendo una divisién ecuatodal de estos.

El sector de la membrana mas poblado presenta una asi-
metria respecto a la distribucidén de las proteinas en
sus caras. La cara exterior es mas poblada.

Se pudo observar que el Tritém en la retina fijada con
glutaraldehido actia extrayendo los lipidos, los que
se organizan formando miscelos. Mientras que las pro-
teinas mantienen la distribucidén que tenian en la mem-
brana.

Las evidencias obtenidas indican que el glutaraldehido
forma fuertes enlaces con y entre las proteinas.

Los sectores mis poblados de proteinas, son mecinicamen
te mas resistentes al proceso de fractura, ya sea por
la presencia de una alta concentracién de proteinas en

el sector o por la accidén del glutaraldehido

El modelo de SINGER y NICOLCON, esquematizados en los dia-

gramas (7) y (8), muestra una matriz de lipidos interrum =

pida por la ubicacién de proteinas en ella. Esta configu-

racidn implica interacciones hidrofébicas entre las cadenas
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de hidrocarburos de los lipidos con el medio, El me-
canismo de hidrofobicidad también es aplicable a 1la
presencia de proteinas en la membrana, por lo menos
constituye un argumento viable que justifica la pre-
sencia de algunos tipos de moléculas de proteina en con
tacto con el interior hidrofdbico de la membrana, situa
cién que estd representada por la letra b y ¢ del dia -
grama (7). En estas condiciones, la tdnica restriccién
es mantener un grado de inmersién en la membrana, que -
dando libre de moverse en el plano de ésta. Dentro de
este mismo mecanismo, cabe suponer que la molécula com-
pleta o subunidad de ésta presenta este efecto de hidro
fobicidad y su configuracién seria la que se muestra con
la letra d del diagrama (7).

Considerando el aspecto destacado antes, y de acuerdo
con los resultados obtenidos, habria que indicar los si-
guientes hechos:

A pesar del caricter hidrofébico de 1la hemocianina en sc¢
lucidén, que se deduce de su facilidad de disociacién en

medio acuoso, pareceria que una estructuracién hidroféb:



e

ii)

v

por parte de la molécula, es una situacién mucho mas
estable para ella, esto por las evidencias obtenidas

en favor de la ubicacién de la hemocianina Y sus su-
unidades en el interior de la membrana, lo que expli
caria el que la membrana se deforma para dar cabida

en su interior a la molécula.

La matriz lipidica no es un constituyente pasivo de

la membrana puesto que es capaz de deformarse para

dar cabida en su interior a las moléculas de hemocia-
nina.

Los miselos que se observan en las M.F. 36 y 37, sefia
lan que los lipidos que constituyen la membrana de los
sacos son anfifilos, o sea, presentan extremos polares
(hidrofilicos) y apolares (Hidrofdébicos).

La movilidad de las proteinas en el plano de la membra
na pareceria estar muy bien sefialada en las M.F. 33 a
35, donde se observan agrupaciones de proteinas en al-
gunos sectores de la membrana. Posiblemente este fend-
meno se deba a la acciédn del glutaraldehido, la confirma

cién de este punto se debe obtener al observar membra

nas sin fijar.
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Cuando la resistencia del sensor es menor que la resisten-
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cierra cortando la alimentacién del primario del autotrans-
formador.

Led 3 esta opticamente acoplado a PC.
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TLUSTRACIONES

Yota: La flecha en la esquina inferior izquierda de las

M.F. indica la direccién y sentido del sombreado.
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Foto 1A. Formacién de Mielina. La membrana de la célula
de Schwann aparece como una doble linea oscura, que segin
la interpretacién de ROBERTSON corresponderia a la presen
cia de dos capas de proteinas rodeando una capa de lipido
representada por el espacio claro. La mielina se forma p

el adosamiento de dos de estas membranas.
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Mesaxon

Foto 1B. Esquema que muestra la formacidén de mielina.

elementos que contribuyen al diagrama de difraccidn esti
constituidos por dobles membranas, como se sefiala en ICF
evidente que ésto corresponde a dos membranas provenient
de la célula de Schwann (u). Ademis Sch, citoplasma de
célula de Schwann. El esquema A2 corresponde a mielina

dratada.
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Las Fotos 2 a 5 rmuestran el grado de disociacidén d
la hemocianina segin el valor del pH. Foto 2 correspnnd
a hemocianina a pH 6.0, se observan sé6lo estructuras cua

dradas y circulares.

Foto 3. Hemocianina a pH 7.6, van BRUGGEN destaca
en esta situacidn algunas estructuras circulares con men
contraste, como lo muestra la flecha. A este valor de pl
empiezan a aparecer estructuras rectangulares, doble fle
que corresponden al primer clivaje de la molécula, estas
estructuras y algunos cuadrados también muestran poco co:

traste. El circulo destaca una subunidad.

Foto 4A. Junto con aumentar el valor del pH, 8.2,
aumenta la cantidad de estructuras rectangulares, tambié
se observan varias subunidades. Aqui también se aprecia
el grado de contraste no guarda relacién eon el proceso

disociacién de la molécula.

Foto 4B. Hemocianina a pH 8.7, En esta situacifn

el ruido impide destacar las subunidades, se observa una
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estructura circular. Es posible reasociar la molécula ¢
hemocianina disminuyendo el valor del pH en presencia de

un catién divalente.

Foto 5. Muestra el modelo de moléculas de hemocia
nina segin van BRUGGEN. Las proyecciones (b) y (c) corr
ponden a las estructuras cuadradas y circulares respecti
mente, observadas en las fotos anteriores. En (d) se mu

tra como ocurre el primer clivaje de la molécula.
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Foto 6A. Se observan las cémaras (C) y también los
electrodos (E). El depdsito (D) hace las veces de termo
al poner en su interior aire liquido para enfriar las ci-

marase.

Foto 6B. Se muestra el generado de pulsos (G) y el

sistema de amplificacidén (A).
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M.F. 7. Las flechas muestran membranas que quedan expues-
tas por efecto de la sublimacidén, esto ocurre sélo cuando
la estructura en cuestidén se fractura. De esta forma, es
posible determinar la direccién del sombreado. También se

observan mitocondrias (M).

M.F. 8. Muestra las prolongaciones de las células gliales

(G).
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1

Fotos 9 y 10. Muestran las etapas de la preparacién del
Pt para su evaporacién posterior. F O muestra el alambre
de Pt antes de fundirse y F 10 la mezcla Pt-C lista para

sonitbrear.

Foto 11. Muestra la forma de contactar los carbones para

facilitar la evaporacidén de Carbén.
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Entrada de aire liquido a la trampa

Interruptor principal

Interruptor de la bomba rotatoria

Interruptor de la bomba difusora

Interruptor de alimentacidén del autotransformador
Amperimetro

Interruptor para enfriado ripido de la difusora
Control de espesor de las peliculas metalicas
Medidores de vacio, a) Pirani, b) Penning

Conmutador de fuente de evaporacién
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EVAPORADOR DENTON
1 a, b. Termos de aire liquido

2 a, b. Palancas que permiten rotar el brazo 7 y 8

3. Conducto de aire liquido para mantener fria la ]
paracién.
4. Conducto de aire liquido para mantener fria la

sa descontaminadora.

5. Vilvulas que permiten controlar el flujo de air
6. Indicador de temperatura

7. Brazo de soporte de la preparacidn

8. Brazo que soporta a camisa descontaminadora

9. Valvulas para introducir aire seco en la céamara
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M.F. 14. Se muestran las camaras (C) y el portacimara (PC
La flecha sefiala el sitio al cual se fija la pinza para as

el portacamara.

M.F, 15. Se observa el portacédmara en el momento de intro

cirlo en el evaporador DENTON.

M.F. 16. El portacidmara ya se encuentra enroseado en el p
vote. En esta se observan el sensor (Se), el descontamina
dor (De), el cafién para evaporar metal (Pt) y el cafién par

evaporar carbén (C).
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M.F. 17. Réplica de membrana en cuya solucién no se ha
puesto hemocianina. Muestra un aspecto globular, pero el
tamafio de éstos es aproximadamente 10 veces menor que la:s
protuberancias de las membranas (M.F. 18 a 29). Posible-
mente se debe a condensacién de hielo sobre la membrana

pero en menor cantidad que la mostrada por STEERER (Foto

30).
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M.F. 18 a 20. Membranas sombreadas con Pt., El fondo
de las réplicas que corresponderia a la matriz lipidi
ca presenta un aspecto muy suave salvo por las protube
rancias (P) y otros solevantamientos (S) de limites po

co definidos,
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M.F. 21 a 23. Membranas sombreadas con Cr. A pesar que

el
de
to
de

aspecto de la membrana también es suave, la textura

ésta es granulosa, como se observa en la M.F. 23, efe

producido por la nucleacidén del Cr sobre la superficie

la membrana. Los puntos negros en las M.F.

deben a contaminacidén de la membrana.

21 y 22 s
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M.F. 24 a 29. Las M.F. 24 a 28 muestra hemocianina dilui
a pH 7.0. En ninguna de éstas se observan estructuras re
tangulares, en general son muy poco frecuentes. La M.F.

muestra hemocianina totalmente disociada a pH 8.5. Se de
ca la ventaja en este aspecto, de la técnica en comparaci
con los resultados obtenidos por van BRUGGEN al mismo pH,

por la eliminacién del ruido entre las estructuras.

30

Foto 30. Vapor de agua condensado en la superficie de l:
muestra después de fracturar y antes de evaporar el metal
Normalmente, este tipo de condensacidén presenta un aspect

globular ( STEERE, 1969).
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M.F. 31 v 32. Al ser el plano de fractura bastante obli-
o cuo respecto a la posicién de los sacos, se observa una

alternancia de superficies rugosas (R) y lisas (L).
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M.F. 33 a 35. En estas M.F. se observan dos tipos de al-
ternancia. La primera, muestra lineas oscuras (0) y cla-
ras (C) correspondientes a una misma membrana, lo que se
justifica por la mayor cantidad de protuberancias en una
de las caras de la membrana. La segunda alternancia mues
tra membranas pobladas (trazo grueso), seguida de membra-

nas poco pobladas de protuberancias (trazo fino).
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M.F. 36 y 37. Muestra la membrana durante la extraccién
de los lipidos por la accién del Tritén. Se puede dis -
tinguir la misma configuracién de las protuberancias en

1a membrana que la mostrada en las M.F. 31 a 35.
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M.F. 38 y 39. Se observa la distribucién en hileras de 1
protuberancias después de la extraccidén de los lipidos.

1a M.F. 39 se observa, a mayor aumento, la membrana plasm
tica y también se distingue la alternancia descrita anter

mente.

oz LAY,
'ﬁ% .’f‘,‘" 4."“- e
A

-

M.F. 40. Se observa en la ampliacién de la M.F. 3!

el espacio interior de la membrana.
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M.F. 41. Réplica de la superficie de la limina de tefldn

cubierta con vaselina.

M.F. 42. Réplica de una membrana rota por la formacidén d

cristales de hielo.

M.F. 43. Hemocianina tefiida y sombreada con Pd. Tambiér
se observan estructuras cuadradas y rectangulares; a pesa

que el idngulo de sombreo fue de 12°, no se aprecia la for

ma tridimensional de la molécula.
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44A. Se observa la céamara (C) con la bisagra (B) montada
Tembién se observan los portabisagras (PB), uno de ellos
con una bisagra abierta, de la misma forma que queda al

fracturarse la membrana en el interior del evaporador Den

44B, Lla flecha muestra la cdmara en el interior de la ca
misa descontaminadora, quedando totalmente rodeada por es

ta. También se observa el sensor de peliculas metalicas.



