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ABSTRACT. The intracytoplasmatic particles seen in red blood cell fracture
by the method of freeze-etching have been associated by some authors with
hemoglobin molecules. The effect of a magnetic field over these particles was
studied and differences in orientation and distribution were found. When the
magnetic field acts parallely to the surface of the specimen, rodlike bundles
were seen; but when it acted perpendicularly to the specimen surface, clustres of
particles were seen. In this last case each particle showed an internal structure
of 33 A diameter subunits. It is concluded that the observed particles are
hemoglobin molecules; the presence of 33 A diameter subunits and their re-
grouping are discussed.

RESUMEN. 8Se hize un estudio del efecto de un campo magnético sobre las
particulas observadas en las fracturas de los glébulos rojos estudiados por el
método de freeze-etching, Se observaron cambios evidentes de distribuciéon y
ordenamiento entre los glébulos rojos sobre los cuales no actué el campo
y aquellos bajo su efecto. Cuando las lineas de fuerza del campo magnético
entran perpendicularmente a la superficie de la muestra se -observan haces
paralelos de filamentos, mientras que cuando actian perpendicularmente, se
chservan actmulos de particulas, las cuales estan constituidas por subunidades
de 33 A, Se concluye que las particulas ohservadas en la fractura de los glébulos
rojos son moléculas de hemoglobina, se discuie la presencia de subunidades
de 33 A y su reagrupacién en particulas mayores.

INTRODUCCION

Las particulas intracitoplasmaticas observadas en réplicas de las superficies de
fractura de los glébulos rojos han llamado la atencién en los tltimos afios. Haggis
(1961) haciendo un estudio en hematies humanos las describe y plantea la posi-
bilidad de que éstas sean moléculas de hemoglobina empaquetada sin descartar
que puedan ser artefactos.

En estudios posteriores sobre hematies humanos y de ratdn algunos autores
(Weinstein y Bullivant, 1967 y Weinstein y Williams, 1967) observan las mismas
estructuras y describen una disposicién regular en el hematie de carnero
{Weinstein v Merk, 1697) hecho que estd en contra de que estas particulas sean
artefactos.
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Fra. 1. Magneto empleado en la experiencia. 1. Transformador variable, 2. Rectificador
{selenio}. 3. Ampcrimetro. 4. Bobina del magneto. 5. Medidor de flujo. b) Esquema del
magneto empleado (los nimeros corresponden a lo descrite anteriormente), ¢} Tlewar; se
observa la modificacién introducida en el liquificador (se aumenté 87 mm). En la porcion

superior una placa de cobre (flecha) en su soporte sobre la cual se colocd la muestra.

Fic. 2. Porcidn superior: Esquema de la formu en que se colocd el Dewar para congelar
bajo el efecto del campo, cuya direccidn sigue el eje ¥ del esquema. La muestra se introdujo
siguiendo el eje Z. Porcidn inferior: Posicidn de la muestra en relacidn con la direccion
de las lineas de fuerza del campo magnéticos. a) Lincas de fuerza incidiende perpendicu-
larmente a la superficie de la gota de sangre. b) Lineas de fuerza incidiendo paralelamente

a la superficie de fa gota de sangre. '
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S8in embargo no se han realizado intentos para orientar estas particulas en el
campo magnético, lo que favorceetia a la primera posibilidad.

Este trabajo tiene como objetivo demostrar los cambios que sufren dichas particulas
cuando son sometidas a un campo magnético.

MATERIAL Y METODO

Sangre venosa humana con heparina fue preparada para el método de frecze-
etching siguiendo los criterios planteados por nosotros en trahajo anterior (Kouri
y Torres, 1870} aunque en este caso la sangre fue calentada en bafio de maria a 40°C
previa a la congelacién. La congelacion de la muestra y la obtencién de la réplica se
hicieron siguiendo las técnicas descritas por Moor H. (1963, 1965). Un grupo de
muestras fueron congeladas sin haberlas pasado por el campo magnético, tomandose
éstas como patrdén. El resto fueren pasadas por un campo magnético disenado y cons-
trutdo en nucstro departamento; presentando las sigulentes caracteristicas:

Material utilizado: Nucleo de hierro de transformador.
Dimensiones: 510 > 210 > 30mm

Entre hierro: 50 > 50 X 15mm. .

Vueltas de la bobina: 2 < 10000 (paralelas} ; 0.8 mm.Cu
Alimentacién: 0-240 v.c.d.

Rectificador de Selenio: 2-3 amp.
Filtro: 150 ML

Medicién del flujo se realizd con un Medidor de flujo magnético con bhobina de
60 vueltas; 1 cm?; con 2-3 Ohm.

Flujo maximo aproximado: 8000 lineas por cm?.

Las muestras sc introdujeron en el campo magnético en 2 posiciones:

a) La superficie de la gota paralela a las lineas de fuerza (Fig. 2a) v

b) La superficie de la gota perpendicular a las lineas de fuerza (Fig. 2b).

La muestra fue sometida al campo dc 7000-8000 Gauss en intervalos cortos (10

veces, cada une de 3 seg.). La congelacién se realizd dentro del campo para lo
que se aumentd Ja altura del liquificador {Freén 12 container} a 87 mm,

Se marcaron las plaquitas portadoras de las muestras que fueron sometidas al
campoe paralelo a la superficie de la gota con-el objeto de orientarnos en las
réplicas de la direccién en que actud el campo, tomando como punto de referencia
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+la posicién de la plaquita en la mesa porta-especimen del equipo Balzers BA-510M

con respecto a la cuchilla. En las réplicas se buscaron las marcas de la cuchilla.
Durante el periedo que se pasd la muestra en el campo se mantuvo una tempe-
ratura de 30-35°C en esa regibn.

Las réplicas fueron purificadas en mezcla sulfocrémica, montadas sobre rejillas de
200 mesh sin membrana soporte y observadas en el Microscopio Electrénico Hitachi
tipo HUII-A.

Se realizdé un conteo de las particulas en las fotos obtemdas, tomandose en cada
una tres zonas en forma irrestrictamente aleatoria.

Se controlaron las condiciines ambientales como se refleja en la Tabla 1.

1

TABLA 1
1. Temperatura del bafio .... 40°C
2. Temperatura en el campo 30-35°C
3. Terﬁperatura del cuarto ... 13-20°C
4. Humedad relativa ....... - 56-60%
RESULTADOQS

Glébulos rojos sin campo

Las particulas intracitoplasmaéticas se encontraron en forma aislada o en cordones
empaquetados, dispuestos irregularmente (Figs. 3 y 4). Comparativamente se
encontré menor cantidad de estas estructuras que en los casos que se describird
posteriormente. Hubo gran variacién en su conteo cuando se comparéd el niimero
de particulas de una célula a otra. El tamafio de éstas se mantuvo dentro del
rango que varié entre 70-130A, siendo dificil distinguir estructura interna. Entre
ellas se observéd un material granular fino, no preciso.

La membrana celular se observé también cargada de particulas tanto por su
cara externa como por la interna.

Fig. 3. Estructura interna de un hematie no sometido a la accién del campo. Se observan
cordones dispuestos irregularmente. 100 000 X

Fia. 4. Estructura interna de un hematie que no ha sido sometido a la accién del campo.
Se observan particulas aisladas de 70-130 A de didmetro y a veces actmulos de éstas
asociadas en forma de cordones dispuestos -irregularmente. 150 030 X
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Globulo rojo con campo paralelo a la superficie

5S¢ observaron escasas particulas aisladas, la mayoria se encontraban formando hileras
I -,
(Fig. 3) y cordones {Fig. 6) en ambos casoes siguiendo la direccién del campo.

Se encontraron también algunos humatu.s dentro de los cuales la dl.rt.CClOl’l de éstos
cmdones era variable.

Entre los cordones se observé un fondo sin estructura definida.

El nimero de particulas fue mayor ¢ue cn la sangre sin campo, aungue menor
que ¢l de los gldbulos rojos con campo perpendicular.

Las dimensiones variaron encontrindose dos tipos de part'culas unas mayores de
70-130A (mds abundantes) sin estructura interna definida que constitulah los
cordones, otros menores de 30-50A, a veces aislados v cn ocasicnes constituyendo
cordones. No hubo evidencia de cambios en las particulas que sc encontraron
scbre la membrana plasmatica del eritrocito.

Glébulo rojo con campo pgé"kf)endicular

Las particulas en su mayoria se observaron constituyendo actimulos dejando areas

entr(," ellos constituidas por un matefial granuloso fino {Fig. 7). Se encontraron
particulas formando cordones perpendiculares a la linea de fuerza del campo.
Las particulas son redondeadas w ovales midiendo de 110-180A y presentaron
una estructura interna constituida a su vez por particulas mas pequeilas cn
niimero variable, cuyo didmetro promedio fue de 33A (Fig. 9). Se encontraron
algunas muestras donde el mimero de particulas mayores fue menor: (Fig. 8)
hasta llegando a desaparecer totalmente conteniende los hematies solamente par-
ticulas pequéﬁas poco agrupadas {Fig. 10}. '

No se observaron cambios en las particulas que se encuentran sobre la membrana
celular.

DISCUSION

Son evidentes las diferencias morfolégicas observadas en los tres tipos de prepara-
clones. Se conoce bien la estructura de la molécula de hemoglobina (Perutz v cols.,

Fig, 5. Se observan particulas de 70-130 A de didmetro, las cuales raras veces se encuentran
aisladas; por lo general se encuentran en hileras que siguen la direccién del campo (flecha).

150 D(]OX

Fig. 6.  Se observan cordones cortos formados por particulas cue siguen la dlreccwn del
campo (flecha). El campo ha incidido paraleiamente a la superficie del giébulo rojo.
150000 X : '
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1960) y su comportamiento en un campo magnético. Del andlisis de nuestros re-.
sultados se puede llegar a la conclusién de que ha habido un ordenamiento en forma
de cordones que sigue las lineas de fuerza del campo. Este ordenamiento depende
del punto de referencia de obscrvacién. Mientras en el caso de! campo paralelo
a la superficie se observan los cordones longitudinales {Figs. 5 y 6) por estar tomada
la véplica cn cse sentido, en el caso donde actud ¢l campo perpendicular a la super-
ficie lo que observamos son cordones “cortados™ transversalmente (Figs. 7 v 8) por
haberse realizado la réplica en angulo de 90° con respecto a la direccién del campo.
Esta tiltima cxperiencia nos indica que en ocasiones la orientacidn de estas particulas
se realiza por haces de cordones lo que se refleja en las agrupaciones de las mismas
en actmulos. El hecho de que en el campo paralelo generalmente se observen
cordones en grupos muy reducidos (de uno a tres) depende de que durante la
fractura hay un grupo de ellos que quedan fuera del plano de fractura expuesto.
También es evidente que la orientacidén de ciertas de estas particulas es paralela
al campo que se empled, cuestién que concuerda con el cardcter paramagnético
de las moléculas de hemoglobina reducida por la presencia de electrones impareados
en los niveles d de orbitales en el i6n ferroso.

Ademds de la orientacién que sufren las moléculas por el campo, también parece
haber un. efecto del mismo sobre la estructura de la molécula. Estudios por
difraccién de rayos X muestran que las dimensiones de la molécula de hemoglohina
son de 64 % 55 3 50 A (Perutz y cols., 1960). Con ¢l método de réplica sc
encuentra un aumento variable de las dimensiones, siendo en moléculas aisladas
de 112,74+ 15 120.9 - 20 X 56.5 + 6.6 (Chaterjee vy cols., 1961) y dentro-
del hematies las particulas reportadas fueron de 100-170 A (Weinstein v Bullivant, .
1967 ¢ Weinstetn y Merk, 1967,

Las cifras encontradas por nosotros caen dentro del rango de las planteadas por
otros autores en estudio con cl método de réplica. Sin embargo, en aquellos glébu-
los rojos sometidos a la accidn del campo magnético se observd que las particulas
presentaron didmetros variables y eran mis numerosas (méas evidente por la accién
del campo perpendicular) (Figs. 7, 8, 9 v 10). Estos dos hechos nos hace pensar
que ha habide una alteracion de la estructura molecular de la hemoglobina.

Fic. 7. Estructura interna de un hematie de la muestra sobre la cual el campo actud
perpendicularmente a su superficie. Se observan particulas gue miden 110-180 A-formando:
aciimules separades por un material granuloso fino, Estas particulas a su vez estan consti-
tuidas por otros menores (5 a 8) cuyo didmetro es de 30-50 A, 135 000X

Fic. 8. Estructura interna de un hematic de una muestra tratada como ha sido descrito
en la figura anterior. En este caso también se observan particulas mayores de 110-120 &
de didmetro y menores de 30 A de didmetro; sin embargo los actmulos. de las particulas
mayores son menos evidentes que en la figura anterior, 135 (00 X
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La diferencia en ntmero de las particulas de didmetro cntre 30-50 A observadas
dependiendo de 1a posicidn de la muestra con respecto al campo {mas abundantc
bajo el electo del campo perpendicular), pucde corresponder también a diferencia
de los planes de fracturas, como se ha analizado anteriormente.

Por su tamafio puede corresponder a las sub-unidades de la molécuia de hemoglo:
bina; sin embargo, llama la atencién que sean mds que cuatro las particulas
pequedias que forman parte de las mayores. Esto puede hacernos pensar que nuestras
imagenes no sean moléculas de Hh con sus cuatro subunidades. La repreducibilidad
de los resultados con el mismo tipo de experiencia {campo perpendicular) favorece
a que no constituya artefacto de preparacién. Estudios posteriores nos ayudaran a
dilucidar este problema.

Se puede concluir que hubo evidencias diferenciales en el ordenamiento de las
particulas intracitoplasméticas dependiente de la direccidén del campeo. Hecho que
constituye una prueba bastante concluyente que son moléculas de hemoglobina.
Quedando por determinar en estudios posteriores la presncia de las pequefias par-
tleulas (30-50 A) reagrupadas en mayor o menor grado observadas bajo el efecto
del campo perpendicular. Aquellas particulas asociadas a la membrana plasmatica,
no sufrieron cambios evidentes bajo la accién del campo lo que va en favor de que
tengan una naturaleza diferente a la hemoglobina,
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