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PROLOGO .



El éxito espectacular del anflisis de difraccifn de rayos X
en estﬁdios estructurales de alta resolucién de proteinas no ha
sido repetido cuando se aplica a sistemas de membranas. La combi-
nacién del largo periodo de tiempo necesario para obtener un dia-
grama de difraccifn y el alto grado de movilidad de los componen-
tes de las biomembranas conduce a un diagrama correspondiente a
una estructura promediada tanto en el tiempo como en el espacio.
La mayoria de estos estudios han sido confinados o bien a siste-
mas naturales compuestos por conjuntos de membranas o bien empa-
quetamientos artificiales construidos por sedimentacién y deshi-
dratacidn parcial (1), dado gue poseen la ventaja de:concentrar la
radiacién difractada en forma de un tipico espectro de Bragg (2).
En este caso la celdilla unidad que se repite a lo largo del empa-
quetamiento estaria constituida por una membrana cuya anchura es,
por término medio, superior a los 30 R, siendo necesario emplear
técnicas de difraccidén de rayos X a &ngulos bajos.

La regién en el espacio reciproco asociada con difraccién
de rayos X a &ngulos bajos es la correspondiente a espaciados ma-
yores de 30 R, aungque no existe un dato claro para esta limitacién
entre los dos tipos de &ngulos (3). Las técnicas de difraccidn de
rayos X a &ngulos altos dan informacién acerca de la disposicién
atdmica dentro de la celdilla unidad. Esta informacidén se obtiene
a partir de reflexiones con espaciados menores que unos pocos
angstroms. Aungue la difraccién a bajo &ngulo no puede resolver
dtomos, pueden alcanzarse resultados Gtiles acerca de la estruc-
tura de membranas bioldgicas o bicapas lipidicas. Es preciso co-

mentar que, debido a su longitud de onda, la difraccidn de rayos X



es una técnica superior a difraccién de luz visible para investi-
gar en torno al tamafio v forma de moldculas biol&Sgicas. Existe un
buen nimero de publicaciones que desarrollan tanto la naturaleza
tedrica como experimental de la difraccién de rayos X a &ngulos
bajos y su aplicacién a estudios biolbgicos. (4-7).

Ei presente trabajo forma parte de un proyecto de investiga-
cidén financiado por la CAICYT del Ministerio de Educacidn y Cien-
cia y cuyo objetivo es estudiar 1la est&fttura de varios tipos de
membrana por dicha técnica. En particular el sistema objeto de
este trabajo es la bicapa de cerebr&sido, lipido presente en al-
gunas membranas citoplasmiticas (8).

En esta Memoria se desarrollan los pasos dados para eluci-
dar la estructura de dichos lipidos. 'En el capitulo 2 se explican
los fundamentos y procedimientos tedSricos empleados a tal fin. En
el capitulo siguiente se exponen las técnicas experimentales usa-
das para obtener los diagramas de difraccidén correspondientes, ha-
ciendo especial hincapié en los métodos de orientacidén empleados
para conseguir muestras de caracteristicas apropiadas. Los resul-
tados obtenidos asi como la discusidén de los mismos se muestran

en los capitulos 4 y 5, de los cuales se extraen las conclusiones

mencionadas en el capitulo 6.
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1. INTRODUCCION



El modelo generalmente admitido para explicar la estructura
de la membrana celular fue propuesto por Dawson y Danielli en
1935(1) . Dicho modelo consiste en un esqueleto formado por una
bicapa lipidica en el cual se insertan las distintas proteinas
que dan caracteristicas especiales a cada biomembrana. Gracias al
caricter amfifilico de las moléculas de lipido, la membrana celu-
lar constituye una barrera muy eficaz de separacidn entre dos me-
dios distintos, permiti&éndose sin embargo, el paso de ciertas
sustancias de un medio a otro a través de ella. En la figura 1.1
se presenta la estructura anteriormente expuesta.

Este modelo hipotético, que tebricamente explica multitud
de fenSmenos a nivel celular y molecular de los cuales es respon-
sable la membrana, ha sido verificado experimentalmente empleando
técnicas de microscopia electrdnica y difraccidén de Rayos X(2-4).
Sin embargo un estudio mds profundo de la estructura intima de
las membranas se hace necesario para conocer con mayor precisidn
aguellos procesos. Las membranas no son estructuras estdticas
sino, por el contrario, sus‘moléculas presentan una cierta movi-
lidad y aparecen generalmente en disposiciones que no estédn to-
talmente ordenadas, distantes de lo que se entiende por cristal
perfecto. Por ello se presenta sumamente complicado abordar di-
rectamente el estudio estructural de estos complejos lipoproté&i-
cos mediante difraccidén de Rayos X.

Esta situacidn puede verse simplificada notablemente tra-
tando por separado la cuestidn concerniente a la estructura del
esqueleto lipidico y, en un paso posterior, completar la informa-

cién insertando las distintas proteinas en dicha estructura. Un



buen nidmero de investigaciones han sido llevadas a cabo respecto
al primer proceso, centrindose dichos estudios en la estructura
que presentan bicapas de fosfolipidos, componente lipidico mayo-
¥itario en biomembranas. Para ello ha sido necesario formar un
pseudo-cristal constituldo por empaquetamiento de bicapas lipidi-
cas, el cual difracta coherentemente la radiacién X(5-7). Sin em-
bargo, dado que la celdilla unidad tiene en estos casos una di-
mensidn superior a 30 R, considerado en difraccidn de rayos X co-
mo limite entre &ngulos altos y dngulos bajos, se hace preciso
emplear técnicas de difraccidn de rayos X a bajo &ngulo (SAXS).
Aunque la precisidén con la gue se pueden obtener datos por dichas
t&cnicas es incapaz de resolver &tomos, un adecuado tratamiento
tedSrico puede proporcionar resultados Gtiles, tal como se expli-
card en la siguiente seccidn. Una visidn esquemidtica de un empa-
guetamiento frente a la difraccidn de rayos X es mostrada en la
figura 2.1 de la siguiente seccidn.

Esta misma idea de formar un pseudocristal en la forma des-
crita fue aplicada por diversos autores a ciertos tipos de membra-
nas: mielina del nervio (8), fibra de coldgeno (9), membrana de
eritrocito (10) y otras, alcanzidndose resultados bastante incom-
pletos dada la poca cantidad de reflexiones obtenidas.

Aparée del énfasis con el que se ha pvrofundizado en el estu-
dio estructural de fosfolipidos en bicapas, es necesario mencio-
nar la poca atencidn dedicada a otros lipidos componentes de mem-—
branas que, aunque minoritarios, confieren propiedades importan-
tes a aquellas. En particular es interesante el caso de los cere-

brb6sidos, presentes en membranas de células de cerebro (11,12) y



frecuentemente relacionados con propiedades antigénicas (13). Los
cerebrdsidos son un tipo especial de glicoesfingolipido con un
componente lipofilico conocido como ceramida, el cual es un &cido
graso de cadena larga unido a través de un enlace amido con una
molécula de una base de cadena larga denominada esfingosina, com-
pletado con un residuo carbohidratado (galactosa) (14). Su cons-
titucién gquimica se ilustra en la figura 1.2. En el buey asi como
en el cerebro humano la longitud de la cadena de dcido graso de
la molécula de cerebrSsido puede variar entre 14 y 27 &tomos de
carbono (11, 12). Los estudios que se han realizado sobre cere-
brésidos mediante difraccién de rayos X se han limitadd hasta
ahora al andlisis de largos espaciados de fases cristalinas para
muestras naturales con s&8lo una cadena de tipo parafinico (15) y
para productos sinté&ticos (16) en los cuales se presehtan dos ca-
denas pero de igual longitud. Cabe destacar, sin embargo, los tra-
bajos realizados para elucidar mediante an&lisis de SAXS la es-
trﬁctura de Frenosina y Cerasina, dos constituyentes principales
del cerebr&Ssido natural (17, 18). En sendos estudios no se pudie-
ron conseguir muestras orientadas por 1o que los resultados obte-
nidos son algo incompletos. Asi pues, el objetivo principal del
presente trabajo es extraer informacidn estructural lo mas comple-
ta posible mediante SAXS, siendo necesaria la preparacidn previa
de muestras orientadas de dichos compuestos. Dicha informacidn
estd constituida por el perfil de densidad electrdnica de la bi-
capa lipidica o proyeccién de densidad electrénica segin el eje
de empaquetamiento, ya que este empaquetamiento de bicapas puede

ser considerado frente a la difraccidén de rayos X como un cristal
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unidimensional cuya celdilla unidad es, precisamente, la bicapa
lipidica.

Dado que dicho empaquetamiento no forma un cristal perfecto,
es necesario tener en cuenta las distorsiones presentes en el mis-
mo para un adecuado tratamiento del problema. En este sentido,
Hosemann y Bagchi (19) ofrecen una descripcidn exhaustiva de es-
tos estados de la materia de orden intermedio a los cuales denomi-
naron "paracristales". Definen dos clases de desorden: desorden de
primera especie referido a sistemas en los cuales se mantiene el
orden a largo alcance comc en el caso de vibraciones té&rmicas en
un cristal, y desorden de segunda especie o0 paracristales, en los
cuales se pierde el orden a largo alcance quedando s&lo orden a
corto alcance. El concepto de desorden laminar de segunda especie
asociado al empaquetamiento parece el tratamiento adecuado para
describir el apilamiento de membranas. Las fluctuaciones paracris-
talinas que ocurren en la membrana y en los apilamientos de mem-
branas ofrecen una explicacidn satisfactoria de observaciones rea-
lizadas en el diagrama de difraccidn como son la disminucidn de
la intensidad y aumento de la anchura integral de las reflexiones

a medida gue aumenta el espaciado.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS



2.1. ANALISIS DE LOS DIAGRAMAS DE DIFRACCION DE RAYOS X DE BICAPAS

LIPIDICAS

El empaquetamiento de bicapas lipidicas puede ser conside-
rado un cristal unidimensional en la direccidn de apilamiento,
cuya celdilla unidad corresponderia, generalmente, a una bicapa
(fig. 2.1).

Este sistema es susceptible de ser estudiado mediante té&c-
nicas de difraccién de Rayos X. La distribucidn periddica de den-
sidad electrdnica a lo largo del eje de apilamiento, conocida con
el nombre de perfil de densidad electrdnica, es la responsable de
la difraccidn de Rayos X. Dado que las dimensiones de la celdilla
unidad son tipicamente 40~70 8, es mids aconsejable considerar, en
este caso, radiacidén difractada a bajos dngulos, para los cuales
se pueden resolver estas dimensiones. La informacidn estructural
obtenida con estas té&cnicas es mds completa si el empagquetamiento
de membranas posee un alto grado de orientacidn.

El andlisis de estructuras mediante difraccidn a bajos &n-
gulos de este tipo de objetos difractados comporta dificultades
adicionales sobre té&cnicas de difraccidn de Rayos X convenciona-
les, pues la informacidn experimental obtenida suele ser pequeiia,
en circunstancias muy favorables puede obtener un maximo de diez
8rdenes de difraccibén. Sin embargo, los resultados obtenidos con
estos métodos concuerdan satisfactoriamente con los procedentes

de otras técnicas.
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2.1.1. Descripcidn del objeto difractante

El sistema difractante puede ser f&cilmente definido en
términos matemdticos. Tres funciones matemdticas bastan para des-
cribir las caracteristicas esenciales del sistema: "motivo", "ta-

u('T)

mafio" y "forma ,.tal como. se muestra en la figura 2.2.

La funcidn que determina la secuencia del motivo en el em-
paquetamiento Z(x), puede ser definida como una secuencia de
funciones puntuales:

2]

Z(x) = )  &(x - nL) [1]
N==c»
donde §(x) =2 0 para x 2 0 y J_: §(x) dx = 1 siendo L la constante
de red.
La funcidén que limita el tamafio del empaquetamiento o la
extensidn de la proyeccidn de la densidad electrdnica, S(x), se

define como:

=1 (x) £ D/2

S (x) {2[

0 resto

Por Gltimo la funcidn que describe el perfil de densidad
electrdnica del motivo individual Qo'puede.ser deducida de la

siguiente forma:
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Zo(x) para (-Lo/2) $ x s (¥LO/2)
2 (x) 3]

0 resto

i

donde LO es. el espesor del motivo y lo(x) funcidn centrosimétrica.

Partiendo de estas consideraciones, se puede construir el
perfil de densidad electrdnica del elemento difractante L(x) con
el procedimiento que se describe a continuacidén y que también se
muestra graficamente en la figura 2.2.

El primer paso consiste en limitar la secuencia infinita de
puntos, red infinita, a una secuencia finita delimitada por el ta-
mafio del cristal monodimensional. Esto representa matematicamente
el producto Z(x)-S(x) (fig.2.2).

En el siguiente punto se obtiene el perfil de densidad elec-
trénica del empaquetamiento de bicapas mediante la convolucidn del
perfil motivo representadc por 20 con la secuencia finita de pun-
tos de la red definida por el producto Z(x) -S(x) reproduciéndose

el motivo 20 alrededor de cada uno de estos puntos. Asi pues,
2(x) = & (x) * (Z(x)-S(x)) l4]

El simbolo * representa la operacidn de convolucidn que, te-
niendo en cuenta una sola dimensidn queda definida de la siguiente

forma:

f(x) * g(x) = jf(x') g(x-x"')dx' [5[

donde f(x) y g(x) son dos funciones unidimensionales.



2.1.2. Amplitud de la onda difractada

En el proceso de difraccidn cada punto mé&sico se comporta
como una fuente de ondas difractadas. Estas ondas procedentes de
los distintos elementos difractantes interfieren entre siI con lo
cual la amplitud total estd dada por la suma de las amplitudes
individuales procedentes de cada punto. En el caso de N centros de

scattering se tiene:

A(b)

1
" ~12

2(xn) exp (-2wib xn) [6[

n=1

Si la distribucidn de densidad electrfnica es continua en-

tonces el sumatorio se transforma en la integral sobre el volumen

del objeto difractante:

A(b) = 2(X) exp(-27i bx)dv [7]
L V(x)

Esta integral es conocida como la transformada de Fourier

de la distribucidn de densidad electrdnica. En adelante se emplea-

ra el simbolo F:para describir la operacidn transformada de Fourier.

Por tanto:

A(b) = Fﬁ(x) 8

El vector B se define del siguiente modo: en la figura 2.3
el vector Ko determina la direccidn del haz de rayos X incidente.

?
K es el vector unidad determinante de la direccidn de los rayos X



ko? direccion del
— haz difractado
~Ko/ 2

direccion del
haz incidente



difractados. El vector x define la posicidén de los puntos de scat-
tering O y P. La diferencia de camino entre los haces difractados

en O y P serd (K.%x - Eo?§) siendo la diferencia de fases entre am-
bas (2w/x)§(§-§o) {en el caso de fenfmenos de difraccidn coherente
solo son consideradas diferencias de fase segln el camino recorri-

do) . El vector b viene entonces dado por:
B = (K - X))/ lo|

La diferencia de fase serd pues Qﬂg—z.

Por otro lado el modulo del vector b es [bl = 2 sen6/X Qque,
para el caso en el que se considera difraccidén a bajos &ngulos,
se simplifica resultando |b| = 26/A, donde 26 es el &ngulo de di-
fraccién y A la longitud de onda de la radiacidn x empleada.

La amplitud de la onda difractada por un empaquetamiento de
bicapas puede ser ahora definido sobre la base de las tres funcio-
nes que describen la distribucidn de densidad electrdnica en el

objeto. Reemplazando 2(x) en [8{ por su. valor dado en [4{ obtene-

mos:
A(b) = F{Qo(x) (2 (%) -S(x))} |10]

Teniendo en cuenta los teoremas de convolucidn de la trans-

formada de Fourier siguientes:

{£(x)*g(x)} = Ff(x).Fg(x) [11]



{£(x) .g(x)} =F’f(x)*§:g(x) hzl
La integral |10l se puede evaluar:
A(b) = on(x).F‘S(x)*FZ(x) l13]

obteniéndose finalmente una expresidn para la amplitud de la onda
difractada en funcidn de las transformadas de Fourier de las tres
funciones lo(x), S(x), 2(x); que pueden ser denominadas del si-
guiente modo:

F(b): amplitud de una celdilla unidad

TR
w =
—~ 0

x Lo
.
] 1]

S(b): amplitud de forma

RS
[N]
¥
]

Z(b): amplitud de red

resultandc finalmente:

A(b) = F(b){ S(b)*2(b)} ‘ [14]

Asi pues, hemos obtenido una representacidn de la amplitud
total de difraccidén que es ilustrativa a la hora de elucidar dos
puntos esenciales: (a) la difraccidn por una celdilla unidad in-
terviene en la amplitud total como un factor, esto es, define la
intensidad relativa de las reflexiones, y (b) la contribucién del
tamafio del cristal y la periodicidad en el mismo, a la amplitud
total viene dado por el producto de convolucidn de sus respectivas
transformada de Fourier, en otras palabras, el tamafio del cristal
determina la anchura de las reflexiones y la periodicidad el espa-

ciado entre ellas.



La intensidad de la onda difractada esta directamente rela-

cionada con el cuadrado del modulo de la amplitud y por tanto:
I = |am|? = [Fo)|?|sb)*z®m) |? |15]

En la figura 2.4 ée muestra gri&ficamente el anterior desa-
rrollo aplicado al caso de un empaguetamiento de tres léminas,
modelo primitivo de empaquetamiento de bicapas lipidicas.

La proyeccidn de la densidad electrbnica, en este caso es-
pecial es representado por una secuencia de tres funciones-caja
caracterizadas por los pardmetros Lo’ tamafio de una l&mina; L,
tamafio de la celdilla unidad y D, grosor del paquete de laminas.
Esta distribucidn produce un diagrama de difraccidn de rayos-X
que es registrado en el f£ilm como'[A(b)[z.

Es preciso resaltar que la periodicidad dentro del empaque-
tamiento puede ser determinada directamente por el espaciado de

las reflexiones de acuerdo con la expresidn n/L = 2 senf/)X, donde

n es el orden de la reflexibn.

2.1.3. Formalismo de la funcién de Patterson

El resultado final que se pretende alcanzar cuando se em-
plean técnicas de difraccidn de rayos-X es el perfil de densidad
electrdnica del elemento difractante. Esta informacidn puede ser
obtenida mediante la transformada de Fourier inversa de la ampli-

tud de la onda difractada A(b) segin LB[:



o /Lo
S (x) S(h)
F——)—
5
Z(x) Z(b)
-t /L b
A
M /\ /\ /\ /\ Z(b)* S (b)
U U U U\ b
A
/] Ab) = F®)[ Z(b) #Scb) ]
HIVAN i
A 5
T Tcby= A |
) |
AN >




2(x) =" a(p) | 16]

En la practica este procedimiento es muy complicado puesto
que experimentalmente solo se pueden registrar intensidades y no

amplitudes:

Ib) = |ab) |2 = amIa*m) = [am) |e*®|am) |ei? |17]

Esto significa que la informacidn acerca de la fase ei¢ se
pierda ya que UGnicamente se registra el mddulo lA(b)l.

Existen dos formas de solucionar este problema: a) reencon-
trar las fases mediante alguna té&cnica adicional (hinchamiento de
la celdilla unidad, marcado con atomos pesados, ...) & b) calcu-
lando la distribucidén de densidad electrdnica a través de la fun-
cién de Patterson, Q(x).

El primer punto puede ser atacado en algunos casos especia-
les, si bien en el campo de biomembranas no muestra ser muy apro-
piado por las dificultades experimentales que conlleva, ademids de
causar una posible alteracidén de la estructura a estudiar.

En el segundo sistema se evita el problema de la fase via
una transformacidén de Fourier directa sobre la misma distribucién
de intensidad. Esta transformada de Fourier se denomina funcidn

de Patterson y se define del siguiente modo:
Q (x) =F‘11(b) =)C“[A<b).A*(b) | | 18]

Teniendo en cuenta L8[ y aplicando los teoremas de convolu-



cidbn de la transformada de Fourier, obtenemos:

Q(x)

1l

(FTam) 1 f A% (o)}

(P71 e 200} = L) *2-x) |19]

Este producto de convolucidn de una funcidén con su imagen

especular, se denomina cuadrado de convolucidn:

2

I~

Q(x) = 2(x)*L(-x) = &(x) |20]
Se puede sustituir 2(x) por su valor en [4! obteniéndose:
0(x) = |2 (x)x|2(x).5(x)||#]2 (=x) x|z (-x).5(=x) || 121]

En un producto de convolucidn de varios miembros la secuen-

cia de operaciones puede ser intercambiada:

Q(x)

|2 (x) %8 (=x) | #{Z(x) 8 (x) }* {2 (x) S (-x) }

2 2
EoTx) (S (x) .2 (x) } | 22|

Designando por Qo(x) a la convolucidén cuadrado del motivo

lo(x):

N
Qo (x) = 2 (x) [23]



se obtiene finalmente:

2
N,

Q(x) = 9 (x) * {S(x).2(x)} | 24|

En la figura 2.5 se puede apreciar de forma gr&fica el pro-
ceso de obtencidén de Q(x) a partir de las tres funciones caracte-
risticas del objeto difractante que en el ejemplo expuesto en di-
cha figura consiste en un empaquetamiento de l&minas.

Atendiendo a la definicidn de producto de convolucidn lSl

la relacidn l23[ puede escribirse como:

Q, (x") =yi B (x) .2 (x+x')dx |25]
siendo a la dimensidbn de la celdilla unidad.

Esta expresibfn presenta el balance del producto de densida-
des electrdnicas en los dos extremos de una linea de longitud
fraccionada x'. Evidentemente tendri un valor alto la funcidn [25[
si dentro del periodo a aparecen valores grandes de la densidad
electrdnica separados por una distancia x'. Reciprocamente, si
Qo(x) alcanza un miximo para una separacidn particular, x', es
debido a que,dentro del periodo a sobre el cual se realiza el ba-
lance, existen un par de miaximos en la densidad electrdnica cuyas
localizaciones estdn separadas por este intervalo x'.

Esta relacidn entre la.variacidn de la densidad electrdnica
y la funcidn [251 es 1lustrada por la figura 2.6. La variacidn de

la densidad electrdnica en una celdilla de dimensidn. a viene re-

presentada en la parte 6A. Esta funcidn posee tres miximos nume-
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rados 1, 2 y 3. Entre midximos la densidad electrdnica posee va-

lores despfeciables y estdn separados uno de otro por tres vecto-

res de longitud Xy 27 X3 3 Y Xy 4, asi como sus opuestos Xy, 17

X3 5 ¥ X3 4 Para cada una de estas separaciones el producto de

’ 7

las densidades electrénicas es grande. Asi la funcidn |25l posee

valores altos en 3 puntos, fig. 6B, situados a distancias x' =

X , X Yy X . Para cualquier otra combinacidn de valores de
1,2 2,3 1,3

X, para los cuales no existe un miximo en la densidad elec-

X,
13
trdénica, el producto lo(xi).lo(xj) nunca serd grande y no daré

lugar a maximo en Qo(x ).

i3

Si en la celdilla cristalina existen n dtomos es posible
formar n2 parejas que darian lugar a otros tantos midximos en la
funcidn de Patterson. Las n combinaciones tipo i,i constituyen
una serie de picos que se funden en uno solo centrado en el ori-
gen. Un fendmeno similar ocurre con las combinaciones 1i,j y j,1i
que dan lugar a picos Gnicos en posiciones Xij’ Por tanto el
nimero total de mdximos esperables en la funcidn de Patterson
sera n2—n/2 mds uno centrado en el origen.

Este resultado no es normalmente alcanzable debido a diver-
. sos factores, entre ellos cabe destacar el siguiente: si un vec-
tor ;i+j gue une a los dtomos i,j en el espacio cristalino, es
aproximadamente igual a uno ghk entre &tomos hk; entonces cuando
dichos vectores son transferidos al origen comin en el espacio de
Patterson, resultan practicamente coincidentes y, por tanto, no
pueden ser resueltos.

A pesar de esta circunstancia se puede extraer informacidn

acerca del perfil de densidad electrdnica via funcidén de Patterson



segln el siguiente esquema:
2

~

82:-1 *7S 2

I(b) &= 0(x) &&—=0  (x) =0 (x)

F BT

A la intensidad recogida por el detector, una vez corregida
con los factores necesarios (polarizacidn, Lorentz,...) se le
aplica la transformada de Fourier para obtener la funcidn de
Patterson del sistema difractante. El sigquiente paso consiste, en
extraer el valor de Qo’ funcidn de Patterson del motivo difrac-
tante, de la funcidn Q(x) obtenida mediante la transformada de
Fourier anterior. Esta operacién puede ser realizada siguiendo
varios métodos que serdn descritos en el siguiente epigrafe.

Finalmente el resultado Qo(x), perfil de densidad electrd-
nica de la bicapa 6 motivo difractante, puede alcanzarse emplean-
do algunos métodos de deconvolucidédn apropiados y que serdn des-

critos en la correspondiente seccidn de esta Memoria.

2.1.4. Separacién de la funcidn 0 (x)

Con objeto de obtener el perfil de densidad electrdnica de
la celdilla unidad 20, es preciso tener en cuenta, solamente, va-
lores correspondientes a la mitad derecha de Qo(x), dado que di-
cha funcidn es centrosimétrica.

El célculo de la funcién.Qo(x) a partir de valores de Q(x)
puede realizarse empleando alguno de los métodos que se describen

a continuacidn:



i) Ultimo m&ximo en Q(x). Segln puede apreciarse en la figura 5d

en torno a cada punto del cristal n Ny, Ny, ¥ Qo(x) estan simé-

o’
tricamente convolucionados y que céda periodo de x=0 hasta x=in1
consiste en la suma de QO(XZO) y la imagen especular QO(XSO) de
Qo(x); ademds para xan)Qé(x) es obtenida directamente de Q(x).

En la practica, sin embargo, este rango de la funcibn Q(x)
es el mds inapropiado puesto que los valores de la misma son muy
pequeiios estando afectados por un gran error.

2)

ii) Sustraccidn por imagen especular( .En este procedimiento el
rango x2n, de la funcidn Q(x) es dibujado especularme en torno al
punto n, vy luego sustraido de la funcidn Q en el intervalo
n1§x§n2. Como puede ser visto en la figura 5d, se produce la fun-
cidn Qo(x) pura en ese intervalo. Continuando este procedimiento,
se puede realizar nuevamente dicho tipo de sustraccidn entre los

puntos n_  y n dibujando por simetria especular Qo(x2n1) alrede-

1
dor de n, en el rango xﬁn1 y restando de Q(x).-Usando este método
se puede obtener una funcidn Qo(x) con mis precisidn, suponiendo
que el empaquetamiento forma un cristal unidimensional perfecto,
es decir, la autoconvolucidn [Z(x).S(x)I viene representado por
una serie de deltas de dirac separadas por una distancia periddi-
ca L. Sin embargo, los sistemas formados por empaquetamiento de
bicapas lipidicas suelen presentar diversos tipos y grados de dis-
torsiones, los cuales, serdn analizados posteriormente, y que es
preciso tener en cuenta a la hora de construir la funcidn de red
Z(x) o la funcidn de motivo Zo(x) pues afectan tanto a la longitud

de la celdilla unidad como a la propia dimensidn de la bicapa. En

estos casos el procedimiento descrito anteriormente es inapropia-



do puesto que los puntos.nisobre los cuales se realiza el dibujo
especular se encuentran‘desplazados de sus posiciones ideales en
el cristal afectando al proceso de sustraccidn. Esta situacidn
se agrava a medida que en el empaquetamiento aumenta el nidmero
de elementos difractantes.

iii) Hinchamiento de la celdilla unidad. Este método puesto a
punto por Worthington ( 3) consiste en aumentar la dimensidn de
la celdilla unidad L sin afectar apreciablemente la estructura y
el tamafio de la bicapa lipidica. Esta situacidn se consigue au-
mentando la cantidad de agua en la muestra, elevando conveniente-
mente la humedad relativa del ambiente en el cual estd inmersa
la muestra.

En estas circunstancias las moléculas de agua interaccionan
con los grupos polares constituyentes de las moléculas de lipido
insertdndose en el espacio interlamelar provocando, por tanto, una
separacidn gradual entre bicapas y un aumento de tamafio de la cel-
dilla unidad. E1 objetivo de éste método consiste en alcanzar un
valor L para la celdilla unidad gue sea superior al doble del
tamafio de la bicapa L > 2LO quedando aislada, por tanto, la fun-
cién.QO(x) en cada punto n, .

iv) Separacidn de Q, en el interwvalo néxénl(é‘).

En el intervalo (0,L), la funcidn Q(x) viene definida por:
Q(x) = A Q (x) + B Q_(L-x) |26

siendo A = QO(O) y B = QO(L).

Cualquier funcidén puede representarse como la suma de una



funcidn simétrica y otra antisimétrica:
S A
Q (x) = QJ(x) + Q (x) |27
Los superindices S y A indican funcidén simétrica o antisi-

metrica respectivamente.

De la misma forma tambié&n puede escribirse:
S A
0, (L-x) = QS (L-x) + Q?(L—x) | 28|

Debido a la centrosimetria de la funcién Qo(x) se deduce

que:

QS (x) = Q2 (D-x) |29 |
R = o2 o-x) |30]

Sustituyendo en [30[ estas dos lGltimas expresiones:
S A
QO (L-x) = Q2 (x) - QJ(x) 131]
También es posible formular Qi(x) Yy Qg(x) en términos de
Q(x) y de Q(L-x) que son los datos de partida.

Paia ello efectuamos la suma de Q(x) con Q{(L-x). Teniendo

en cuenta l26|:

Q(x) +Q(L-x) = AQ_ (x) +BQ_ (L-x) +AQ_ (L-x) +BQ_ (x) |32]



y agrupando
Q(x) + Q(L-x) = (A+B)Q_(x) + (A+B)Q_ (L—x) |33]

Con las relaciones l27| N ]31[, l33| se puede reescribir:

0lx) + O(L-x) = 2(A+B)QS(X) + (a+B) (05 (x) -2 (%))
Entonces
B - Qs 00 20
2 (A+B)

Analogamente se puede calcular Qﬁ(x) en funcidén de Q(x) vy

Q(L-x):

Q(x)-Q(L-x)

Aoo(x)+BQO(L—x)—AQO(L—x)—BQO(x)

(A~B)Q_ (x) - (A-B)Q_(L-x) 351

Empleando las relaciones'lZ?[ Yy [31{ dadas para Qo(x) v

Qg (L-x) s
S : : A
Q(x)-Q(L-x) = Q_(x) (A~B-A+B) +2 (A-B) Q_ (x) |36 |
Ay = &zl - 9lLx) 137

2 (A-B)

Finalmente se puede obtener Qo(x) en funcidn de los valores



de Q(x) en el intervalo (0,L) sustituyendo las expresiones |37l Yy

|34| en [27]: -

AQ(x) - BQ(L-x)
Q (x) = |38 |
o AZ-BZ -

Esta relacidn toma valores 1 y 0 en los extremos x=0 y x=L
respectivamente. Esta afirmacifn se puede demostrar calculando
QO(x) dado en 138[ para estos dos valores y teniendo en cuenta el

significado de A y B.

_2(0)0(0) - Q(1)Q(L)
Q(1)%-q (L) ?

]
—

~e

Q,(0) Q,(0)

_ 0(0)Q(L) - 0(L)Q(0)
Q(0) %= (1) 2

Q (L)

|
&
B
1
o

Este sistema de aislar Qo(x) de Q(xX) muestra ser el mds ade-
cuado de los descritos anteriormente. En primer lugar no intervie-
ne la presencia de distorsiones de empaquetamiento dado que solo
se consideran valores de Q(x) en el intervalo (0,L).

Por otro lado, se evita la posibilidad de un cambio estructu-
ral en la bicapa lipidica pues no es necesario manipular experi-

mentalmente las muestras con objeto de aislar Qo(x).

2.1.5. Deconvolucidn de Q_ (x)

El paso final en la consecucidn del perfil de densidad elec-



trénica de la bicapa lipidica consiste en la deconvolucién de la
funcidn Qo(x).

En la bibliografia (4.-56.) aparecen descritos distintos méto-
dos de deconvolucidn aplicados a casos de empaquetamiento de mem-
branas biolégicas; bicapas lipidicas © l&minas; siendo los dos
dltimos los md&s apropiados en la resolucidn del presente problema.
A continuacidn se exponen dichos métodos:

i) Deconvolucién analitica de Fourier.

Este método desarrollado por Pape (' 5) estd basado en la im-
portante propiedad de centrosimetria que posee zo(x). A causa de
esta cualidad Qo(x) puede ser representada por una serie limitada

de cosenos:
. N _
IO(X) = a_. + Z a, cosK x ; -8 X S 4] {39[

Siempre es posible transformar la longitud L, de la celdilla
unidad en el intervalo (-M,M) por la transformacidén sencilla:
X = §.2M/LO. El correspondiente cuadrado de convolucidn Qo(x)
(también centrosimétrico) o, mas exactamente, su mitad derecha,
estd definida por:
+
Q (%) = SR (x") 2 (x'=x)dx' ;0 S x s 27T |40
~T+x
Esta integral puede ser facilmente calculada insertando Zo(x)

dado en,139[ en el valor de Qq dado en [401. El resultado es:



N
:

2 .
Q_(x) = aZ (2M=-x) +
o o k=1

(aﬁ/Z){(ZM—x)coskx - (senkx/k) }+

N : .
o senkx  § |(=1)*"%n/ (n% k%) | |41 ]

v N
+ z 2ka
=1 n=0

k
Esta Qo(x) también puede ser representada por una serie de
Fourier:

. N _
Qp(x) =C =+ k21 (C cosKx + d; senkx) l42]

El problema de resolver la ecuacidn integral [401 para Zo(x)
queda ahora transformado en la cuestidn de calcular los coeficien-
tes coseno de Fourier ay de lo(x) deseados a partir de los coefi-
cientes de Fourier Ck' dk de Qo(x) dados experimentalmente.

Este nuevo problema puede ser tratado en la forma siguiente:
Los coeficientes coseno de Fourier Ck de Qo(x) vienen definidos

por:

2n
c, = 1/n ‘X Q (x)coskx dx ; k = 0,1,2...N |43
o

En un primer paso se obtienen los valores absolutos de los
coeficientes coseno de Fourier ay de Qo(x), sustituyendo la Qo(x)'
calculada como una funcidn de los a (ecuacidn L41[) en la ecua-

cidén [431 e integrando:

- 1/20 a k = 1,2,...N |a4]

Kk H

~
i



De esta forma los wvalores absolutos de los (N%1) coeficientes

a, de Qo(x).

k
El segundo paso consiste en la determinacidn de los signos de
dichos coeficientes a, mediante un sistema de ecuaciones lineales

generados a través de los coeficientes seno de Fourier dk; los

cuales pueden calcularse segin la siguiente expresidn:

AR
dk = 1/rxgo Qo(x) senkKx dx [45!

Insertando 141[ en [45[ obtenemos:

N |
a, = (2a2/k)-(af/ak)- ) |kal/(@PkP) ]| +

n=1
nzk
- B k+n,, 2 2
+ V1 lkaa (-1*"/ (n%x?) | | 46|
n_=0
nzk
Si introducimos los signos Sk de los coeficientes ap de lo(x)
por:
a, = S la |-

Podemos transformar la ecuacidn [46{ en un sistema de ecua-
ciones lineales para la determinacidén de N signos.

El signo de coeficiente (N¥1), sea por ejemplo agr siempre
puede ser escogidoindependientermente ya que un cambio completo
de todos los signos no altera la funcién.Qo. La razdn para ello

es que tanto £_(x) como -Qo(x) tienen la misma funcidn Q.



El sistema de ecuaciones lineales quedaria formado por:

2 ¥ n 2 .2, =
a /k®= } [ (-n"|a ls /(n®-k%) |-4, [a, [8,; K=1,2...8  [47]

© n=1
nzk

~

donde dk estd relacionado con-dk en la siguiente forma:

N
- 2,,2°.2,..2 2, .2
dk=ldk/2k—ao/k +ap /8k ‘- nz1an/2(x
nzk

-n?) | (-1 */al |as |

El resultado, la solucién Zo(x) deseada, es generada en la

forma:

0 49|

n
»
1A

. N
lo(x) = lao[+ kz1laklsk cos kx; -

que en el intervalo {-LO/Z $ X S #LO/Z} se transforma en:

lak[Sk cos 2rkx/Lg |50]

=
0
0
o
(o]
+
I~

1

Como puede desprenderse del anterior tratamiento este méto-
do determina, de una forma directa y sin iteraciones, el perfil
de la densidad electrdnico de una bicapa lipidica a partir de
unos valores experimentales de Qo(x).

Sin embargo, la presencia de distorsiones dentro de la cel-
dilla unidad modifica en cierta cuantia la estructura de la bica-
pa lipidica, rompiendo parcialmente la centrosimetria de'zo(x),
condicidn por lo demas indispensable para la aplicacidn adecuada
de este método. La existencia de este tipo de distorsiones queda

de manifiesto en la representacidn grdfica de Qo(x) por una sua-



vizacidén en la parte mis externa del perfil de dicha funcidn.
Esta cuestidn serd abordada posteriormente.
ii) Deconvolucién por minimos cuadrados ( 6').

Este método consiste en un proceso de optimizacidén de un
modelo propuesto para la Qo(x) mediante un ajuste por minimos
cuadrados no lineales con datos de Qo(x).

El perfil de densidad electrbnica de una bicapa lo(x) puede
descomponerse en el perfil de una monocapa Rm(x) Yy su imagen es-
pecular Zm(—x) = &__(x) (fig.2.7).

m

De acuerdo con la figura 2.7, se puede distinguir entre L1,
distancia al vecino mas cercano dentro de la celdilla unidad y
L2, distancia al vecino mis prdximo entre dos bicapas. Ambas mag-
nitudes pueden venir afectadas por distorsiones de distinto tipo
que provocan desviaciones del. valor medio del espaciado. Ademas
se supone que estas variaciones pueden ser gobernadas por funcio-
nes de distribucidén estadistica HT(X) Yy Hz(x) respectivamente.
Por tanto, teniendo en cuenta dichas distorsiones, se puede

descomponer la distribucién de densidad zo(x) de la siguiente for-

ma:

El simbolo » representa la operacidén de convolucidn defini-
da anteriormente [5[.
Dado que, Q (x) es el cuadrado de’'convolucién de 2, (x) [23]

cuyo. valor estd dado en LST[, resulta:



-eje de

empaquetamient




Q (%) =| 2 (x)+2__ (%) #H (x=L,) |« |2 (x)+2_ (x)4H, (x-L) | |52]

Atendiendo a las propiedades asociativa y distributiva del

producto de convolucidn y teniendo en cuanta las siguientes defi-

niciones:
Qm= Q’m* 2_m
le = Q,m * £
Qu2 = Yip * *n

Se puede escribir la expresidn |52[ en funcidn de Qm’ Qm1

Y Qm2:
0 (%) = 20_(x) + qu(x)*Hl(fo1)¥Qm2(x)fH1(x—L1) |53]

En esta expresién la funcibn Hl(x-L1) da cuenta de las dis-
torsiones que se producen en el interior de la celdilla unidad
que como ya se expuso anteriormente, modifican en cierto grado
la forma de la funcidn Qo(x).

En el caso menos general en el cual no se presentan distor-
siones de esta especie se puede sustituir la funcidn de distribu-
cidn estadistica H1(x—L1) por una funcidn delta de Dirac d(x—LT)

con lo cual la expresidn [53L resultaria:

Qo (%) =20 (%) +Qp 1 (%) 8 (x-L ) +Q , (%) %8 (x-L,) |54]



El objetivo pues, queda reducido a calcular el perfil de
densidad electrdnica de una monocapa lm(x). Este método consiste
en elaborar un modelo inicial para lm(x) evaluando posteriormente
Qo(x) segin la expresidn l53[. Este resultado se compara con los
valores Qo(x) obtenidos experimentalmente empleando un método de
minimos cuadrados no lineales que refina el conjunto de parime-
tros inicialmente utilizados en la elaboracidn de Zm(x).

En este modelo de Qm(x) se representa como una suma de NO

gaussianas de la misma anchura:

N

e
L (x) = k21 A expl—c(x—xk)zl

|55]
donde Ak' amplitud; c, anchura y Xy centro de la gaussiana.

También se puede generar la funcidén de distribucibén de dis-

tancia H1(x) por una gaussiana:
Hy(x) = (c,/m %> expl-c, (x-1,)?] |56 |

El motivo de escoger funciones gaussianas para describir
ambas funciones estd en la propiedad que poseen dichas funciones
de transformarse en otras gaussianas cuando se aplica entre ellas
la operacidn de convolucidn.

AsI pues; todos los términos en ecuaciones [53[ v |54] se
calculan fé&cilmente como polincmios de convolucidn de funciones

gaussianas:

No Yo ,
QmKX)=Waii1 L A.A exp{—O.Sc[x-(xi—xk)l } |57]



NO N

o
Q4 (x)=W, § ) 2;A exp{-0.5c|x+(x;+x,) |“} |s8 |

i=1 k=1
donde W_ = (M/2c)0'5. El segundo t&rmino en la ecuacidn [53| pue-

de calcularse por la convolucién adicional de 158[ con H1(x).

N
o} O .
QmT(X)*H1(X)=WaWHQ 121 kZ1AiAk exp{-lcc1/(c+2c1)l
|3+ (x 4%, ) <L | 21 [59]
donde Wy, = |o /(c,+0.5¢) %%,

E identicamente con el término sz(x)*Hz(x).

El uso de gaussianas de anchuras diferentes en Qm no tiene
efecto significante en el grado de acuerdo entre las funciones
experimentalmente observadas y las sintetizadas (6 ). Por tanto,
es conveniente usar solamente gaussianas de la misma anchura con
objeto de reducir el nlimero de parametros.

1 L1 se

calculan las cantidades Qm’ H1, le Yy Qm2 y la expresidn comple-

Con un conjunto inicial de parametros Ai' X., ¢, ¢

i
ta,para.QO(x) de acuerdo con 153l. El resultado es comparado con
la funcibn Qo(x) obtenida experimentalmente. En un subsiguiente
proceso de refinamiento por minimos cuadrados ( 7 ) son variados
los pardmetros que describen las gaussianas lm(x) v H1(x) hasta
que las diferencias entre Qg s exp(Qo(x) experimental) y Qo(x)
recalculado sean minimas. La solucidn Qm gue da el mejor acuerdo

entre Q Yy Q serd considerada la correcta.

0,exp o,recalc.

Para cuantificar la extensidn de esta concordancia, diver-



sos autores (6, 8.) definen los siguientes pardmetros:

2
N Jo, . (x) -Q -(x)]
RQ - 21 exp ' 'm mod 2m IGOI
= IQexp(xm)l
§
2
o . D=1 !Qexp(xm) B Qmod(xm)l I61l

N

donde N representa el nimero de valores de la funcidn Qo(x) toma-
dos en un conjunto discreto de puntos equidistantes a lo largo
del eje X.

La principal ventaja que posee este método es, como ya se
menciocnd anteriormente, la consideracién de distorsiones en el
empaquetamiento, que reproduce con mayor verosimilitud la situa-
cidn real en dicho empaquetamiento. Sin embargo, los valores fina-
les de Zm(x) dependen notablemente de la forma que posea la fun-
cién Qo(x) experimental. Esto es, si la Qo(x) de entrada no tie-
ne buena resolucidn, entonces existe mds de un posible conijunto
de. valores para Zm(x) que puede ajustar bastante bien Q

o,recalc.

aQ . Este punto se. volverd a tratar mads extensamente a la

o,teor.

hora de analizar los resultados obtenidos con dicho método para

los compuestos estudiados en este trabajo.

2.71.6. Infiuencia del término de orden cerd de I(b) en Ia funcién

Q:(x).

La distribucidn de intensidad I(b) no puede ser registrada



a angulo cero y su vecindad debido al grosor finito del haz de
rayos X v a la difraccidn intrinseca del sistema de colimacidn
(fig. 2.8a). Solamente la parte externa del pico de orden cero
es accesible. Para Cdlculos de la funcidn Q(x) por transformada
de Fourier de la distribucifn de intensidad, la intensidad per-
dida del pico de onda cero tiene que ser cancelada completamente
0 bien evaluada por extrapolacibén. En el primer proceso la dis-
tribucidn real de densidad electrdnica con respecto a sus alre-
dedores puede ser encontrada en principio; en el segundo trata-
miento, sin embargo, solamente resulta la modulacidén de la den-
sidad electrdnica dentro del cristal. Estas relaciones pueden
ser explicadas del siguiente modo:

Solamente las regiones de densidad electrdnica que difieren
en dicho valor del entorno en el que se encuentran embebidas con-
tribuyen a la difraccidn. Por tanto, las funciones & (x) y 2(x)
deberiamos designarlas como AL(x) y AKO(X).

La funcidn Alo(x) describe pues la diferencia en la distri-
bucidn de densidad electrdnica del sistema lamelar y su entorno.
Este incremento puede descomponerse en dos partes: la media de la
diferencia de densidad electrdnica entre el sistema lamelar y sus
alrededores (2 = constante) por un lado y la modulacién de dicha

densidad electrdnica con respecto a esa media (fig. 2.8b).

AL (x) = AT + 42" (x) l62]

Simplificando la nomenclatura, podemos escribir nuevamente:



Ol

i




2(x) = % + 2'(x) - |e3]
En este caso la amplitud de la onda difractada seria:

A@):Flzm)l=ﬁﬂz; Lt (x) | |64 |

En esta expresidn % es, salvo un factor constante, idéntico

a S(x):
T = c.S(x) |65]
Por otro lado:
2U(x) = 2l(x) « [Z(x)-50x) | |66

Sustituyendo |65]| y 166[ en 164[:

A(b) =§5{c.5(x) sl () e ]2 -5 () |} l67]

A(b) = s_(b)_ + F'(b)[z2()+s(b)| [68]

En esta expresidn F'(b) = 0 para b = 0, es decir, en las
proximidades de 9 = 0 la amplitud es igual a SC (b)O &, en otras

palabras, a la difraccidn debida a la densidad electrdnica media
Z.

Si se precisa incluir el pico de orden cero en el problema,



la distribucidn de intensidad para la reflexidn de orden cero

debe ser extrapolada avéngulo cero. En este caso se obtiene la
distribucién total de densidad electrdnica &(x), resultando una
pequefia incertidumbre concerniente al valor de 1 que en muchos

casos carece de importancia.

2.2. DISTORSIONES EN EL OBJETO DIFRACTANTE

Dado que el empaquetamiento de bicapas no forma un cristal
perfecto, es preciso considerar los distintos tipos de distorsio-
nes que aparecen en dicho sistema. Por un lado existen perturba-
ciones debidas al propio empaquetamiento de bicapas, y por otra
parte, tenemos distorsiones producidas en la misma bicapa o en
la propia celdilla unidad. Ambos tipos son descritos a continua-

cidén.

2.2.1. Distorsiones en el empaquetamiento

Se discuten principalmente dos clases de distorsiones (9 ).
En sistemas con distorsiones de primera clase, se mantiene un or-
den de largo alcance de la celdilla unidad a lo largo del empa-
gquetamiento. Los puntos de la red sufren desviaciones estadisti-
cas en torno a las posiciones de equilibrio. En sistemas con dis-
torsiones de segunda especie solo. se encuentra un orden a corto

alcance para los puntos de la red. La probabilidad de encontrar



un punto vecino de la red viene dado en este caso por una funcidn
de distribucidn para las distancias. Las funciones Q(x) para los
dos tipos de sistemas son bastante distintas.

i) Distorisiones de primera especie.

Las oscilaciones térmicas de los &tomos alrededor de sus
posiciohes en el cristal son consideradas distorsiones de este
tipo. Por simplicidad, tomemos la probabilidad de encontrar una
celdilla unidad en un cierto entorno de su verdadera posicidn

por una gaussiana:

H(x) = k explc(x - nf)zl |69
donde

k = (2MA2)_% , L = =zxH(x)dx, c = %Az
vy A es la desviacidn standard definida por A2 = (x—nﬁ)z. Esta

funcidn de distribucidn es, en el casc de distorsiones de prime-
ra clase, idéntica para todos los. vecinos independientemente del
orden.

La funcidn Q(x) completa se puede escribir pues:
Q(x) =0, (%) %8 (x-0) +Q_ () xH (xL) +Q_ (x) #H (x+2L) +. . . |70]

o expresada en la forma del producto de convolucidn de Qo(x) Y

el producto de convolucidn de la red:



Qx) = Q_(x)*Z" (x)

donde

2% (x) = N§(x-0)+ N§1(N—n)H(xinf) ] : |71

n=1

El efecto de distorsiones de primera especie en la funcidn
Q(x) se traduce como una convolucién de las funcicnes Q (x), cen-
tradas en puntos x = tnﬁ (n=1;2,...N) con la funcidén de distribu-
cidén H(x). Solamente la funcidn Qo(x) centrada en el origen per-
manece inalterada (fig.9).

Como puede observarse en la figura 2.9, la altura de los
picos de orden n=1,2,...N estd reducida por un factor determinado
por la anchura estadistica existente en el sistema. Dicha anchura
es, ademds, idéntica para todos los picos. Dado que los picos son
también simétricos en cada punto de la red en la funcidn Q(x), se
puede aislar cuantitativamente la funcidn Qo(x) convclucionada
en torno a §(x-0) por sustraccibdn por imagen especular ( 2.), como
ya se explicd en un punto anterior.

ii) Distorsiones de segunda especie.

Para entender bien este tipo de distorsiones es necesario
realizar previamente algunas consideraciones sobre el estado pa-
racristalino.

La mayoria de los polimeros bioldgicos y artificiales pre;
sentan un comportamiento intermedio entre un ordenamiento tridi-
mensional presente en los cirstales y un desorden total como el

gue poseen los sistemas amorfos. Este estado intermedio que deno-



| 2+H0x+1)

FIG.



minado "paracristalinidad" por primera vez por Hosemann (10) en
1950.

En este caso se mantiene el concepto de red pero no existe
orden a largo alcance. Las dimensiones de la celdilla unidad va-
rian estadisticamente de una celdilla a otra como puede observar-
se en la figura 2.10, para el caso de redes monodimensionales/
bidimensionales y tridimensionales.

X

. 2 2
Definiendo 4 ;. , = (ankz - ankz

representa la separacién paracristalina de una familia de planos

como la fluctuacidn que

caracterizada por una distancia promedio, dnkz’ la fluctuacién
entre el primer planoc y el planb n+1 viene definida por:

(A L

hke'n = Zhke (P [72]

Las fluctuaciones estadisticas entre planos reticulares au-
mentan con la raiz cuadrada del niGmero de planos, perdiéndose el
orden de largo alcance. Estas distorsiones de la red cristalina
provocan, un ensanchamiento de las reflexiones en los diagramas
de difraccidn, efecto que se suma a la amplitud debida al propio
tamaniio de los cristales.

Segln la teoria del paracristal el ensanchamiento de las
reflexiones (dshkz)Pc debido a la fluctuacidn entre planos veci-
nos hk{ viene dado por
a1 = T
~*hkg Pc 3
hkyg

73]

dondeghk es el denominado grado de paracristalinidad y m es el
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orden de la reflexidn hkZ%.

i
Shke < T3 |74]

hke

tomando valores caracteristicos para estructura cristalina ghk2=0
Yy ghkl>0'1 para estructura amorfa. Asi pues de la pendiente de la
variacidn de dshkz en funcidén de m se puede deducir la contribu-
cidn del tamafio de cristal y la del tipo de distorsidén. En el ca-
so de distorsiones paracristalinas, por extrapolacidn de 6Bhk£
para m=0 se puede separar la contribucidn de las distorsiones pa-
racristalinas de la contribucidén del tamafic de cristal utilizan-

do la ecuacidn:

2
1, (rom) |75

Pyke  Yhke

$Bhky =

donde §8y, , es la anchura de la reflexidn y Dy ©l tamafio del
cristal en la direccidn hkf. Esta separacidn puede realizarse
siempre que se conozca la aditividad de estas contribuciones a
la anchura integral.

El nGmero de planos cristalinos gque un paracristal real es
limitado y s8lo puede alcanzar un valor maximo, Nhkz' Como resul-
tado de mGltiples medidas experimentales se ha llegado a la con-

clusidn de que este valor viene definido por (11-13).

N = (a¥ 2 76
Bl (ghkl) 7

siendo o* un valor empirico adimensional que varia entre 0.1 y



0.2, dependiendo del tipo de interaccidn molecular.

Como ya se ha mencionado anteriormente los empaquetamientos
de bicapas lipidicas no pueden tratarse enteramente como crista-
les unidimensionales perfectos y es preciso tener en cuenta la
presencia de distorsiones en el empaquetamiento. En este sentido
las fluctuaciones de segundo orden o paracristalinidad reflejan
con mayor precisidn lo que realmente ocurre en dicho empaqueta-
miento. Seglin se describid anteriormente solo se mantiene un or-
den de corto alcance en distorsiones de este tipo. Se destruye
la periodicidad exacta de las posiciones de equilibrio de los
puntos de la red. Si la funcidn de distribucién para los vecinos
mids prdoximos viene dada por H(x), entonces la distribucién de
distancia para los vecinos segundos serd la convolucidn de H{(x)
con H(x), como muestra Hosemann (14). En general, para el vecino

enésimo obtendremos:
Hn(x).= HxHxHx...xH, (n-1) veces [77[

La funcidn H(x) no es simétrica. Posee una inclinacidn mis
acusada en la parte que mira al origen, esto es, en la direccidn
de acercamiento entre las celdillas unidad empaquetadas. Sin em-
bargo, en una primera aproximacidn se puede evitar esta asimetria

y considerar H(x) de nuevo como una gaussiana:

H(x) =k exp{—c(x—i)ZL 178}

donde H(x)dx = 1; k = (ZHAZ)-%; c = éAz Ve es la desviacidn



standard definida por 2% - (x—i)z.
La distancia media entre dos miembros adyacentes se puede
definir por la siguiente integral:
+©
L= g XH (x)dx |79
-0
Si H(x) estd definida como una gaussiana, las consiguientes

convoluciones de H(x) resultaran:
-3 -2
H_(x) = k.n expl—c/n(x-nL) | ISOI

Con un aumento progresivo de las desviaciones standard dado
2 2

or AT = nA”.

P n
La distancia media al vecino enésimo es n veces la distan-

cia media al primer vecino:

+o0
j‘ xH_ (x)dx = nL |81]
La correspondiente funcidn Q(x) puede ser representada,
nuevamente, como un producto de convolucidn de la funcidn Qo(x)
no distorsionada con una funcidén de distribucidn de distancia

ZII(X) que contabiliza distorsiones de segunda clase:

Q(x) = Q_(x) = Z77(x) l82]

donde



II . NS =
Z77(x) = N (x=0)+ |} (N-n)H_(x<nT) |83]
n=1

En la fig. 2.11, se representa la funcidn ZII(x) para un
empaquetamiento consistente de un empagquetamiento de tres celdi-
llas unidad.

El efecto de las fluctuaciones en la red sobre la funcidn
Q(x) es un aumento en la anchura de los picos de la funcidn ZII(x),
que para el caso de funciones de distribucidn gaussianas el en-
sanchamiento es proporcicnal a vn. Sin embargo, la funcidn Qo(x)

centrada en el origen Qo(x) permanece inalterada.

2.2.2. bisférsiohés dentrd de la Celdilla-uhidad.

Este tipo de distorsiones ya se tratd en el punto referido
a la deccnvolucidn de la funcién,Qo(x) usando el método de mini-
mos cuadrados (ver21.5). En la figura 2.2 se representan los dos
tipos de distancias sometidas a perturbaciones.

La ecuacidn [53[ relaciona. valores de la funcién,Qo(x) con
la funcidn de distribucidn HI(X) responsable de las fluctuaciones
dentro de la celdilla unidad.

Sustituyendo este.valor de Qo(x) dado por la relacidn [53[
en [82[ obtendriamos la funcidn Q(x) de un sistema de empagueta-—
miento de celdillas en el que se consideran dos tipos de distor-
siones gobernadas por funciones estadisticas H1(x), para distan-

cias intraceldilla unidad, L1; Yy Hz(x) para espaciados inter-cel-
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dillas unidad (fig. 2.12).

Suponiendo que H1(x) y H,(x) sean distintas:
Q(x) =NQ_8 (x=0) + (N=1) | Q5 #H  (x-L) +Q_ «H, (x=L,) |
;(N—Z)Qm*H1(fo1)*H2(x—L2)%...
+ (N=(2k+1) [Q_,*H, J*Hp (XL ) +Q 1 #H. J*Hy ¥y (L) l
¥(N—2k)Qm*H1’k*H2’k¥... |84
donde N = nimero de celdillas unidad

= H (k~1) wveces autoconvolucionada.

Hik 17
El nimero de té&rminos de la ecuacidn anterior que tienen
relevancia para la evaluacidn pueden ser directamente tomados del
descenso gradual de la funcién Q(x) experimentalmenté determinada.
En el caso de fuertes distorsiones el primer término de la funcidn
Q(x) (Qm(x)) convolucionado en torno al pico de orden cero, que
es el Gnido término no ensanchado} es tan predominante, que en

una primera aproximacidn solo este Qm(x) necesita ser deconvolu-

cionado.
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3. EXPERIMENTAL



3.1. PREPARACION DE MUESTRAS ORIENTADAS

La originalidad del trabajo descrito en la presente Memoria
consiste en realizar el andlisis sobre muestras de cerebrdsidos
orientadas. Como ya se expuso en la seccidn anterior la informa-
cidn que se puede extraer con este tipo de muestras es mucho més
completa.

Sin embargo, la preparacidn de empaquetamientos de bicapas
lipidicas orientadas en una direccidn determinada es sumamente
compleja dado que estos sistemas son altamente sensibles a cam-
bios en la humedad relativa y temperatura, que pueden ocasionar
cambios estructurales destacados en bicapas de dichos compuestos.

Entre los numerosos procedimientos de orientacidn descritos
en la bibliografia (1.-'10) tanto para bicapas lipidicas como pa-
ra biomembranas, se han aplicado en este trabajo aquellos que
por su economia de medios y bondad en sus resultados se juzgaron
los mi&s adecuados para alcanzar los objetivos previstos.

Todos los métodos analizados se basan, principalmente, en
el uso de un material cuya superficie sea : 1inductora de orien-
tacidn. Esta se consigue mediante la interaccidn de tipo electros-
tatico que se presenta entre la superficie del material soporte y
las moléculas amfifilicas de lipido. Dicha superficie atrae al
grupo molecular de caracteristicas elé&ctricas similares y repele
el resto provocando de esta forma una orientacidn sobre una pri-
mera monocapa que es susceptible de extenderse a toda la muestra

(fig. 3.1). Tales métodos se describen a continuacidn:
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i) Construccidn de "multisandwich".

Este método fue elaborado por Hentschel y colaboradores (11),
siendo aplicado en primera instancia al fosfolipido dipalmitoil
lecitina. Originariamente este procedimiento consiste en la pre-
paracién de un. "multisandwich" compuesto por cien peliculas de
un material comercial cuya superficie es altamente hidrofilica,
conocido por Mylar, alternando con multicapas de fosfolipido. El
espesor de cada lipido asi como el de cada pelicula de Mylar es
de unas S5 micras. Este "multisandwich" se construye depositando
alternativamente una pelicula de Mylar de dicho grosor y una pe-
queila cantidad del compuesto a estudiar que puede contener una
cierta proporcién de agua. A continuacién se calienta hasta una
temperatura de unos 602C y se comprime.

A temperatura ambiente la muestra cuya altura seri de,
aproximadamente, 1 milimetro se corta en tiras de 1 x 10 milime-
tros. Finalmente el conjunto de tiras con las dimensiones indi-
cadas se monta en un tubo capilar transparente a la radiacidn X,
el cual se sella por fusidn del extremo abierto.

Este método puede presentar otras. variaciones. Una de ellas
consiste en cambiar la naturaleza el&ctrica de la superficie del
soporte. Para invertir este comportamiento hidrofilico se puede
utilizar superficies tratadas con agente silanizante siguiendo
el método de Kahn (12). Este sistema consiste en introducir el
sustrato en una disolucidn diluida de silanizante. Se utilizé
como agente silanizante el DMOAP; octadecil-dimetil-T13-(trimetoxi-
silil) -propil cloruro de.amonio; al 50 % en metanol. Su férmula

es la siguiente:



C1gH37

*N - CcH
/\
3 CHj

cl” - CH, - CH, - Si - (OCH3)3

2 2 2

CH

El DMOAP es un alcoxisilano, RSiX,. R es un grupo hidrof&-
bico y X son grupos alcoxi hidrolizables. Los alcoxisilanos no
reaccionan directamente con la superficie; antes han de hidroli-

zarse:

. pH<7

RSiX3‘+ 3H20 RSi(OH)3.* 3HX

Una vez sufrida la hidrolisis ya est@n en condiciones de

adsorberse sobre la superficie hidrofilica de dos formas:

OH OH H
. . .' . . ,// .
R -Si -0OH + HOM —=—> R ~ Si - O /pM.+ H,0
OH OH g’
OH OH

R - Si - OH + HOM z——> R - Si - OM + H,0

OH OH

donde HOM representa a los grupos OH polares en la superficie del
sustrato.

Posteriormente se realizan. varios lavados con objeto de
eliminar el DMOAP en exceso.

En ambos casos existe la posibilidad de una nueva hidroli-



sis del complejo silanizante-sustrato que originaria un desplaza-
miento de las anteriores reacciones hacia la izquierda despren-
diéndose el silanizante de la superficie. Este proceso se puede
evitar tratando el sustrato a 110eC durante una hora.

En la figura 3.2, se presenta el aspecto que ofrece el sus-
trato limpio y cubierto con silanizante y la influencia de los
dos en el procesc orientador de las multicapas de lipido. En el
caso de tratamiento de la superficie con silanizante las cadenas
hidrocarbonadas del DMOAP se orientan perpendicularmente a la su-
perficie del mylar y por lo tanto, serdn las colas hidrocarbona-
das de las moléculas de lipido las que presentardn una tendencia
mayor hacia el sustrato.

Este método presenta el inconveniente de que la muestra que
serd posteriormente analizada incorpora el soporte que ha sido
utilizado para su preparacidn, lo que, en algunos casos, puede
dificultar el estudio que se va a realizar sobre la misma.

ii) ME&todo de Langmuir-Blodgett.

Este método propuesto por Levine y Wilkins (13) consiste en
formar multicapas de lipido utilizando el sistema de "pesca" de
la monocapa ideado por Langmuir-Blodgett (14, 15). En primer tér-
mino, es preciso construir una monocapa estable del lipido a es-
tudiar sobre una superficie ligquida que normalmente es agua. Esta
monocapa se obtiene por dispersidn de una disolucidn del 1lipido
sobre agua en una balanza de superficie. Para dicha disolucidn se
emplea un: disolvente orgdnico que actlia como extendedor, es decir,
se encarga de esparcir las molé&culas de lipido sobre la superfi-

cie acuosa. Ademads, los disolventes empleados han de ser volati-
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les con objeto de no interferir en la construccidn de la monocapa.
Unos pocos microlitros de esta disolucidn se inyectan a través de
una microjeringuilla sobre la superficie acuosa de una balanza de
superficie. Un esquema de esta balanza se ofrece en la figura 3.3.
El puente movil se desplaza sobre la superficie acuosa presionando
sobre los elementos que se encuentran en la misma en tanto que
sobre el puente fijo el sistema acoplado al mismo registra el au-
mento de presidn que se esti ejerciendo en dicha superficie, co-
rrespondiendo a una ordenacidén de miximo empaquetamiento monomo-—
lecular del lipido.

El proceso de compresidn finaliza justamente a una presidn
inmediatamente por debajo de la presidn de colapso (en la cual
las molé&culas rompen la estructura en monocapa) con objeto de
obtener una monocapa lipidica lo mas compacta posible. La figura
3.4, representa grdficamente el proceso de formacidn de dicha mo-
nocapa.

El siguiente paso es propiamente el procedimiento de "pesca"
sucesiva de la monocapa sobre un soporte adecuado. Dicho soporte
debe presentar la mayor homogeneidad posible en su superficie y
como en el caso anterior poseer caracteristicas electrostdticas
bien definidas. Asi, por ejemplo, es utilizado como soporte, en
algunos.trabajos;'cubreobjetos de. vidrio (13, 14). Otros autores
(16, 17) prefieren utilizar soportes con superficies hidrof&bicas
como resina epoxi. fabricada a partir del producto comercial Epon
812 (Shell 0il Co.), siendo curado entre dos portacbjetos cubier-
tos con tetrafluoretileno separados por cubreobjetos de vidrio.

El soporte finalmente se obtiene como una fina lamina altamente



A -Amplificador diferencial

M1 -Moto-reductor que acciona el hilo de torsién
Pl -Potenciometro
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a) Extension del Lipido en la superficie acuosa

b) Compresidn de la capa superficial
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c) Obtensién de la monocapa

FIG. 3.4




hidrofdbica.

Dicho,soporte.se coloca perpendicularmente a la monocapa vy
mediante un equipo mecinico apropiado se hace pasar sucesivamente
la laminilla a través de la monocapa capturando cada vez una mo-
nocapa (fig. 3.5). Este procedimiento va acompafiado con una com-
presién automitica de tal forma que la presidn superficial se
mantenga constante. Es necesario precisar que si la superficie
del soporte es hidrofilica entonces serd necesario previamente
sumergir el mismo para que en el momento en el cual atraviese la
monocapa ésta pueda ser atrapada en su superficie. Para ello nor-
malmente se sumerge el soporte antes de formar la monocapa.

Con este procedimiento se han conseguido pescar, en algunos
casos, hasta cincuenta monocapas (T6). En este caso los resulta-
dos fueron realmente espectaculares, obteniendo cristales unidi-
mensionales casi perfectos correspondientes a empaquetamientos
de bicapas formadas por dcidos grasos asociados a iones alcalinos.
iii) Orientacidn por compresidn mecinica.

Este mé&todo fue elaborado en primera instancia por Powers
y colaboradores (18) cuyo objetivo era construir grandes conjun-
tos de bicapas de fosfolipidos mediante un procedimiento combina-
do de compresifn mecdnica y calefaccidn controlada de la muestra
hasta una temperatura cercana a la correspondiente a la fase 1i-
quida-cristalina.

Este procedimiento presentaba, a priori, unos buenos resul-
tados. Sin embargo, Asher y colaboradores (19) estimaron que un
calentamiento de la muestra podria en algunas circunstancias lle-

gar a desnaturalizar el compuesto a estudiar. Por otro lado, al



tratar con muestras que conteniIan agua, &sta podria originar de-
fectos en el alineamiento si, como es corriente, la temperatura
que. se desea alcanzar es relativamente alta (150eC para dipalmi-
toilfosfatidilcolina con un 7% de agua en peso). Por todas las
razones arriba indicadas estos autores propusieron un proceso en
el cual se evita la calefaccidn.

El fundamento del método es el mismo que el descrito por
Henstchel (11) para la construccidn del multisandwich, pero en
este caso la muestra se coloca solamente entre dos superficies
que posean caracteristicas adecuadas para inducir orientacidn.

El 1ipido que va a ser orientado se coloca entre dos soportes,
que usualmente son dos portaobjetos de microscopio, separados por
dos espaciadores elasticos (goma, pl&stico,...) cuya anchura dard
el grosor final de la muestra. Este conjunto se monta en una
prensa apropiada como la mostrada en el figura 3.6. En esta pren-—-
sa la tensidn dentro de la muestra puede ser controlada por los
tornillos que comprimen los portaobjetos. El proceso de prensado
es realizado lentamente alternando compresidn y descompresidn en
cada tornillo. Los autores aseguran que con este procedimiento se
eliminan algunos defectos de origen cinético dentro del empaque-
tamiento. Esta afirmacidn queda corroborada por experimentos com-
binados de microscopia polarizada y de campo oscuro sobre fosfo-
1ipidos. El soporte sobre el cual se va a realizar el proceso de
alineamiento debe ser lo mas homogéneo posible puesto que la
orientacidn se lleva a cabo sobre una muestra de unas 50 micras
de grosor, en tanto que el método de Hentschel el espesor del ma-

terial bioldgico a tratar era de 5 micras. Esto obliga a extremar
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el cuidado en la preparacidn del soporte evitando, en lo posible,
contaminacién por impurezas ambientales. En este sentido los por-
taobjetos tratados con agente surfactante, por ejemplo el DMOAP
ya descrito, son mis aconsejables puesto gque son menos proclives
a ser contaminados por elementos ambientales. Estos soportes una
vez tratados con el silanizante son guardados en atmSsfera de ni-
trdgeno.

El lipido que va a ser tratado se disuelve en compuestos
oxgdnicos, en el caso de cerehrdsidos se encontrd como mejor di-
solvente una mezcla de matanol/cloroformo 2/1. A continuacién se
deposita esta disolucidn sobre una superficie de 1 cm2 aproxima-
damente del portaobjeto, dejando evaporar lentamente el disolven-
te en suave corriente de nitrSgeno. Una vez terminado el proceso
de evaporacidn se colocan los espaciadores de cinta de tefldn de
unas 50 micras y se introduce el conjunto en la prensa procedién-—
dose como ya se menciond mds arriba.

Este método presenta una ventaja sobre el resto en el sen-
tido de que el soporte no estd incluido dentro de la muestra vy,
por tanto, se tiene la garantia de gque &sta se compone totalmente
por el sistema que se va a estudiar. Sim embargo, el proceso de
orientacidn estd menos favorecido porque a igualdad de materiales
el espesor de la muestra es mucho mayor en este dltimo caso, exis-—
tiendo una mis alta probabilidad de presencia de distorsiones.

' Una. vez finalizado el proceso de prensado se corta la mues-
tra en tiras de 1 x 10 milImetros v se introducen en un capilar
Mark de. vidrio de dos milimetros de didmetro en cual se monta en
un portamuestras para la realizacidn del diagrama de difraccidn a

- 8ngulos bajos.



3.2. GEOMETRIA DE LA CAMARA DE DIFRACCION A BAJQO ANGULO

La distincidn entre &ngulos altos y angulos bajos en difrac-
cibn de rayos X reside en el &ngulo al cual la radiacidn es re-
fractada y que viene definido por la ley de Bragg. No existe un
limite claro para el cual se pueda decir que una reflexién co-
rresponda a dngulos altos o bajos, pero, en general, dngulos que
correspondan a espaciados mayores de 30 ® son considerados peque-—
fios (20). Asi, los sistemas de biomembranas y bicapas lipidicas
son estudiados por técnicas de difraccidn a angulos bajos dado
que la unidad repetitiva en estos sistemas presenta espaciados
que oscilan entre unas decenas y. varios centenares de .

La técnica de difraccidn de rayos X a dngulos bajos requie-
re un especial cuidado, ya que al operar por transmisidn se debe
centrar el sistema de colimacidn con una gran precisién y buscar
la resolucidn adecuada al efecto de difraccidn que se desea me-
dir. En este sentido es preciso comentar que la fuente de alto
voltaje del tubo de rayos X debe ser convenientemente regulada
dado que la posible inestabilidad en el alto voltaje causaria un
cambio de posicidn en el punto de enfoque situado en el &nodo del
tubo. Esto destruiria el alineamiento de la cdmara con el haz
primario de rayos X.

La colimacidn de rayos X puede realizarse usando diversos
sistemas: rendijas (21), colimadores puntuales (22), c8mara de
Kratky (23), focalizacidn por reflexidn (24) y focalizacidn por
difraccidn (25). En el presente trabajo hemos utilizado una cdma-

ra de difraccidn de rayos X disefiada por Kiessig (26) con colima-



cién puntual. Al equipo inicial de colimadores que poseia la ci-
mara se afiadib uno de 0.2 milimetros de diametro construida y di-
sefiada en nuestro taller con objeto de obtener una mayor resolu-
cién. La cé&mara se acopld a un generador de rayos X de anodo ro-
tatorio de 12 Kw de potencia fabricado por la casa Rigaku-Denki
usdndose foco normal de tamafio 0.5 x 1 mm2 en la superficie del
dnodo. La radiacién empleada es la correspondiente a la ka del Cu
filtrada con niquel. La cdmara de Kiessig consta de una serie de
cuatro colimadores puntuales. En todos los experimentos realiza-
dos con esta cdmara se ha usado la combinacidén 0.3/0.5/0.3/0.2/9
milimetros. La figura 3.7, representa esquemiticamente el princi-
plio bdsico de la c&mara de colimacidn puntual empleada, donde por
simplicidad solo se representan los colimadores primero y cuarto
que definen la divergencia del haz. Las letras representadas en
esta figura tienen el siguiente significado; s, placa intercepto-
ra del haz, P, pelicula fotogrdfica, D, espesor de la muestra (en
los experimentos realizados era aproximadamente de 1 mm), £, dis-
tancia entre colimadores; A, distancia muestra-film, F, distancia
del foco a la placa fotogrdfica y r, radio del anillo de difrac-
cidn. En orden a conocer la resolucibn angular de la cdmara se
puede calcular, en primer lugar, la divergencia angular del haz
incidente ¢, gque viene dada por los didmetros de los colimadores
Cq ¥ Cy y la distancia que los separa, la cual estd fijada para
esta. cdmara siendo de 200 milimetros.

€ = cqécz/z,.sustituyendo los.valores Cqr Sy Y 2 empleados en es—

te trabajo € = 0.3+0.2/200 = 0.0025 rad.
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No es conveniente emplear colimadores de menor didmetro,
mis aldn si se pretende analizar la intensidad difractada, puesto
que dicha intensidad disminuye r&pidamente sobre todo si se con-
sideran &ngulos pequefios, como es el caso. .

La anchura del haz primario en el planc del film, suponien-

do la aproximacidén de &ngulos bajos sen 8 ﬁ 8 viene dada por:
S =¢-A+0D

El didmetro de la placa interceptora, ¢S, obviamente debe
ser mayor que s.
La distancia muestra-film empleada en este trabajo con 1la

cdmara Kiessig fue de 200 mm. Asi pues:
s = 0.0025 x 200 + 1 = 1.5 mm

La placa interceptora posee un didmetro de 3 mm.

La resolucidn alcanzada depende del didmetro de los colima-
doresvc1 Y ¢4 asi como de las distancias muestra-film y entre co-
limadores:

sl s

F A+1(c2/c1*c2)

En este caso:

1.58/270
8 = - - - = 0.00268 rad
200+200(0.2/0.3+0.2)




El espaciado mayor registrado se puede obtener con la ecua-

cién:

C2XA
S+D+A-¢

d=‘

que para la radiacidn ko del &nodo de Cu utilizado, cuya longitud
de onda es A = 1.5418 3, toma el valor d = 205 X.
Para otras distancias muestra-film empleadas se obtienen

los siguientes valores de resolucidn y mayor espaciado:

A'(mm) g (réa) d.(Rf
100 6.9 x 10”3 100
500 3.9 x 1073 373

En algunos experimentos también se ha empleado la camara
de dngulos bajos construida por Rigaku. Esta cé&mara también uti-
liza un sistema de colimacidn puntual tal como se representa es-
quemdticamente en la figura 3.8. Las condiciones de trabajo fue-
ron en este caso: c1(¢ = 0.3 mm), Cy (¢ = 0.2 mm), s = 1.5 mm,
cP = 250 mm., c¢& = 250 mm.

El didmetro del haz primario en el plano de la pelicula se
calcula mediante la siguiente relacidn:

cp

2.; EEA(c1;c2) = 0.7 mm.

s = C

La resolucidn viene entonces expresada como:
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6 = s/2 - s/2

FP cP+cc(c2/c1+c2)

que para los valores dados anteriormente:

g = _0.-7/2 . 0.001 rad
250+250(0.2/0.5)

Para obtener el valor real de la resolucidén es preciso con-
siderar el didmetro de la placa interceptora (s = 1.5 mm) en lu-

gar del didmetro del haz primario, s = 0.7 mm
) = —— = 0.0021

La ley de Bragg para adngulos pequefios relaciona el espacia-
do con el angulo de difraccidn. Considerando los datos ya mencio-

nados, el espaciado miaximo observable seri:

d ., = ACu/28 = 366 2

Como ya se menciond anteriormente el espesor de las mues-—
tras fue de aproximadamente 1 mm. EL tiempo de exposicidn de
aguellas estaba comprendido entre 30 minutos para registrar el
primer orden de difraccidn, que coincidia con la reflexidn mis
intensa, y 40 horas para las mis débiles.

La potencia del generador se opexrd a 8 Kw (200 mA/40 Kv).
Dentro de la cdmara se realizd vacio proporcionado por una bomba

rotatoria entre la muestra y la pelicula con objeto de eliminar



el scattering producido por las particulas de aire, gue oscurece-
rian la pelicula.

Los difractogramas fueron registrados en peliculas Kodirex
de la casa Kodak cuyas caracteristicas son: granulidad 11 x 103,
densidad de ennegrecimiento media, velocidad del film para el Cu
38, factor del film 2.65 %. Las peliculas fueron sometidas a un
proceso de revelado en revelador G-150 de Agfa-Gevaert siendo el
tiempo del tratamiento 5 minutos a una temperatura de 22¢C.

Los registros fotogrdficos de difraccién se fotometraron,
previo calibrado del aparato, con un microdensitdmetro Joyce-Loebl
MKIII-C5. Las condiciones empleadas en los registros fueron: an-
chura de rendija, 90-100 um, brazos de ampliacidén 1/20 y 1/50,
cufias (atenuadores &pticos) F-960, D-951, B-784, A-770 y A-757
de densidades Opticas 2.34, 1.67, 0.90, 0.43, 0.40 respectivamen-
te.

En la figura.3.9, se muestra una fotografia obtenida con
una de las cé@maras de difraccidn y el perfil densitométrico co-

rrespondiente.

Antes de comenzar los cd&lculos con los datos recogidos en
los diagramas de difraccidn, es preciso realizar un refinamiento
de los datos experimentales con objeto de obtener los datos fide-
dignos sobre el sistema en estudio.

El andlisis del diagrama obtenido consta de los siguientes
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pasos:
1.~ Separacidn del fondo o "background" debido a la difraccidn
no coherente.
2.~ La resolucidn del solapamiento de las reflexiones separando
la contribucién de cada miximo.
3.- Calculo de las posiciones de los miximos.
4 .- Evaluacidn de las intensidades normalizadas y anchuras inte-
grales corregidas de los picos.

La radiacidn de fondo recogida en el difractograma procede
de varios factores ajenos al sistema lamelar en estudio, por ejem-
plo, la difraccidn procedente de las particulas de aire o la in-
fluencia del proceso de revelado sobre la ﬁotografia obtenida.
Este fondo puede ser separado tomando una fotografia sin muestra
en las mismas condiciones de tiempo de exposicidn, potencia de
trabajo, y periodo de revelado que las empleadas para la obten-
cidn de la fotografia correspondiente al sistema lamelar de cere-
brdsidos.

Los distintos midximos de difraccidén correspondientes, en
nuestro caso, a los diferentes- Srdenes de la reflexidn producida
por el orden lamelar, fueron separados utilizando un analizador
de curvas Dupont aplicado sobre la lectura microdensitométrica
de la placa fotogrdfica de cerebrdsidos.

En la figura 9 se ilustra el resultado obtenido con este

método de separacidn de las distintas reflexiones.



3.3.1. Determinacién de la posicidn de la reflexiones.

La posicidn de las reflexiones puede ser determinada de dos
formas distintas: por la situacidn de su centro de gravedad (me-
dia de la distribucifén) o por la posicidn del midximo (moda de la
distribucidn). La diferencia entre estas dos medidas depende fun-
damentalmente de las condiciones de registro empleadas (27).

Sin embargo, dado que en nuestros casos el pardmetro de
asimetria es cero los dos valores son aproximadamente iguales.

Atendiendo a la formulacidn de Bragg, la posicidén en grados
(8) viene expresada por

9 = %+ arc tg z/b |6 |

L
donde r es la posicidn del miximo seglin el registro densitométri-
co, D el brazo de ampliacidn utilizado en dicho registro y 2 la
distancia muestra-film gue en los experimentos realizados fueron:

100, 200 y 500 mm.

3.3.2. Medida de la intensidad difractada.

Como ya se expuso en el capitulo anterior segln se conside-
re la intensidad difractada en torno a &ngulo cero &8 no, asi se
obtendri un perfil de densidad electrdnico en escala absoluta o
relativa respectivamente. En el estudio de bicapas lipidicas es

suficiente con tener en cuenta el perfil de densidad electrdnica



relativa. Ademds, el c8lculo de la intensidad en torno al origen
plantea numerosas dificultades. Todos estos hechos nos han deci-
dido a trabajar en una escala relativa, referida al pico mds al-
to que aparece en el diagrama de difraccidn.

La expresidn para la intensidad total difractada Ic(b) res-—
tringida para difraccidn de Fraunhoffer a una distancia r_de la

o

muestra viene dado por

2

g2 £2
e

8

it

2
I (b) (I,/r5) L(b) |71

donde fg es el conocido factor de Thomson de difraccidn del elec-

trdn:

fg = (ez/mocz)2 vl ox 10723 cm?

fg = factor de polarizacién = 5(1.; coszze)

Ip = intensidad del haz primario

I(b) = distribucidn de intensidad dependiente de la estruc-
tura.

r, = distancia de la muestra al plano de registro.

El término I(b) es el UGnico dependiente de la estructura,
los demds valores son constantes para unas determinadas condicio-
nes experimentales. Sin embargo, en la mayoria de los casos la
intensidad registrada que depende de la estructura debe ser co-
rregida eliminando las aportaciones a dicha intensidad produci-

das por el equipo experimental (nominado con Indice s en I(b)) y



la geometria de la muestra (Indice L en I(b)). En el siguiente

epigrafe se describen los procedimientos de correlacidn (correc-

cidn) entre los valores no corregidos de la intensidad I L(b) vy
14

los reales I(b).

3.3.3. Correccién de la intensidad difractada.

Una de las razones por las que no es posible registrar
I(b) es que en la mayoria de los casos no podemos usar un haz
primario con seccidn puntual sino con una seccidn de determinada
forma geométrica seglin el sistema de colimacidn empleado. Este
hecho da lugar a un error de colimacidn que "difumina”" los valo-
res de I(b) resultando la curva Is(b). El grado de "difusidn"
depende de la razdn entre la estructura fina de la curva de di-
fraccién y las dimensiones de la seccidn del haz primario. Exis-
ten varios métodos que extraen la curva real de scattering IL(b)
de los datos medidos Is,L(b) (28-31).

La segunda correccidn. viene motivada por la extensidn la-
teral del sistema lamelar. Este factor de correccidn se conoce
por factor de Lorentz. El origen de este factor reside en el he-
cho de que las estructuras reales no son idealmente monodimensio-
nales y que también las dimensicnes de los planos promediadas en
el espacio, contribuyen a la distribucibén de masa en.ia direccidn
de empaquetamiento.

Después de la correccidn por el error de colimacibn, la in-

tensidad v *ne dada por:



I;(b) = £ I(b) : |8 ]

donde fL es el factor de Lorentz.

El factor de Lorentz para sistemas lamelares fue calculado
por Porod (32) para capas extendidas infinitamente. En la précti-
ca 1/b2 es una aproximacidn suficientemente buena para el caso de
extensidn finita en cada capa. Asi pues, el valor real de la in-
tensidad difractada por una estructura lamelar unidimensional se

obtiene multiplicando IL(b) por b2:

I (b) - b% = I(b) = |a(b)|? EX
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4. RESULTADOS



4.,1.- METODOS DE ORIENTACION

Los métodos de orientacidén empleados fueron ya referidos en
la parte experimental. A continuacidn se describen los resultados
en cada caso.

i) M&todo de Henstchel de construccidn de multisandwich.

Como ya se menciond anteriormente este método supone la for-
macidén de un "multisandwich" constituido por l&minas de mylar y
sistemas multilamelares de cerebrdsidos (1). En principio fueron
usadas lé@minas de mylar de 1 cm2 previamente lavadas en etanol y
secadas en acetona sobre las cuales se depositaba directamente
una pequefia cantidad de material lipidico; colocando encima otra
ldmina de mylar y presionando el conjunto. Este procedimiento se
repitid varias veces hasta obtener un "rnultisandwich” de 0.2 mm.
de grosor aproximadamente. Posteriormente se cortd en tiras de
1.5 mm. y se montS§ en un capilar de 2 mm. de didmetro que fue co-
locado en el portamuestras de una cdmara de &angulos bajos Kiessig
de tal forma que el haz de rayos X incidiera perpendicularmente
al eje de empaquetamiento. El diagrama de difraccidén resultante
para una muestra de cerebrdsido natural se presenta en la figura
4.1.

En dicho diagrama se puede observar un cierto grado de
orientacidn, apareciendo un primer orden de difraccidn bastante
fuerte y otros cuatro mds débiles. Ademds se puede observar una
reflexién en la direccidn perpendicular situada a unos 170 2 y un
scattering continuo a dngulos mids altos del correspondiente al

quinto orden de difraccién. Estos Gltimos detalles que no corres-



FIG. 4.1

DISTANCIA MUESTRA-FILM: 200 mm.
TIEMPO DE EXPOSICION: 24 h.

POTENCIA DE GENERADOR: 7.2 Kw



ponden a la difraccién caracteristica de un sistema multilamelar
se asocian con la presencia en la muestra del soporte mylar.
Efectivamente, en la figura 4.2 se presenta un diagrama de di-
fraccién de un empaquetamiento constituido solamente por mylar y
tratado de forma similar al incorporado en las muestras de lipi-~-
do. En dicha figura puede observarse con mayor nitidez la refle-
xién ecuatorial a 170 8 asi como el scattering meridional a &ngu-
los méas altos.

Posteriormente, con objeto de homogeneizar y rebajar el es-
pesor entre las capas de lipido, se dejd evaporar lentamente una
disolucidn de cerebrdsido sobre un cuadrado de mylar de 50 cmz.
Una vez finalizada la evaporacidn se corta en trozos de 1 cm2 se
apila y se continda el tratamiento tal como se ha descrito ante-
riormente. En la figura 4.3 se presenta el resultado obtenido in-
troduciendo esta modificacidn. Como puede apreciarse, el grado de
orientacidén aumenta notablemente. Sin embargo la presencia, sobre
todo, del scattering continuo oscurece el diagrama no permitiendo
observar mas alld de la quinta reflexidn.

El tratamiento del soporte mylar con silanizante, no parece
tener una influencia apreciable sobre el grado de orientacidn, ob-
teniéndose, en todos los casos, resultados similares a los alcan-
zados sin dicho procedimiento.
1i) Procedimiento de Langmuir-Blodgett.

Para obtener la monocapa de cerebrdsido se disolvieron 5 mi-
ligramos de cerebrdsido en 10 ml. de una mezcla 9:1 hexano : eta-

nol con una concentracidén final de 0.56 mg/ml. Posteriormente se

inyectan, a través de una microjeringuilla, doscientos microlitros
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FIG. 4.3

DISTANCIA MUESTRA-FILM: 200 mm.
TIEMPO DE EXPOSICION: 24 h.

POTENCIA DE GENERADOR: 7.2 Kw.



de disolucidn sobre una superficie de agua tamponada a pH = 6.5 y
a 25°9C de temperatura. Seguidamente se procedid a comprimir la
superficie lipidica desplazando lentamente el puente movil. Una
vez alcanzada una presién préxima a la del colapso se procedid a
"pescar" la monocapa utilizando un soporte de 1 cm2 de superficie
por ambas caras constituido por una resina epoxi (epon 812, shell
oilco.) curada entre dos portaobjetos fabricados con tetrafluore-
tileno (2). |

A pesar de haber consequido un soporte altamente hidrofdbi-
co y con una superficie bastante homogénea no se pudo recoger mas
de una monocapa sobre la misma. Este punto se pudo comprobar mi-
diendo larlongitud que se habia desplazado el puente movil para
mantener la presidn constante. Esta cantidad se multiplica por la
anchura del marco empleado cuyo valor es constante, resultando la
superficie extraida en el procedimiento de "pesca", aproximadamen-
te 2 cm2.

También se ha intentado aplicar este método usando otros so-
portes: cubreobjetos de vidrio para microscopio y mylar, ambos
sin alterar o sometidos a un tratamiento con silanizante. El re-
sultado en todos los casos fue similar al mencionado anteriormen-
te, reteniéndose {nicamente una monocapa sobre la superficie del
soporte en cuestidn.
iii) Métodos de compresidn mecdnica.

Este método ha sido aplicado usando, en primer término, ce-
rebr&sido natural en polvo finamente dividido. Unos pocos miligra-
nos se depositaban entre dos portaobjetos de vidrio conveniente-

mente lavados y el conjunto era comprimido en una prensa como la



descrita en la figura 3.6. El tamafio de la pelicula obtenida fi-
nalmente era de 0.7 mm. En la figura 4.4 se presenta el diagrama
de difraccidn correspondiente a una muestra de cerebrdsido natu-
ral preparada de la manera descrita anteriormente. La posterior
modificacién del tipo de soporte, por ejemplo: portacbjetos tra-
tados con silanizante o papel aluminio comercial, no introducia
ninguna mejora en el grado de orientacidn de la muestra. Con ob~-
jeto de aumentar la eficacia de este proceso de orientacidn, que
depende inversamente del espesor de la muestra comprimida (3), se
disminuyd el grosor de la misma dejando evaporar lentamente, en
corriente de nitrdégeno, sobre una zona de 1 cm2 de soporte, una
disolucién de cerebrdsido natural en cloroformo: metanol 1:2. Una
vez evaporado el disolvente se continud con el proceso de compre-—
sidén como en el caso anterior. El diagrama de difraccidn obtenido
se presenta en la figura 4.5. En esta fotografia se puede apreciar
un grado de orientacidn bastante aceptable, apareciendo hasta sie-

te Ordenes de difraccidn.

4.2.- DISTORSIONES PARACRISTALINAS

La presencia de distorsiones de primera o segunda especie
en el empaquetamiento puede ponerse de manifiesto estudiando la
relacidn existente entre la anchura integral de las distintas re-
flexiones y la posicidén de las mismas (4).

El cdlculo de la anchura integral se realizd a partir del

registro de densidad Sptica obtenido empleando un microdensitdme-
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tro Joyce-Loebl. Los perfiles correspondientes a las distintas re-
flexiones fueron resueltos posteriérmente mediante un analizador
de curvas Dupont. En las Tablas I y II se presentan los valores

de anchura integral 88, y posicidn del médximo de difraccidn, b,

de las distintas reflexiones en la direccidén meridional obtenidas
para cerebrdsido natural y Frenosina respectivamente.

En las fiquras 4.6 y 4.7 se muestran las representaciones -

grdficas de anchura integral frente a posicién del méximo de di-
fraccidn correspondientes a los dos lipidos estudiados. Como pue-—
de apreciarse en dichas grdficas, existe una relacidn cuasipara-
bbélica entre S8 y b lo que sugiere que la contribucidn de defec-
tos de.primera especie a la anchura observada es practicamente
despreciable.

Trabajos recientes, realizados con diferentes membranas
(5-7), muestran que los apilamientos presentan considerables dis-
torsiones de red de tipo paracristalino, debido a ondulaciones en
las superficies de las membranas y a la naturaleza del empaqueta-
miento. El tratamiento, considerando distorsiones de segunda es-
pecie en la red, parece el mids apropiado para estudiar estos sis-
temas (8).

De acuerdo con la teoria del paracristal se puede obtener
la ecuaciédn [75], que presenta una relacidn lineal entre &8 y b2.

De esta misma expresidn se pueden deducir los valores para
el tamano de los dominios que difractan coherentemente, D, el nd-
mero de bicapas promedio por paguete, N vy el grado de fluctuacidn
paracristalina, g (9). Las figuras 4.8 y 4.9 muestran la lineari-

dad de los valores de §3 frente a b2 apoyando la presencia de dis-



TABLA I

Planos b - 102(®7h I(b) corregida 68 - 10°(’87)

reticulares v normalizada
(001) ©1.564+0,002 100 1.1£0.1
(002) 3.111£0.002 44,7 1.420.1
(003) 4.662£0.002 30.3 1.9%+0.2
(004) 6.207+0.003 9.5 2.9+0.3
(005) 7.746+0.003 15.3 4.1+0.3
(006) 9.276+0.004 6.1 4.9+0.4
(007) 10.796+0.005 7.1 6.6+x0.5

TABLA II

Planos 102(8_1) I(b) corregida 58 103(2_1)

reticulares y normalizada
{001) .540+0.002 100.0 1.0£0.1
(002) .080x0.002 33.4 1.5%£0.1
(003) .613+0.002 25.2 2.3£0.3
(004) .143+£0.003 22.3 2.920.3
(005) .666+0.,003 29.6 4.0£0.5
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torsiones de segunda especie en el empaquetamiento de bicapas
constituidas por cerebrdsido natural y frenosina respectivamente.
En la Tabla III se presentan los valores de N, g, D y dimensidn

del motivo difractante, P, para los lipidos estuadiados.

TABLA III
Lipido P (R) D (X) N g (%)
Cerebrésido 64.3 + 0.5 1050 + 120 16 1.8 + 0.2
natural
Frenosina 65.6 + 0.2 1010 + 110 15 1.9 £ 0.2

4.3.- PERFIL DE DENSIDAD ELECTRONICA DE CEREBROSIDO NATURAL

El procedimiento de obtencidén del perfil de densidad elec-
trdnica de una bicapa lipidica mediante el cdlculo de la funcidn
de Patterson consta de los siguientes pasos: 1) obtencidn de la
intensidad difractada por el sistema lamelar corregida por los di-
versos factores implicados, I(b), 2) cdlculo de la funcidn de
Patterson de este sistema, Q(x); extraccidn de la funcidn de
Patterson correspondiente al motivo difractante, Qo(x) y deconvo-
lucidn de Qo(x) para obtener finalmente el perfil de densidad
electrdnica de dicho motivo, Qc(x). Estos pasos se detallan a con-

tinuacidn.



4.3.1.—- Intensidad difractada

En un capitulo anterior (4.1) se describieron los resulta-
dos obtenidos con distintos métodos de orientacidn. Los estudios
estructurales realizados con los glicoesfingolipidos objeto de
este trabajo fueron realizados sobre muestras orientadas obteni-
das por el procedimiento de compresidn mecénica, dado que los dia-
gramas asi conseguidos presentan un buen grado de orientacidn ade-
mds de ausencia de "scattering" procedente del soporte orientador.

Los registros fotogrdficos obtenidos operando con las carac-
teristicas ya mencionadas en la parte experimental fueron micro-
densitometrados en la direccidn ecuatorial obteniéndose los dia-
gramas de intensidad mostrados en las figuras 4.10 y 4.11 para
cerebr&sido natural y frenosina respectivamente. Las Tablas I y
ITI presentan los valores de intensidad relativa de las distintas
reflexiones obtenidas en cada caso. Estas intensidades estdn ya

corregidas por el factor de Lorentz (10).

4.3.2.- Funcidn Q(x)

El registro densitométrico del diagrama de difraccidn es
digitalizado con objeto de calcular la transformada de Fourier
l16[ mediante métodos numéricos de integracidén (1 1). Las figuras
4.12 yv 4.13 muestran las representaciones grdficas de la mitad
derecha de las funciones Q(x) obtenidas para cerebrdsido natural
y frenosina respectivamente. Ambas grificas muestran funciones

cuasiperiddicas con mdximos espaciados egquidistantemente. Esta
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distancia da cuenta del tamafio de la celdilla unidad que a su vez
estd relacionada con la inversa del espaciado al que aparece el
primer orden de difraccidn. Por otro lado, el niimero de maximos
que resultan en la funcidn Q(x) se puede relacionar con el nlmero
de celdillaé unidad que difractan coherentemente, segin se mencio-
né en el-capitulo 2.1.3. Este resultado se puede comparar con el
obtenido en el andlisis paracristalino del sistema (12). En la
Tabla VIse presentan todos estos datos conjuntamente para cere-

brbésido natural y frenosina.

TABLA VI
Lipido N N* P (X) Pb(R)

Cerebrosido 15 16 64 + 1 64.3 + 0.5
Frenosina 14 15 66 = 1 65.6 £ 0.2

N: nlmero de motivos que difractan coherentemente, extraido de
Q(x)

N*: Idem. extraido del estudio paracristalino

P: tamafio del motivo. Calculado a partir de Q(x)

Py Idem. a partir del primer orden de difraccidn.
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Valores de Q(X) para Cerebrosido Natural. El espacio X esta tomado en A

TABLA

Iv

X Q(X) X Q(X) X Q(x) X Q(X) X Q(X)

1 100.0 11 6.4 21 -6.5 31 -14.3 41 -5.1
51 -11.1 61 23.4 71 6.9 81 -11.3 91 .1
101 -3.3 111 -8.4 121 -7.3 131 29.6 141 -8.0
151 -5.7 161 -7.8 171 -2.1 181 -7.9 191 27.0
201 -.3 211 -9.7 221 -4.7 231 1.1 241 -3.6
251 6.2 261 12.7 271 -6.4 281 =2.7 291 -2.1
301 -2.4 311 -6.5 321 17.1 331 -3.0 341 -5.5
351 -3.7 361 7 371 -4.3 381 9.4 391 2.5
401 -6.0 411 -1.7 421 2.2 431 -.3 441 -1.0
451 6.6 461 ~3.3 471 -2.0 481 .9 491 1.1
501 -3.8 511 4.8 521 -.7 531 -3.2 541 .0
551 2.7 561 -1.0 571 .3 581 .2 591 -2.7
601 -.1 611 2.9 621 1.4 631 -1.6 641 -.2
651 -1.8 661 -.7 671 1.8 681 2.6 691 -.7
701 -1.2 711 -1.5 721 -.9 731 1.0 741 2.5
751 .5 761 -1.2 771 -1.9 781 -1.0 791 .6
801 2.0 811 1.2 821 -.3 831 -2.1 841 -1.0
851 .4 861 1.5 871 1.4 881 .1 891 -1.7
901 -1.4 911 .2 921 1.1 931 1.2 941 -.1



X Q(X) X Q(X) X Q(x) X Q(x) X Q(X)
951 -.8 961 -1.7 971 .2 981 1.0 991 1.0
1001 -.0 1011 -.1 1021 -1.3 1031 -.1 1041 .8
1051 .7 1061 -.0 1071 -.2 1081 -.8 1091 -.4
1101 .5 1111 .6 1121 -.2 1131 -.7 1141 -.1
1151 .1 1161 .8 1171 .3 1181 -.2 1191 -1.2
1201 -1 1211 .4 1221 1.3 1231 .4 1241 -.4
1251 -1.4 1261 ~.9 1271 .5 1281 1.6 1291 1.3
1301 -.6 1311 -1.3 1321 -1.6 1331 -.0 1341 1.7
1351 2.2 1361 .0 1371 -1.5 1381 -2.2 1391 -1.0
1401 1.2 1411 2.7 1421 1.2 1431 -1.2 1441 -2.2
1451 ~-1.6 1461 .4 1471 2.6 1481 2.2 1491 -.5
1501 2.1 1511 -2.0 1521 -.6 1531 1.8 1541 2.7
1551 .5 1561 -1.8 1571 -2.2 1581 -1.1 1591 1.0
1601 2.8 1611 1.5 1621 -1.1 1631 -2.3 1641 -1.4
1651 .2 1661 2.2 1671 2.1 1681 -.2 1691 2.2
1701 -1.9 1711 -.4 1721 1.5 1731 2.4 1741 .7
1751 -1.5 1761 -2.0 1771 -.7 1781 .8 . 1791 2.0
1801 1.3 1811 -7 1821 -1.9 1831 -1.2 1841 .1
1851 1.4 1861 1.5 1871 .0 1881 -1.4 1891 -1.3
1901 ~.2 1911 .9 1921 1.3 1931 .5 1941 -.9
1951 -1.0 1961 -.4 1971 .3 1981 .8 1991 .6



. 0
Valores de Q(X) para Fenosina. El1 espacio X esta tomado en A

X Q(X) X Q(X) X Q(X) X Q(x) X Q(

1 100.0 11 -11.3 21 -20.5 31 -11.9 41 -8.
51 -6.0 61 4.5 71 13.5 81 .7 91 -8.
101 -15.5 111 -10.7 121 4.4 131 27.6 141 5.
151 -5.0 161 -7.3 171 -6.4 181 -2.7 191 2.
201 16.6 211 3.2 221 -4.1 231 -10.3 241 -10.
251 -2.1 261 14.3 271 7.2 281 -2.0 291 -6..
301 -7.9 311 -4.4 321 1.2 331 15.4 341 3.
351 -2.4 361 -5.0 371 -6.1 381 -2.5 391 6.
401 8.6 411 1.7 421 -2.7 431 -6.8 441 -5.
451 -.7 461 10.2 471 2.4 481 ~-2.0 491 -3.
501 -4.1 511 -2.6 521 1.3 531 6.8 541 2.
551 -.3 561 ~3.7 571 -4.2 581 -.9 591 6.
601 3.2 611 -.2 621 -1.6 631 -2.8 641 -1..
651 -.5 661 3.8 671 .9 681 -.1 691 -1.
701 -2.8 711 -1.3 721 2.1 731 2.4 741
751 -.4 761 -1.5 771 -.7 781 .1 791 2.
801 .3 811 .0 821 -.1 831 ~-1.0 841 -
851 ~-.1 861 .9 871 .3 881 -.1 891 -1.
901 ~.8 911 ~-.1 921 1.2 931 -.2 941 -



X Q(x) X Q(X) X Q(X) X Q(X) X Q(X)

951 .2 961 .3 971 .3 981 -.2 991 .4
1001 .0 1011 .5 - 1021 .1 1031 ~.4 1041 -.1
1051 .3 1061 ~.3 1071 -.7 1081 -.2 1091 -.0
1101 .3 1111 .0 1121 -.2 1131 -.7 1141 .0
1151 .6 1161 .5 1171 .1 1181 -.1 1191 .0
1201 -.2 1211 .2 1221 -.0 1231 .3 1241 .4
1251 .0 1261 -.9 1271 -.7 1281 .3 1291 .6
1301 ) 1311 -.5 1321 -.4 1331 -.3 1341 .2
1351 .1 1361 .3 1371 .4 1381 .4 1391 -.3
1401 -.6 1411 .1 1421 .6 1431 .7 1441 -.1
1451 -.5 1461 -.5 1471 ~.0 1481 .1 1491 .0
1501 .1 1511 .0 1521 -.2 1531 -.6 1941 -.3
1551 .2 1561 .8 1571 .5 1581 -.1 1591 -.5
1601 -.2 1611 .3 1621 .5 1631 .3 1641 -.1
1651 -.2 1661 -.3 1671 -.3 1681 -.3 1691 .3
1701 .4 1711 .1 1721 -.6 1731 -.7 1741 -.2
1751 .6 1761 .7 1771 -.0 1781 -.3 1791 -.1
1801 .1 1811 -.0 1821 .2 1831 .3 1841 .4
1851 -.2 1861 -.5 1871 -.5 1881 .2 1891 .6
1901 .1 1911 -.5 1921 -.5 1931 -.1 1941 -.0

1951 .2 1961 .1 1971 .2 1981 .0 1991 -.1



4.3.3.~ Extraccidn de gc(x)

Comoc ya se menciond en el epigrafe 2.1.4 el método més
consejable para extraer Qo(x) de Q(x) en el caso de presencia de
distorsiones de segunda especie, es el cd&lculo de dicha Qo(x) en
torno al origen. En las Tablas VII y VIII se presentan los valores
de Qo(x) obtenidos por este método para cerebrdsido natural y fre-
nosina respectivamente, cuyas representaciones gradficas estédn re-

cogidas en las figuras 4.14 y 4.15.

4.3.4.~ C3lculo del perfil de densidad electrdnica L _(x).

En esta Memoria se han descrito con anterioridad (2.1.5) dos
procedimientos de deconvolucidn Qo(x) para obtener el perfil de
densidad electrdnica Zo(x). El método de deconvolucidn analitica
de Fourier calcula, sin iteraciones, los wvalores de lo(x) a par-
tir de los datos de entrada Qo(x) ya obtenidos (13). Este proce-
dimiento se ha llevado a cabo poniendo a punto un programa de
cdlculo escrito en lenguaje Fortran IV y ejecutado en un ordena-
dor UNIVAC de la serie 1100 propiedad del Centro de Calculo y Pro-
ceso de Datos del Ministerio de Educacidn y Ciencia. Este mismo
programa recalcula Qo(x) por convolucidn cuadrada de la zo(x) ob-
tenida. En las Tablas IX y X se recogen para los dos casos estu-
diados los valores de los coeficientes a, que definen Ro(x) como
serie de cosenos. Estas funciones Zo(x) y los correspondientes
productos de autoconvolucidn Qo(x) estdn representados en las fi-

guras 4.16, 4.17, 4.18 y 4.19,



% (R) Q, (x)
1 100.00
2 90.70
3 68.32
4 39.64
5 12.84
6 -5.42
7 -12.05
8 -8.28
9 1.28

10 10.73
11 15.21
12 12.62
13 4.04
14 -7.07
15 -16.60
16 -21.51
17 -20.94
18 -16.31
19 -10.44
20 -6.23
21 -5.42
22 -3.01
23 -12.46
24 -16.57

TABLA VII

Cx(R) 0, (x)
25 ~18.52
26 -17.68
27 ~-14.76
28 -11.40
29 -9.39
30 ~9.80
31 -12.58
32 -16.58
33 ~20.08
34 ~21.52
35 -20.13
36 -18.18
37 -10.85
38 -5.73
39 -2.23
40 -1.10
41 -2.22
42 -4.71
43 -7.29
44 -8.76
45 -8.42
46 -6.23
47 -2.86
48 0.57



x () Qg (x)
49 2.90
50 3.29
51 1.57
52 -1.59
53 ~4.91
54 -6.78
55 -5.87
56 -1.62
57 5.40

TABLA VII (Cont.)

- x(R) 0, (x)
58 8.57
59 10.67
60 13.45
61 11.74
62 9.19
63 5.83
64 3.03
65 1.15
66 0.00



TABLA VIII

x(R) Qg () x(R) Q, (x)
1 100.00 25 -20.66
2 96.13 26 -13.97
3 83.58 27 -7.21
4 64.36 28 -2.04
5 41.48 29 0.39
6 18.44 30 -0.44
7 -1.38 31 -4.25
8 -15.33 32 -10.13
9 -21.96 33 -16.,72

10 -21.15 34 -22.56
11 -14.12 35 -26.40
12 -3.14 36 -27.46
13 9.00 37 -25.58
14 19.52 38 -21.23
15 26.52 39 -15.40
16 27.60 ' 40 -9.34
17 23.66 41 -4.28
18 15.25 42 -1.22
19 4.11 43 -0.64
20 -7.58 44 -2.49
21 -17.67 45 -6.17
22 -24.48 46 -10.72
23 -27.09 47 -15.00

24 -25.53 48 -17.96



x (R) Q,, (x)
49 -18.84
50 -17.33
51 -13.64
52 ~8.38
53 ~-2.47
54 3.08
55 7.38

TABLA VIII (Cont.)

x (R)

56
57
58
59
60
61

62

.84
.22
.73
.89
.44
.83

.00
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Coeficientes a

K

cerebrbsido natural

X
1 -0.001
2 3.196
3 1.567
4 -1.990
5 0.708
6 -1.583
7 2.012
8 -2.615
9 -1.182
10 0.001
11 -0.001
12 0.001

TABLA IX

en el desarrollo de Ro(x)

en serie de cosenos para

K
13 -0.001
14 -0.001
15 0.001
16 -0.232
17 0.001
18 -0.278
19 0.056
20 0.001
21 -0.259
22 -1.713
23 0.100



Coeficientes a

=

TABLA

g para Frenosina
A

10

11

0.001
3.355
1.734
1.717
2.308
3.308
-0.001
0.001
-0.001
0.001

-0.001

X

K ay
12 0.001
13 -0.001
14 0.001
15 0.074
16 -0.139
17 0.165
18 -0.177
19 0.172
20 -0.157
21 0.127
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El otro procedimiento de deconvolucidn usado (14) consiste
en plantear un modelo de Zo(x) basado en una suma de gaussianas
de las misma anchura, calcular el producto de autoconvolucidn,
Qo(x), vy ajustar las diferencias entre estos valores de Qo(x) v
los experimentales usando un procedimiento de minimos cuadrados
no lineales (15).

Los parametros de las gaussianas gque describen el modelo
Qo(x) estdn relacionados con la forma de la funcidn Qo(x) segQn
el formulismo descrito por Buerger (16).

En el caso de cerebrdsido natural un nGmero de cuatro gaus-
sianas es en principio suficiente para interpretar la forma de la
funcidn Qo(x). Los puntos sobresalientes en esta funcidén, maximos
y minimos, se encuentran separados por una distancia media de 5 R,
siendo miltiplos de esta cantidad las posiciones elegidas para
los centros de las gaussianas. Por otro lado, los signos de dichas
gaussianas pueden ser elegidos teniendo en cuenta las posiciones
de los ma&ximos y minimos en Qo(x), seglin estd descrito en 2.1.5.
Con estos datos iniciales se aplicd el procedimiento de deconvo-
lucidn ya mencionado obteniéndose los parametros del modelo ya
refinados que se muestran en la Tabla XI. En la Tabla XII se com-
paran los valores de QO experimental vy Qo calculado en el Gltimo
ciclo del ajuste para este caso. En este mismo sentido, es tam-
bién posible una solucidn consistente en cinco gaussianas, igual-
mente centradas en posiciones gue sean miltiplos de 5 2. Los pa-
rdmetros que definen este nuevo modelo estan expresados en la Ta-
bla XIII y, en la Tabla XIV aparecen las diferencias finales en-

tre Qg experimental y calculado. También fue intentado un conjunto



de seis gaussianas que en principio asimismo servian para descri-
bir la forma de Qo(x) pero una vez operado el ajuste por minimos
cuadrados se encontrd gque una de las posiéiones de dichas gaussia-
nas era redundante. Conjuntamente con los datos refereidos pro-
piamente a la estructura del perfil de densidad electrdnica tam-
bién se presentan los valores correspondientes a los coeficientes
de las gaussianas que representan la presencia de distorsiones
dentro de la celdilla unidad. Dichos valores se adjuntan en las
respectivas Tablas. Las figuras 4.20 y 4.21 muestran ios perfiles
de densidad electrdnica obtenidos con los modelos de cuatro y cin-
co gaussianas respectivamente.

En el estudio de la frenosina el proceso anteriormente ex-—
puesto fue elaborado de la misma manera. En este caso un modelo
compuesto por tres gaussianas es suficiente, en principio, para
interpretar la forma de la funcidn Qo(x), menos resuelta que en
el caso anterior. Las posiciones de los centros de cada gaussiana
se escogieron como midltiplos de 7 2 que es el intervalo entre los
distintos méximos y minimos en Qo(x). Los parémetros finales re-
sultantes del ajuste se encuentran recogidos en la Tabla XV, y en
la Tabla XVI se muestra el ajuste entre los valores de Qo(x) expe-
rimental y Qo(x) recalculados. Un modelo compuesto por suma de
cuatro gaussianas centradas en posiciones miltiplos de 7 2 también
es capaz de explicar la forma de Qo(X)' En la Tabla XVII se reco-
gen los par@metros refinados de este modelo. La diferencia entre
QO(X) experimental y Qo(x) evaluado con esta suma de gaussianas es
mostrado en la Tabla XVIII. Los perfiles de densidad electrdnica

para cada uno de estos modelos estdn representados en las figuras

4,22 y 4.23



TABLA XI

Paré@metros para Qo(x) de Cerebrdsido Natural como suma de 4

Gaussianas
()

Ai xi(x) ¢, <, L1 , RQ
2.3 0.0 c=0.18 L1=58.5
-0.3 4.56 c1=0.14 RQ=O.OO4

-0.4 15.84
~-0.7 25.14 >
TABLA XIII
Pardmetros para Qo(x) de Cerebrdsido Natural como suma de 5
Gaussianas
(&)

Ai xi(ﬁ) Cr C4 L1 , RQ
2.2 0.0 c=0.13 L1=58.3
-0.25 4.41 c1=0.13 RQ=O.OO8
+0.20 11.64
~0.31 13.91

-0.60 24.99



TABLA XII

x (R) 0, (x) EXP 0, (x) CAL DIFERENCIA
1 100.00 99.78 0.22
2 90.70 90.85 ~0.15
3 68.32 68.25 0.07
4 39.64 39.66 -0.02
5 12.84 12.80 0.04
6 ~5.42 ~5.42 0.00
7 -12.05 -12.10 0.05
8 -8.28 -8.25 ~0.03
9 1.28 1.28 0.00

10 10.73 10.70 0.03
11 15.21 15.25 -0.04
12 12.62 12.63 -0.01
13 4.04 4.00 0.04
14 -7.07 ~7.05 ~0.02
15 -16.60 ~16.65 0.05
16 -21.51 -21.49 -0.02
17 ~20.94 ~20.88 ~0.06
18 -16.31 -16.30 -0.01
19 -10.44 -10.48 0.04
20 -6.23 ~6.25 0.02
21 ~5.42 ~5.42 0.00
22 -8.01 ~8.08 0.07
23 -12.46 ~12.44 -0.02
24 -16.57 ~-16.55 ~0.02



TABLA XII (Cont.)

x (&) Q, (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
25 ~18.52 ~-18.48 -0.04
26 -17.68 -17.65 -0.03
27 -14.76 -14.78 0.02
28 -11.40 -11.38 -0.02
29 -9.39 -9.41 0.02
30 -9.80 -9.81 0.01
31 -12.58 -12.55 -0.03
32 ~16.58 -16.53 ~0.05
33 -20.08 ~20.11 0.03
34 -21.52 ~21.55 0.03
35 -20.13 -20.11 ~0.02
36 -18.18 -18.20 0.02
37 -10.85 ~10.88 0.03
38 ~5.73 -5.72 ~0.01
39 -2.23 ~2.23 0.00
40 -1.10 -1.12 0.02
41 -2.22 -2.20 -0.02
42 -4.71 -4.69 -0.02
43 -7.29 -7.25 -0.04
44 -8.76 -8.73 ~0.03
45 -8.42 -8.41 ~0.01
46 -6.23 -6.21 ~0.02
47 -2.86 -2.84 -0.02
48 0.57 0.57 0.00



TABLA XII (Cont.)

x () Q, (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
49 2.90 | 2.91 -0.01
50 3.29 3.30 ~0.01
51 1.57 1.55 0.02
52 ~1.59 -1.60 0.01
53 ~4.91 -4.92 0.01
54 -6.78 -6.81 0.03
55 -5.87 -5.85 -0.02
56 -1.62 -1.60 -0.02
57 5.40 5,37 0.03
58 8.57 8.55 0.02
59 : 10.67 10.65 0.02
60 13.45 13.44 0.01
61 11.74 11.71 0.03
62 9.19 9.21 -0.02
63 5.83 5.85 ~0.02
64 3.03 3.03 0.00

65 1.15 1.14 0.01



TABLA XIV

x(R) Q, (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
1 100.00 99.70 0.30
2 90.70 90.62 0.08
3 68.32 68.44 -0.12
4 39.64 39.68 -0.04
5 12.84 12.79 0.05
6 ~5.42 ~5.38 0.04
7 -12.05 -12.10 ~0.05
8 -8.28 -8.23 -0.05
9 1.28 1.29 -0.01

10 10.73 10.77 -0.04
11 15.21 15.25 -0.04
12 12.62 12.58 ©0.04
13 4.04 4.04 0.00
14 -7.07 ~7.05 -0.02
15 -16.60 ~16.55 ~0.05
16 -21.51 -21.48 -0.03
17 -20.94 ~20.90 -0.04
18 -16.31 -16.28 . -0.03
19 ~10.44 -10.41 -0.03
20 -6.23 ~6.21 ~0.02
21 ~5.42 ~5.44 0.02
22 -8.01 -8.03 0.02
23 ~12.46 ~12.47 0.01

24 -16.57 -16.59 0.02



TABLA XIV (Cont.)

x (&) Q. (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
25 -18.52 -18.55 0.03
26 -17.68 -17.71 0.03
27 -14.76 -14.73 -0.03
28 -11.40 -11.36 -0.04
29 -9.39 ~9.36 -0.03
30 -9.80 -9.78 ~0.02
31 ~12.58 ~12.55 -0.03
32 -16.58 -16.59 0.01
33 -20.08 -20.11 0.03
34 -21.52 -21.47 -0.05
35 -20.13 ~20.09 -0.04
36 -18.18 -18.15 ~0.03
37 -10.85 ~10.85 0.00
38 -5.73 -5.71 -0.02
39 -2.23 -2.21 -0.02
40 -1.10 -1.11 0.01
41 ~2.22 ~2.23 0.01
42 ~4.71 -4.73 0.02
43 -7.29 -7.27 -0.02
44 -8.76 -8.73 ~0.03
45 -8.42 ~8.40 -0.02
46 -6.23 -6.20 ~0.03
47 ~2.86 ~2.89 0.03
48 0.57 0.57 0.00



TABLA XIV (Cont.)

x(R) 0, (x) EXP Q, (x) CAL. DIFERENCIA
49 2.90 2.92 -0.02
50 3.29 3.26 0.03
51 1.57 1.53 0.04
52 -1.59 -1.59 0.00
53 -4.91 -4.89 ~0.02
54 -6.78 -6.75 -0.03
55 -5.87 ~5.83 -0.04
56 -1.62 | ~1.64 0.02
57 5.40 5.37 0.03
58 8.57 8.54 0.03
59 10.67 10.63 0.04
60 13.45 13.44 0.01
61 11.74 11.78 ~0.04
62 9.19 9.22 -0.03
63 5.83 5.84 ~0.01
64 3.03 3.05 ~0.02

65 1.15 1.17 -0.02
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TABLA XV

Parametros para Qo(x) de Frenosina como suma de 3 Gaussianas

Ai xi(X) c, cy LT(R)’ RQ
2.3 0.0 c=0.11 L1=56.90
-0.3 8§.42 c1=0.05 RQ=O.022
-0.5 22.56
TABLA XVI

Pardmetros para Qo(x) de Frenosina como suma de 4 Gaussianas

A, xi(X) c, ¢ L1(g), RQ

2.5 0.0 c=0.098 L1=S7.16
-0.3 8.87 CT=O°052 RQ=O.015
+0.1 14.58

-0.6 22.53



TABLA XVI

x (%) 0, (x) EXP 0, (x) CAL DIFERENCIA
1 100.00 99.55 0.45
2 96.13 96.33 -0.20
3 83.58 83.43 0.15
4 64.36 64.25 | 0.11
5 41.48 41.38 0.10
6 18.44 18.34 0.10
7 -1.38 -1.35 -0.03
8 -15.33 -15.42 0.09
9 -21.96 ~22.08 0.12

10 -21.15 -21.23 0.08
11 -14.12 -14.20 0.08
12 -3.14 ~3.18 0.04
13 9.00 9.11 -0.11
14 19.52 19.62 ~0.10
15 26.52 26.63 -0.11
16 27.60 27.80 -0.20
17 23.66 23.57 0.09
18 15.25 15.15 0.10
19 4.11 4.09 -0.02
20 ~7.58 -7.50 -0.08
21 -17.67 -17.55 -0.12
22 -24.48 -24.38 -0.10
23 -27.09 -26.95 ~0.14

24 -25.53 ~25.43 -0.10



TABLA XVI (Cont.)

x (R) Q_ (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
'25 -20.66 -20.72 0.06
26 -13.97 -14.07 0.10
27 -7.21 -7.28 0.07
28 ~2.04 -2.09 | 0.05
29 0.39 0.35 0.04
30 ~-0.44 -0.42 ~0.02
31 -4.25 -4.21 -0.04
32 -10.13 -~10.03 -0.10
33 -16.72 -16.59 -0.13
34 -22.56 -22.46 -0.10
35 -26.40 -26.26 -0.14
36 -27.46 -27.29 -0.17
37 -25.58 -25.38 ~-0.20
38 -21.23 -21.35 0.12
39 -15.40 -15.52 0.12
40 -9.34 -9.42 0.08
41 -4.28 ~4.35 0.07
42 -1.22 -1.26 0.04
43 ~0.64 -0.68 0.04
44 ~2.49 -2.40 0.09
45 -6.17 -6.10 -0.07
46 -10.72 -10.64 -0.08
47 ~15.00 ~14.89 | -0.11

48 -17.96 -17.85 -0.11



TABLA XVI (Cont.)

x (R) Q, (x) EXP Q, (x) CAL DIFERENCIA
49 ~18.84 -18.97 0.13
50 -17.33 -17.45 0.12

51 -13.64 -13.78 0.14
52 ~8.38 ~8.48 0.10
53 ~2.47 ~2.39 -0.08
54 3.08 3.15 -0.07
55 7.38 7.49 -0.11
56 - 9.84 9.94 ~0.10
57 10.22 10.14 0.08
58 8.73 8.77 -0.04
59 5.89 5.80 0.09
60 2.44 2.39 0.05

61 0.83 0.81 0.02



TABLA XVIII

x (&) 0, (x) EXP Q,(x) CAL =~ = DIFERENCIA
1 100.00 99.60 0.40
2 96.13 96.02 0.12
3 83.58 83.50 0.08
4 64.36 64.26 0.10
5 41.48 41.55 -0.07
6 18.44 18.54 -0.10
7 -1.38 -1.30 -0.08
8 ~15.33 -15.22 -0.11
9 ~21.96 -21.88 ~0.08

10 -21.15 ~21.05 ~0.10
11 -14.12 ~14.18 0.06
12 -3.14 ~3.18 0.04
13 9.00 9.11 -0.11
14 19.52 19.60 -0.08
15 26.52 26.62 -0.10
16 27.60 27.71 -0.11
17 23.66 23.49 0.17
18 15.25 15.16 0.09
19 4.11 4.05 0.06
20 -7.58 -7.66 0.08
21 -17.67 ~17.77 0.10
22 ~24.48 ~24.55 0.07
23 ~27.09 ~26.95 -0.14

24 -25.53 -25.48 -0.05



TABLA XVIII (Cont.)

% (R) Q, (x) EXP - Q (x) CAL DIFERENCIA
25 ~20.66 -20.55 -0.11
26 -13.97 -13.87 -0.10
27 -7.21 -7.15 -0.06
28 -2.04 -2.00 -0.04
29 0.39 0.39 0.00
30 -0.44 ~0.41 -0.03
31 -4.25 ~4.30 ~0.05
32 ~10.13 -10.13 0.00
33 -16.72 ~16.66 -0.06
34 -22.56 -22.45 ~0.11
35 ~26.40 -26.50 0.10
36 -27.46 -27.55 0.09
37 -25.58 -25.68 0.10
38 -21.23 -21.31 0.08
39 -15.40 -15.50 0.10
40 ~9.34 -9.44 0.10
41 ~4.28 ~4.20 -0.08
42 -1.22 -1.19 -0.03
43 -0.64 -0.62 -0.02
44 -2.49 -2.40 -0.09
45 —-6.17 -6.13 -0.04
46 ~10.72 ~-10.63 -0.09
47 -15.00 -14.91 -0.09
48 -17.96 -18.09 0.13



TABLA XVIII (Cont.)

% (R) Q (x) EXP Q, (x) CAL. DIFERENCIA
49 ~18.84 -18.94 0.10
50 ~17.33 -17.40 0.07
51 _13.64 -13.74 0.10
52 -8.38 -8.30 -0.08
53 -2.47 ~2.44 -0.03
54 3.08 3.03 0.05
55 7.38 7.30 0.08
56 9.84 9.81 0.03
57 10.22 10.10 0.12
58 8.73 8.82 -0.09
59 5.89 5.95 ~0.06
60 2.44 2.47 -0.03

61 0.83 0.82 0.01
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5. DISCUSION



5.1.- METODOS DE ORIENTACION

Como ya se expuso anteriormente, los métodos de orientacidn
empleados pueden ser consdierados como los méds adecuados en la
preparacidn de muestras orientadas de bicapas de cerebrésidos. Di-
chos métodos han sido ensayados con é€xito en numerosos césos, co~-
mo por ejemplo el método de "pesca" de la monocapa con ciertos
estearatos (1, 2) o la compresidn mecdnica en algunas lecitinas
(3, 4).

Sin embargo, en el caso especial de los cerebrdsidos estu-
diados en este trabajo, algunos de los métodos descritos para ob-
tener ofientacién de lipidos en bicapas no son eficaces en este
sentido. Se hacia, pues, necesario un andlisis comparativo de al-
gunos de estos procedimientos con objeto de encontrar cual era el
mis adecuado en orientar dichos cerebrdsidos.

Asi, en primer término el método de Langmuir-Blodgett (5)
de pesca de la monocapa ha mostrado no ser Gtil en este caso, pues
en todos los ensayos realizados no ha sido posible capturar méas
de una sola monocapa de lipido sobre la superficie del soporte,
como ya se menciond en el capitulo 4.1. Fueron empleados diversos
tipos de soportes: por un lado se fabricaron pequefias laminas de
resina epoxi que, convenientemente curadas, presentaban una super-
ficie bastante homogénea y de cardcter hidrofdbico, también fue-
ron probadas otras superficies hidrofdbicas tratando cubreobjetos
de vidrio con un surfactante adecuado, segln se describe en 3.1;
por otro lado se probaron soportes con superficies hidrofilicas

tales como mylar y cubreobjetos de vidrio no silanizados. Este



Gltimo tipo de soporte presenta una dificultad adicional debido
al hecho de que son mis facilmente contaminables con particulas
de polvo ambiental, destruyendo la homogeneidad de la superficie.
En cualquier céso, el resultado fue idéntico, no pudiendo recoger-
se mas de una monocapa de lipido cuando se hacia pasar el soporte
a través de la interfase lipidica en la balanza. Dado que los ti-
pos de superficies empleados en estos experimentos son similares
a los utilizados en diversos trabajos descritos en la bibliogra-
fia (6), cabe atribuir la ineficacia del método a la naturaleza
del lipido tratado. La principal diferencia entre los cerebrdsi-
dos vy los otros lipidos gue han sido orientados por este sistema
radica en el grado de polaridad de la zona polar ae dichos com-
puestos. En el caso de cerebrdsidos dicha zona estid constituida
por dipolos eléctricos tipo O-H, en tanto que en compuestos como
por ejemplo lecitinas, poseen pares idnicos (fig. 5.1). Evidente-
mente, es mas fuerte una interaccidn entre cabezas polares en le-
citinas que en cerebrdsidos. Este hecho puede explicar la estabi-
lidad de multicapas de lecitinas frente a las de cerebrdsidos
construidas con este procedimiento, en el cual uno de los factores
mds influyentes es la interaccidn que presentan las moléculas en-
tre si una vez orientadas.

Otro método que ha sido utilizado para preparar sistemas
multilamelares de estos lipidos es el desarrollado por Hentschel
y colaboradores (7). Al final del proceso experimental se obtiene
una muestra compuesta por una serie de la&minas del soporte utili-
zado para inducir orientacidn, intercaladas con sistemas multila-

melares supuestamente orientados de lipidos. Efectivamente, con
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dicho procedimiento se obtienen unos diagramas de difraccidn que
muestran un alto grado de orientacidén del objeto difractante, en
este caso, el conjunto de bicapas lipidicas (fig. 4.3). Este re-
sultado no se ve modificado si en lugar de utilizar un soporte con
superficie de tipo hidrofilico, comoc es el caso del sustrato mylar
empleado en la muestra cuyé diagrama de difraccidén corresponde a
la figura 4.3, se emplease otro tipo de soporte con superficie hi-
drofdbica. El hecho de usar un tipo de soporte y otro no afecta,
en principio, al proceso de orientacidn, pues la fnica modifica-
cidén que se introduce es el sentido de las moléculas en la prime-
ra monocapa, siendo idéntica la orientacidn de las moléculas en el
resto del cristal. Sin embargo, a pesar del buen grado de orienta-
cidén conseqguido con este mé&todo, tuvo que ser eliminado pues el
soporte mylar, incorporado en las muestras, presentaba difraccidn.

Como puede apreciarse en las figuras 4.2 y 4.3 esta difrac-
cidn oscurece el registro fotografico. Asi, no es posible resolver
mas alld de la quinta reflexidn en ninguno de los casos. En prin-
cipio cabria esperar que el soporte fuera transparente a la radia-
cién tal como ocurre en el trabajo de Hentschel (7), que utiliza-
ba laminas de mylar de 5 um de espesor.

Ante la imposibilidad de conseguir mylar de este espesor,
en este trabajo se empled mylar de 10 pm que no parece ofrecer
las mismas caracteristicas respecto a su transparencia frente a
la radiacidn X.

Finalmente se analizd el método de compresidn mecdnica pro-
puesto por Asher y Pershan (8). Este procedimiento es similar al

anterior excepto gque el soporte usado para inducir orientacidn en



la muestra no queda incorporado a é&sta. Naturalmente se elimina
el problema causado por la difraccidn procedente del soporte pero
se pierde calidad en la orientacidn (fig. 4.5). A pesar de este
dltimo inconveniente fue elegido este método para la preparacidén
de las muestras orientadas de cerebrdsidos de las cuales se obtu-
vieron los diagramas de difraccidn apropiados para el estudio es-
tructural de las mismas. Asi en el caso del cerebrdsido natural
se obtuvieron siete Ordenes de difraccidn correspondientes al em-
paquetamiento lamelar de bicapas de este compuesto (ver capitulo
2.1). Para el caso de la Frenosina se han conseguido hasta cinco
S6rdenes de difraccidn empleando el mismo sistema de compresidn

mecdnica que el utilizado con el Cerebrdsido Natural.

5.2.—- DISTORSIONES PARACRISTALINAS

La presencia de solo unos pocos Ordenes de difraccidn y el
aumento de su anchura integral al aumentar el orden, en cada uno
de los casos estudiados, sugiere la existencia de un empagqueta-
miento imperfecto de lamelas que puede ser descrito satisfacto-
riamente usando el concepto de paracristal. Estudios de este tipo
se han realizado en otras membranas bioldgicas, tales como membra-
na de eritrocito humano (9), membrana de mielina del nervio (10,
11) y membrana de mitocondria (12) mostrando la ventaja de este
tipo de tratamiento al permitir separar la informacidn concernien-
te a la celdilla unidad de la referente a la red.

Para el cerebrdsido natural se obtuvieron siete drdenes de



difraccidn espaciados 64.3 % entre si. Representando graficamente
la anchura integral de cada una de estas reflexiones, §8, frente
al cuadrado de la posicidn del midximo en el espacio reciproco, b2,
para cada una de ellas (fig. 4.8); resulta una relacidn casi li-
neal de la cual se pueden extraer el nlmero de motivos que di-
fractan coherentemente (N = 16} y el grado de paracristalinidad

(g = 1.8 %). Estos dos valores se encuentran relacionados entre

si a través de la ley empirica de a*:

donde o* es una constante gue varia entre 0.1 y 0.2 para diversos
materiales. En el caso de Cerebrdsido Natural se obtiene un valor
de a* = 0.072.

En cuanto a la Frenosina, como ya se menciond anteriormente,
se han conseguido cinco Srdenes de difraccidn a 65.6 R en la di-
reccidén meridional. Igual que ocurre con el Cerebrésido Natural
la anchura integral aumenta con el orden de la reflexidn, con lo
cual es aplicable la teoria del paracristal. De la representacidn
grafica de §B frente a b2 resultan los siguientes para@metros:

N =15 v g = 1.9 %, calculandose a* = 0.074.

Seglin puede apreciarse, a la vista de los anteriores resul-
tados los valores obtenidos para el grado de paracristalinidad son
relativamente bajos comparados con los obtenidos en muestras no
orientadas para estos mismos compuestos (13, 14). Este valor esta
ligado con el nGmero de celdillas unidad que difractan coherente-

mente, que son superiores al valor normalmente conseguido en expe-



rimentos con membranas bioldgicas (15, 16).
Por otro lado, como cabria esperar, los pardmetros paracris-
talinos obtenidos son parecidos en los dos casos estudiados al

ser compuestos de estructuras similares.

5.3.- PERFIL DE DENSIDAD ELECTRONICA

Los detalles mds finos que pueden observarse en la determi-
nacidén de caracteristicas estructurales de membranas bioldgicas v
bicapas lipidicas dependen del valor mdximo de b para el cual se
anula la intensidad difractada. La resolucidn viene dada por AX =
1/2bméx y suele estar entre 5 y 25 2 segln el espaciado al que
aparezcan las Gltimas reflexiones. En el caso de cerebrésido na-
tural se consigue una resolucidn de 5 hi¢ y para la Frenosina de 7
2. No puede esperarse pues, de este procedimiento que sirva para
determinar posiciones atdmicas, tan sblo detalles tales como espe-
sor de las membranas, estratos de proteina o grupos de cabezas po-
lares de la bicapa lipidica, es decir, sblo se puede resolver el
perfil de densidad electrdnica de regiones caracteristicas de la
membrana.

Por otro lado, estas resoluciohes obtenidas coinciden con
los intervalos de separacidn entre los distintos midximos y mini-
mos en las funciones Qo(x) (fig. 4.14 y fig. 4.15), que se toma
como base para asignar las posiciones de las gaussianas del mode-
lo de perfil de densidad electrdnica que se usa en el método de

ajuste por minimos cuadrados.



Estas condiciones restrictivas que se imponen a los modelos
de partida respecto a las posiciones que deben ocupar las gaussia-
nas, motivan gque la}solucién pueda considerarse Gnica, objetivo
dificil de conseguir cuando se usa este método de deconvolucidn
por minimos cuadrados ya que son varios los parametros que deben
ser ajustados, alcanzdndose normalmente otras soluciones alterna-
tivas que dan un ajuste de idéntica magnitud.

En este sentido el método de deconvolucidn analitica de
Fourier, va desarrollado en el capitulo correspondiente, ofrece
la posibilidad de obtener una solucidn (nica partiendo de unos
datos experimentales de Qo(x). Sin embargo la presencia de dis-
torsiones en el interior de la celdilla unidad provoca perturba-
ciones en los valores de Qo(x) experimental de partida vy en con-
secuencia los datos Gltimos obtenidos para la densidad electrdni-
ca zo(x) van afectados de error. En las figuras 4.17y 4.19 se pre-
sentan los resultados obtenidos con este método para los perfiles
de densidad electrdnica de los dos compuestos estudiados en este
trabajo. Se puede apreciar, en ambos casos, que la zona correspon-
diente a las cadenas hidrocarbonadas presenta una serie de oscila-
ciones muy pronunciadas gue no estdn de acorde con la uniformidad
que, en principio, debe presentar esta region. Sin embargo, el po-
sicionamiento de los valores maximos de densidad electrdnica co-
rrespondientes a las cabezas polares es similar al obtenido segin
el otro método de deconvolucidn empleado. Por otro lardo, en las
figuras 4.16y 4.18 se comparan los valores experimentales de Qo(X)
con los recalculados por convolucidn cuadrado de los perfiles de

densidad electrdnica Qo(x) obtenidos por el método de Fourier. Se



puede apreciar, en ambos casos, diferencias significativas entre
los valores experimentales y recalculados que se hace mayor para
valores de x mids alejados del centro,

Este problema de falta de concordancia entre datos experi-
mentales v calculados no se presenta cuando se emplea el método
de ajuste por minimos cuadrados para deconvolucionar Qo(x), pues
en este caso se puede introducir una funcidn gue de cuenta de las
distorsiones que se producen en las bicapas lipidicas, v que en
todos los casos se elige una distribucidn tipo gaussiana en torno
a la dimensidn de la celdilla unidad.

Como ya se tratl en la seccidn 4.3.4, existen dos posibles
combinaciones de funciones gaussianas, en cada caso, gue ajustan
con la misma bondad los datos experimentales de Qo(x) Y que cum-
plen las restriccioneg impuestas en cuanto a posicicnamiento de
las mismas. En las figuras 5.2 y 5.3 se presentan, comparativa-
mente, los perfiles de densidad electrdnica obtenidos con las di-
ferentes combinaciones de gaussianas validas para Cerebrdsido Na-
tural y Frenosina respectivamente.

A la vista de dichas figuras, y teniendo en cuenta los da-
tos de las tablas XI, XIII, XV y XVII, se pueden considerar las
siguientes observaciones:

1) Las dimensiones de la bicapa lipidica resultan ser simi-
lares independientemente del nimero de gaussianas que se tome en
el ajuste.

2) El hecho de introducir una gaussiana mé@s en el modelo
conduce a un perfil de densidad electrdnica complementario al

correspondiente obtenido con el modelo constituido por el nimero
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minimo de gaussianas. Obsérvese la similitud en cuanto a los valo-
res de Qo(x) asi como en las posiciones de los centros de las
gaussianas. Dado que la consideracidn de una nueva gaussiana en
el modelo da lugar a que una de éstas resulte redundante tras el
ajuste, se puede concluir que existe un nlimero médximo de gaussia-
nas cuya suma da cuenta del perfil de densidad electrdnica, sien-
do este nlmero 5 en el caso de cerebrdsido natural y 4 en la fre-
nosina.

3) El grado de acuerdo entre los valores de Qo(x) experimen-

tales y calculados para el modelo, definido por R, (17, 18), no

Q
muestra diferencias drédsticas entre modelos constituidos con dis-
tinto nimero de gaussianas. Sin embargo, si cabe destacar el me-
jor ajuste que se alcanza en el caso de Cerebrdsido Natural (me-
nor valor de RQ) motivado, en gran medida, por la posibilidad de
utilizar una gaussiana mds en el modelo, asi como por la buena de-
finicidn de la funcidn de Patterson Qo(x).

4) Las magnitudes correspondientes a las distorsiones pro-
ducidas en el interior de la celdilla unidad, medidas por los va-
lores ¢, que dan la anchura de las gaussianas H1(x), también son
equivalentes en los dos modelos planteados en cada caso.

Dado que el Cerebrdsido Natural v la Frenosina aislada de
aquel poseen estructuras similares, se puede realizar un andlisis
comparativo entre los perfiles de densidad electrdnica obtenidos
cuando ambos compuestos se disponen en estructura de bicapas. En
la figura 5.4 se representan los modelos, Qo(x), resultantes en

los dos casos y constituidos por el nlmero mdximo de gaussianas.

A la vista de esta gradfica y de las tablas mencionadas anterior-
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mente, se pueden extraer las siguientes observaciones:

1) La anchura de la bicapa es similar para ambos compuestos.
Este valor es concordante con los datos existentes en la bibliogra-
£fia (19, 20, 21) sobre cerebrdsidos de estructura molecular simi-
lar.

2) Los valores de densidad electrdnica relativa son también
muy parecidos tanto en las regiones correspondientes a las cabezas
polares como a la zona central constituida por las cadenas hidro-
carbonadas, si bien existen ligeras oscilaciones en cuanto al po-
sicionamiento de los mé&ximos y minimos en esta UGltima regidn, de-
bido, probablemente, a la presencia de impurezas durante los pro-
cesos de aislamiento y orientacidn. Es preciso sefialar aqui la
ausencia de un "pozo" en el centro del perfil de densidad electrs-
nica, tal como se observa en otros compuestos (22, 25). Dicho "po-

"

zo" se interpreta como una ausencia de moléculas en el centro de
la bicapa lo que implica que las zonas hidrocarbonadas de las dos
monocapas constituyentes estin ligeramente separadas (ver fig.
5.5). Asi pues, en nuestro caso se puede deducir que, dada la au-
sencia de dicho "pozo", los extremos de las cadenas hidrocarbona-
das se encuentran interpenetrados tal y como se muestra en la fi-
gura 5.6. Asi pues, teniendo en cuenta las dimensiones obtenidas
para la anchura de la bicapa asi como las dimensiones aproximadas
tanto de la cabeza polar como de las colas hidrocarbonadas en es-
tos compuestos, se propone como modelo estructural de la bicapa el
sefialado en la figura 5.6, en el cual se puede apreciar gue las

cadenas hidrocarbonadas estén completamente extendidas, tal como

cabria esperar al tratarse de medidas realizadas a temperatura



ambiente.

3) El grado de distorsidn en el interior de la bicapa es
mayor para la frenosina, tal como puede deducirse de los valores
de la anchura cq que corresponde, como ya se menciond anterior-
mente en esta misma seccidn, a la gaussiana H1(x) que da cuenta
de este tipo de fluctuaciones. Este mayor grado de distorsidn en
la Frenosina es consecuencia de la menor definicién de la funcidn

Zo(x) obtenida a partir de los datos experimentales.
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6. CONCLUSIONES



~ El procedimiento de compresién mecénica ha mostrado ser el més
efectivo para preparar muestras orientadas de cerebrSsidos. La
utilizacidn de agente silanizante como inductor de orientacidn no
mejora los resultados cbtenidos.

-~ El empaquetamiento de bicapas de cerebr&sidos se comporta como
un paracristal. El pardmetro de fluctuacidn entre planos crista-
lograficos, g, en Cerebrdsido Natural y Frenosina es 1.8 3y 1.9 %
respectivamente.

-~ El ndmero de planos cristalogréficos que difractan coherentemen-—
te obtenido a partir del andlisis de maximos en la funcidbn de
Patterson generalizada, cuyos valores son 15 para Cerebrdsido Na-
tural y 14 para Frenosina, presenta una buena concordancia con los
mismos datos resultantes del estudio paracristalino del sistema,
16 v 15 respectivamente.

- Las anchuras de las bicapas de Cerebrdsido Natural y Frenosina
alcanzan valores muy parecidos de 64.5 i y 65.6 i respectivamente,
siendo la separacién entre grupos polares de 58.3 2 y 57.2 R.

- Dada la presencia de distorsiones dentro de la celdilla unidad,
el método de deconvolucidén analitica de Fourier no es capaz de
aproximar una buena solucidn para el perfil de densidad electrd-
nica lo(x). En estos casos es preciso realizar la deconvolucidn
ajustando, por minimos cuadrados, un modelo propuesto al perfil ex-
perimental.

- La resolucidn alcanzada en el diagfama de difraccidn (5 2 para
Cerebrdsido Natural y 7 hi¢ para Frenosina) permite obtener una
funcidn de Patterson para el motivo difractante, Qo(x), con un

alto grado de definicidn, con lo gue se pueden imponer varias res-



tricciones en el modelo de perfil de densidad electrénica, para
el cual se obtiene una solucidn Gnica.

- Un modelo para el perfil de densidad electrdnica formado por
suma de gaussianas muestra ser bastante adecuado para describir
dicho perfil. En cada caso existen distintas combinaciones de
dichas gaussianas que presentan un buen ajuste con los datos ex-~
perimentales. Las distintas soluciones son complementarias entre
si, existiendo un nlmero mé&ximo de gaussianas que definen mejor
el perfil de densidad electrdnica. Dicho nlGmerc toma valores de
5 gaussianas para Cerebrdsido Natural y 4 para Frenosina.

-~ Tanto en Cerebrdsido Natural como en Frenosina el perfil de den-
sidad electrdnica muestra la existencia de una interpenetracidn
entre extremos de cadenas hidrocarbonadas en el centro de la bi-

capa.



