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Com os recentes aperfeigoamentos do microseipio eletronico, ¢ possivel
atingir um poder de resoluciao de 7 a 10 A, ao passo que com a microscopia
optica s6 em condicoes 6timas se atingia 2000 A com luz natural, e 1100 A com
0 uso da luz ultravioleta. Este fato trouxe como conseqiiéneia a necessidade
de se proceder a uma revisio das nocoes ja adquiridas sébre a microestrutura
dos componentes celulares, para comprovar ou modificar os conhecimentos es-
tabelecidos. Somente apos esta revisio é que em muitos casos seri possivel es-
tudar as relagoes entre a morfologia e o estado fisiologico ecelular e surpreender
as modificacoes patologicas intracelulares em sen inieio.

Cuidados especiais devem ser tomados para que o material biolégico nao
sofra alteracoes durante a colheita, fixacdo e preparo final.” Artefatos que
seriam de somenos 1mportancia nos preparados observados ao mieroscopio
Optico passam a ser criticos no exame detalhado das estruturas celulares ori.
gFinais ao mieroseoplo eletronico.

Em estudos visando a localizacio de riquétsias e virus no sangue, encon-
tramos dificuldades para interpretar algumas alteracoes verificadas nas células
sangiiineas, até entdo mal deseritas quando observadas ao microseépio eletro-
nico. Estes fatos se verificam até mesmo com os elibulos vermelhos, partienlar-
mente gquando houver uma reticuloeitose mesmo disereta.

Em preparacoes feitas com sangue hemolisado, precaucoes especialissimas
devem ser tomadas para nao confundir particulas de virus eom aquelas origi-
nadas de reticuloeitos, glébulos brancos ou plaquetas alteradas nas manobras
feitas durante o preparo do material.

0 estudo da ultraestrutura dos corpusculos observados no interior dos
elobulos vermelhos jovens, conhecidos pela denominaciao de “substantia gra-

nulo-filamentosa™, tem apresentado difieuldades téenicas que sé6 recentemente
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vém sendo superadas. Com a microseopia 6ptiea, as formacdes intra-reticulo-
citarias eram evidenciadas somente através de artificios téenicos e métodos de
coloraciio, que davam margem a interpretacoes as mais diversas quanto a sua
origem e natureza.

Desde que se verificou que os elementos eitoplasmiticos eorados pelo verde
Jannus: B poderiam ser identificados as mitoeondrias, os corpusenlos intracelu-
lares que se coravam por aqueéle corante passaram a ser interpretados como
sendo mitoeondrias. Com o advento da microscopia de contraste de fase,
tais estruturas foram observadas em eélulas vivas, independente do uso de
corantes ou qualquer artificio téenico, eliminando assim a possibilidade de
que fossem resultado de artefatos.

Reticulocitos tratados pelo verde Janus B apresentam no seu interior fi-
lamentos corados em azul esverdeado, o que induziu os pesquisadores a sus-
peitar de que estas formacoes fossem mitoeondrias ou material delas derivado,
sem que houvesse sido possivel, pelos métodos opticos, obter nma segura com-
provacio morfolégica. Varios autores, todavia, suspeitavam de que as estru-
turas assim evidenciadas eram produtos de artefatos. Dustin (8) supunha
que as estruturas intrahemiticas eram devidas & precipitacio do deido ri-
bonucleico durante a secagem, ou aos métodos de .fixacdo e coloragio. Ko-
senow (11) pretendeu ter demonstrado que tanto granulos como filamentos
eram formados pela precipitacio de dcido nueleico pelos corantes.

A hemoglobina dos reticulocitos impede evidenciar, no miecroseépio de
fase, qualquer estrutura semelhante as encontradas em outras células. Isto
somente & possivel com o uso de corantes vitais apropriados, como o verde Ja-
nus B e o azul de cresil brilhante. Esta cirecunstincia féz com que persistissem
as dividas quanto & preexisténcia da estrutura da chamada “substantia gra-
nulo-filamentosa™.

O fato de que os filamentos e grinulos nos retieulocitos hemolisados, apos
uma secagem parecial, tomam a coloracio vermelho-rosa, quando tratados pela
fuesina dcida e azul escuro, pela hematoxilina, métodos respectivamente de
Altmann ¢ Regaud para evidenciar mitocondrias, levon a se procurar em
definitivo esclarecer se éstes filamentos eram realmente mitoedndrias.

Posteriormente, com auxilio da microscopia eletronica, a “substantia gra-
nulo-filamentosa” foi identificada aos filamentos que somente podem ser evi-
denciados na sua forma original, se a hemdlise for executada, observando-se
determinadas precaucdes para evitar a sua alteraciio ou desintegracio (6, 7).

Por meio de seccoes ultrafinas obtidas de reticulocitos integros nao hemoli-
sados foi, recentemente, verificado que, tanto os filamentos como os granulos
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intrareticuloeitarios no sangue de cobaias, apresentavam a microestrutura
caracteristica de mitocondrias, permitindo eonecluir que a “substantia granulo-
-filamentosa” deve ser morfologicamente identificada #s mitoeondrias (5, 7).

Neste trabalho sio apresentadas micrografias de mitoedondrias em eritro-
citos de eobaia durante intoxicado aguda pelo chumbo, e observacoes adicionais
a trabalhos anteriores que confirmam a interpretacio dada sobre a natureza
e estrutura da “substantia granulo-filamentosa”, assim como informacdes sobre
a estrutura mitocondrial de eritrocitos na reticuloeitose experimental de co-
baia submetida & intoxicacio aguda pelo chumbo ou sangrias sucessivas.

MATERIAL E METODOS

Cobaias de 350 a 400 g de péso. Sangue obtido por pungio cardiaea ou eorte da unha
das patas posteriores (16).
Imtoricagdo pelo chumbo. — Injegles subeutineas, didrias de 1 ml de solugio aquosa
de acetato de chumbo a 1%, durante 3 a 9 dias. Colheita do sangue 3 a 7 dias apés
a Gltima injegio. Fixacio imediata em 0s0, a 19 em tampiio veronal-acetato, isotdnico,
de pH 72-74, durante uma hora. Nas prepara¢ies de sangue de animais assim tratados,
o nimero de reticulocitos, pelo Giemsa, variou de 6 a 509. O nidmero de normoblastos era
de aproximadamente a déeima parte do de reticulocitos; em um ecaso atingiu 0,6%, cm
gangue com reticulocitose de 6,2%.
Anemia por sangrias succssivas, — Bangria eardiaca difiria de 5 a 7 ml durante 6 dias.
Colheita do sangue 3 a 4 dias apls a dltima sangria. O ndmero de retieuloeitos varion
em torno de 10%. Adicionou-se 1 ml de figua destilada a eada um de quatro vidros de
relégio, usados mnas preparacies, ¢ duas gitas de sangue de ecobaian com reticuloeitose.
Cineo, dez, vinte e quarenta segundos apbés a adi¢io do sangue adicionou-se 1 ml de
solugiio aquosa de 0s0, a 2%, interrompendo, assim, o processo hemolitico em diversas fases
e iniciando a fixagiio dos glébulos em 0s0, a 1%, que se prolongou por uma hora.
Algumas gitas foram fixadas também em NaCl a 0,75%, contendo 10% de formol, durante
18 horas. Logo apds, lavagem em dgua destilada e coloragio durante 1/2 hora em solugio
de deido fosfotungstico a 19, de pH 4,0.
Inclusdo e cortes. — Apbs a fixagio segundo Palade (12), os gl6bulos foram lavados em
dgua destilada e, em seguida, desidratados pela série aleoflica. A inelusio foi feita numna
mistura de metil e butil metaerilato, contendo um eatalizador. As trocas dos meios,
nos quais as hemdcias eram mantidas, desde a fixacio até a ineclusiio, foram feitas por
eentrifugagies ¢ decantagies sueessivas, Os cortes ultrafinos foram preparados com mi-
erétomo Porter-Blum. Nos cortes, os reticulocitos foram identifieados de aedrdo ecom eri-
tério seguido em trabalho anterior (7).
Hemdlise em esfregago. — Os esfregacos foram preparados em liminas cobertas com filme
de eolédio e, apbés 10 a 20 horas, hemolisados em NaCl a 0,8% contendo 2,5% de formol,
lavados em fdgua destilada, corados durante 5 minutos em soluciio de fieido fosfotlingstico
a 19 de pH 4,0, lavados em fdgua destilada ¢ seeados & temperatura ambiente. Os
filmes, contendo os glébulos hemolisados, foram transferidos para grades metilicas ¢
submetidos ao proeesso de sombreamento metilico, com Pd.
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Hemdlise em suspensio. — Imediatamente apés a sangria,, 1 ml de sangue foi adieionado
a 20-30 ml de igua destilada e, einco minutos apds, adicionados 2 ml de fieido ésmico a
19.. Apé6s cineo minutos, os glébulos eram centrifugados a 500 r.p.m., para a remogiio da
hemoglobina, e lavados com fgua destilada, até que um sobrenadante ineolor fisse obtide.
Goitas da suspensio de estromas lavados eram depositadas sébre grades metilieas eobertas
com um filme de colédio e, apés a remociio da fdgua com material absorvente ¢ secagem,

o3 estromas eram metalizados eom eromo ou palidio.

As preparaches foram examinadas num mierosedpio eletrionico Siemens tipo (M 100b,
a 60 Kv, fotografadas em aumento originais de 7200 x ¢ 1500 x ¢ ampliadas fotografiea
mente,

RESULTADOS

Esfregacos de sangue de cobaia intoxicadas pelo chumbo, hemolisados
apos fixacdio por meio de secagem parcial, apresentam reticulocitos contendo
granulos e filamentos de diimetros em torno de 750 mp (Fig. 1a). Raramente,
encontram-se reticulocitos contendo grianulos e filamentos de diametro nor-
mal, assim considerados os de reticulocitose provocada por sangrias multiplas.

A estrutura dos retieuloeitos ¢ mais ficilmente evidenciada do que a das
hemdeias jovens em easos de anemia provocada por sangrias miltiplas (7),
apresentando-se, as membranas e trabéculas mitocondriais, com linhas melhor
definidas e contrastadas. O diametro médio das mitocondrias nos cortes ul-
trafinos atinge a 460 mp (minimo: 180 mp; miximo: 830 mu) (Fig. 2a). Ra.-
ramente, as mitoeondrias se apresentam com a microestrutura caracteristica
preservada. As alteracoes mais freqiientes sio: mitoeondrias eom volume sem-
pre aumentado, delimitadas por uma membrana externa continua e uma in-
terna da qual se originam as lamelas duplas ou cristae mitochondriales (13)
¢ mitocondrias de volume aumentado ou ndo, desprovidas da membrana ex-
terna limitante.

Nas mitocondrias de maior diimetro, a membrana externa, continua. se
encontra acentuadamente distendida, mantendo somente em alguns trechos a
relaciio espacial normal com fragmentos do que se convencionoun chamar mem-
brana interna. Estas mitocondrias alteradas apresentam uma matriz menos
densa aos electrons do que o citoplasma e, na grande maioria, apresentam, no
interior, lamelas duplas fragmentadas em maior ou menor grau (Fig. 2a).

Alguns reticulocitos apresentam somente mitocondrias sem qualquer ves-
tigio da membrana limitante externa, e em outros, esta membrana esta par-
cialmente destruida ou sofrendo desintegracio progressiva (Fig. 3). Nestes
casos, as lamelas duplas podem ainda apresentar a micrcestrutura caracteris-
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tica, notando-se elaramente a sua continuidade com a membrana interna. As
lamelas intramitocondriais sdo constituidas por uma estrutura continua de-
rivada da membrana interna que teria sofrido invaginac¢oes mais ou menos
periddicas. As mitocondrias de forma alongada ou filamentosa podem apre-
sentar lamelas duplas que atravessam de um lado para outro téoda a largura
do organelo, ligando a membrana interna de um lado com o outro, separando
a estrutura interna da mitocondria em wvirios setores, contendo lamelas, em
namero variado, que ndo atingem o lado oposto. A membrana externa, con-
tinua, manteria unidos éstes virios setores, envolvendo-os completamente. O
espaco interlamelar, nas mitocondrias desprovidas da membrana externa, esti
diretamente aberto para o citoplasma e a distincia entre as membranas cons-
tituintes das lamelas varia de 8 a 19 mu, correspondendo aproximadamente,
ao que se verifica nas mitoeondrias de retienlocitos de eobaias com anemia por

sangria.

Algumas secgoes de mitoeondrias, principalmente as de menores dimensoes
e de forma esférica ou ovoide, permitem constatar que as cristae mitochondria-
les podem, ds vézes, ser constituidas de tubos, 4 semelhanca de dedos de luva,
apresentando, nos cortes perpendiculares, seceoes cireulares. Observam-se res-
tos mitocondriais constituidos de fragmentos de lamelas duplas, envoltas por
uma linha descontinua e mal definida, ou situades no interior de nma regiio
apenas ligeiramente mais densa aos electrons do que o eitoplasma (Fig. 3),
que seriam residuos das membranas mitocondriais em fase de decomposicio,

Freqiientemente, aparecem nos cortes, reticulocitos apresentando formacdes
morfologicamente semelhantes ao reticulo endoplasmitico. Em uma das secedes
=01 observado que a membrana do estroma do reticulocito se continuava eom o
interior da célula através do que supomos tratar-se do reticulo endoplasmitico;
ha, portanto, a possibilidade da existéneia, pelo menos temporiria, de comu-
nicacdo entre o meio externo e o sistema de eanaliculos intrareticulocitirios.

Granulos densos aos eleetrons sio encontrados em eritroblastos, reticuloci-
tos e eritrocitos adultos, no sangue cireulante:

a) agrupados no interior de mitoeondrias, ji desintegradas;
b) agrupados e envolvidos por nma membrana dupla;

¢) agrupados, aparentemente sem membrana limitante, iniciando a dispersio;

d) dispersos no eitoplasma.



250 ERITROCITOS NA RETICULOCITOSE DO SATURNISMO EXPERIMENTAL
DISCUSSA0

O reduzido campo de observacio do mierosedpio eletromico torna difieil
localizar reticuloeitos do sangue normal, onde se encontram em numero extre-
mamente reduzido, principalmente nos cortes, Esta dificuldade pode ser su-
perada provocando-se uma reticulecitose por sangria, como foi feito em tra-
balhos anteriores (6). Foi possivel déste modo obter sangue de cobaias ecom
reticulocitose da ordem de 109, sem que loealizéissemos eritroblastos. Além
da presenca ou auséncia de mitoedndrias, a diferenciaciio entre hemicias adul-
tas ¢ reticulocitos pode ser feita, facilmente, pela mailor densidade que
apresentam as primeiras, devido & menor concentracio da hemoglobina nos
reticulocitos. Na intoxicacao aguda pelo chumbo, a presenca de eritroeitos
nueleados ou eritroblastos pode levar i obtencdo de preparacoes nas quais as
seecoes nio atingem o nicleo, e, a interpretar eomo reticuloeitos os eritroblastos,
o que & possivel, levando-se em consideracio as dificuldades ainda existentes
para se obter regularmente cortes seriados. Ainda neste caso, o eritroblasto
apresenta menor densidade do que os reticuloeitos, mas em grau que niao per-
mite a fieil distincdo entre éstes e os eritroblastos. Considerando-se que o mi-
cleo nos eritroblastos se loecaliza aproximadamente no centro da eélula, desde
que se consiga algumas seccoes seguidas, torna-se fieil surpreendé-lo. No exa-
me das seccoes, foram tomadas precaucdes para escolher cortes de reticuloei-
tos que permitissem afastar a possibilidade de serem confundidos com eritro-
blastos, selecionando aquelas eélulas que apresentavam cortes em série.

Um dos métodos de preparo do glébulo vermelho para estudo ao microseo-
pio eletréonico é o da retirada da hemoglobina, a fim de que os electrons pos-
cam passar através do estroma, mostrando, no caso partieular do reticuloeito,
elementos estruturais eomo a chamada “substantia granulo-filamentosa”. Esta
estrutura se apresentara sob a forma de pequenos discos, mais ou menos in-
dividualizados, se a hemdlise se processar em suspensio, em agua destilada on
solugiio salina de baixa concentracio. Quando a hemdlise é feita apés uma se-
cagem parcial dos glébulos, os reticulocitos se apresentam com a estrutura fi-
lamentosa, relativamente preservada, devido & secagem prévia que “fixa™
aquela estrutura, mas nio ¢ suficiente para fixar a hemoglobina que é retirada
num meio salino hipoténico. Déstes filamentos cu bastonetes originam-se os
pequenos discos por efeito da hipotonia do meio, quando a hemdlise se processa
em suspensio, sem secagem previa (6).

No saturnismo, o diimetro médio des grianulos e filamentos de reticuloeitos
hemolisados em esfregaco é de cérea de trés vézes o dos grinulos e filamentos
de reticulocitos na anemia por sangrias sucessivas. A mesma relacao fol ob-
servada quanto ao diametro médio das mitoeondrias identificadas nos cortes
ultrafinos (7). Esta observacio constitui prova complementar a hipitese
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formulada em trabalhos anteriores, nos quais se pretendeu identificar, morfo-
ldgicamente, a chamada “substantia granulo-filamentosa” ds mitocondrias

(5, 7).

No que diz respeito &s reticulocitoses provocadas por sangrias multiplas
on por intoxicacio aguda pelo chumbo, acreditamos ter evidenciado a estrutura
mitoecondrial da chamada “substantia granulo-filamentosa™. Devemos, no en-
tanto, tendo em vista as observacdes feitas neste trabalho, considerar que ¢ pro-
vivel que, em condicoes normais, os reticulocitos possam ser identificados no
sangue sem a presenca de estruturas definidas, mas apenas de material cons-
tituinte destas estruturas e dispersos nos eritroeitos no eurto espaco de tempo
que resta para a sua transformacdo em glébulo vermelho adulto. Em outras
palavras, seriam falsos reticulocitos que poderiam explicar as observacoes de
alguns autores mostrando correlacio quantitativa entre corantes vitais e subs-
tancia granulo-filamentosa intrahemdtica. Numa reticulocitose verdadeira,
como a que se obtém por simples anemia provocada por sangrias sucessivas,
grande quantidade de eritrocitos que perderam o niicleo entram na eirenlagio
contendo maior ou menor niimero de mitoeéndrias nos viarios estadios de in-
voluedo. Esta fase deve iniciar-se logo que o nicleo deixa de estar presente,
ou mesmo momentos antes, quando o biogquimismo intracelular foi suficiente-
mente alterado para justificar as alteracdes verificadas no eritroblasto, que le-
vam i perda do nieleo e a progressiva desintegragio da estrutura mitocon-
drial que se verificaria inicialmente pela perda da membrana externa e lise
dos elementos intramitocondriais. A ausénecia da membrana limitante externa
nas mitocondrias de alguns reticulocitos, nos quais todos os demais elementos
estio preservados, acompanhados de sucessivas modificacdes indicativas de um
progressivo processo de reabsorcio das mitocondrias ou de suas partes, nos
leva a considerar possa ser éste o mecanismo normal de evolugao do retieuloeito
para a hemacia adulta, isto é, hemicias sem mitocondrias e reticulo endoplas-
mético, ou seja, sem “substantia granulo-filamentosa”. E difieil distinguir,
nos limites déste trabalho, o que ocorreria por conta déste fenomeno, daquilo
que poderia ser devido ao saturnismo. Esta disecriminagio seria viivel, nio
fossem as conhecidas dificuldades de melhor observaciao de detalhes estrutu-
rais em reticulocitos de animais normais ou eom anemia por sangria.

O aspecto das mitoeondrias (Fig. 3), desprovidas da membrana externa.
nas quais se observa nitidamente a continuidade das lamelas duplas com a
membrana limitante interna, eorrobora a interpretaciao dada por Palade (13)
e nio apdia o esquema inicialmente apresentado por Sjostrand (15), referente
a organizacao estrutural das mitocondrias, segundo o qual as membranas
constituintes das lamelas ndo se continnam com a membrana limitante interna.,
isto é, haveria estruturalmente uma independéncia entre os dois componentes
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mitocondriais. Todavia, é preciso considerar a possibilidade da existéncia de
diferentes particularidades estruturais em mitoeindrias de eélulas de tipos di-

VEersos.

O melhor contraste observado nas estruturas das mitocondrias dos reticulo-
e¢ites no saturnismo, quando examinados no microseépio eletronico, poderia ser
atribuido ao aumento de volume sofrido por aquéles organelos, porém o mesmo
se verifica com as mitoeondrias que ndo sofreram aumento aparente. O chum-
bo, presente no plasma, contribuiria para a preservacio das estruturas “in
vivo” ou penetraria nas hemicias durante o processo de fixacao, juntamente
com o tampio e o dcido dsmieco, loealizando-se de preferéncia nas membranas,
contribuindo para aumentar o contraste e atuando como um corante
adicional ao deido ésmico. Aub, Fairhall, Minot e Reznikoff (1) mos-
traram que o chumbo, combinando-se provivelmente com fosfatos do plasma,
posteriormente se precipita sobre a membrana dos glébulos vermelhos, alte-
rando suas propriedades, ou, poderia ainda, penetrar na célula e reagir sobre
constituintes outros, excluida a hemoglobina. Cabe ainda considerar a possi-
bilidade de o chumbo, penetrando nos reticuloeitos, “fixar™ seus constituintes
vitais como as mitocondrias, impedindo o processo de evolucdo normal da eé-
lnla & hemdacia adulta. Neste caso, a populacio de retienlocitos cireulantes se-
ria constituida de reticulocitos fixades ou estabilizados em virias de sunas fa-
ses de evolucio para o glébulo vermelho adulto, e de elementos jovens con-
tinnamente lancades na eirculacio e que sofreriam a mesma aciao do material
toxico cireulante no plasma.

O aumento de volume das mitoeondrias de reticuloeitos e as alteracoes mi-
eroestruturais observadas no saturnismo (Fig. 2a) sio muito semelhantes ao
que observamos nos reticulocitos de casos de anemia por sangrias multiplas
submetidos & acdo de um meio hipotonico, “in vitro” (Fig. 6). Hemicias
normais colocadas num meio isotonico contendo ecloreto de e¢humbo sofrem um
anmento de volume e, apés um certo tempo, o sen peso especifico passa a ser
significativamente maior (1).

Devido & falta de mais completos dados experimentais sobre as alteracoes
(ue se processam no sangue de animais intoxicados pelo ehumbo, nio é possi-
vel interpretar seguramente o mecanismo que leva ao aumento de volume so-
frido pelas mitoedndrias. Suspeitando-se, porém, que o aumento de volume
possa ser econseqiiencia de alteracoes osmoticas ocorridas durante g intoxieacio,
foram feitas preparacoes de reticulocitos de cobaias com anemia por sangrias
sucessivas, fixadas nas varias fases do processo osmético, 5, 10, 20 e 40 se-
gundos apiés a adicao dos glébulos 4 agua destilada, para comparacio. Em
todas estas preparacoes foram observadas hemacias nas virias fases de he-
malise,
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Na mitoeondria da fiz. 6, a membrana interna acompanhou a externa,
possivelmente devido 4 atuaecio de fatores de ordem fisico-quimica. As regioes
das extremidades e as compreendidas entre os estrangulamentos ecorresponde-
riam as formas eireulares no interior de reticulocitos hemolisados em suspensao
em #Agua destilada (Fig. 7). Os pontos de estrangulamento corresponderiam,
provivelmente, is lamelas duplas, que se dispoem em todo o diametro da mi-
tocondria, as quais ofereceriam resisténcia ao aumento de diametro naqueles
pontos, até o momento em que a membrana das lamelas se rompesse. Assim,
quando de um filamento se originam viarias formas cirenlares, estas terdo uma
ruptura, a qual corresponderia & da membrana limitante externa da mitocon-
dria. As mitocondrias das figs. 8 e 9 apresentam o sistema de lamelas no
centro, o que indica que a membrana limitante interna nao acompanhou a li-
mitante externa ou, no caso de té-la acompanhado, sofren rupturas. Esta
conclusio tem fundamento no conhecimento das relacoes estruturais das la-
melas duplas com a membrana interna. Pode-se deduzir destas observacoes
que a membrana limitante externa é o componente mitocondrial que confere
ao organelo a propriedade de responder is variacoes de pressio osmotica do
meio, atnando & semelhanca de num osmometro.

O reticulo endoplasmitico, em alguns reticuloeitos, parece bem desenvol-
vido, possivelmente nos mais jovens. O sistema de canalieunlos, observado por
meio de cortes ultrafinos, se assemelha ao reticulo endoplasmitico de outras
eélulas. A observacio de estrunturas ou de residunos estruturais de retienlo
endoplasmitico nos retieuloeitos foi difieil ou pelo menos muito rara nas vi-
rias centenas de preparacoes de cortes analisados ao microsedpio eletronico,
Os filamentos mais finos, deseritos em retieulocitos hemolisados, apis seeagem
parcial em esfregaco (6), provavelmente correspondem dqueles canalienlos.

A observacio de que o reticulo endoplasmitico se eontinna eom a mem-
brana do estroma do reticulocito pode ter importincia no estudo da mecinica
de processos fisiolégicos e parasitolégicos em normoblastos e reticulocitos.
O estedo do normoblasto na fase em que se dd a extrusio do sen nueleo,
como ja foi observado (2), se justifica, desde que a comunicagiio da membrana
citoplasmitica com o reticulo endoplasmitico e a déste com a membrana nuclear
externa foi observada em leucédeitos (14). Em células de tumor ascitico de
Ehrlich, particulas identificadas como sendo do virus Anopheles A, foram
observadas no retienlo endoplasmitico (9). Esta observacio pode sugerir
que os pontos de penetracio do parasita na célula sejam os de comunicacio
do retieulo endoplasmitico com o meio externo. Seria de interésse, neste par-
tieular, o estudo de reticuloeitos de animais com impaludismo experimental,
pois é eonhecida a afinidade de virias espéeies de Plasmodinm pelos reticulo-
c1tos.
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Os granulos densos aos electrons, que loealizamos geralmente agrupados
em normoblastos, reticuloeitos e hemaelas maturas, se assemelham aos deseri-
tos por Hoffman, Hillier, Wolman e Parpart (10) em estromas de eritroeitos
normais e anormais. Estes autores, entretanto, nao conseguniram loealizi-los
em casos de intoxicacao pelo ehumbo. As observacoes feitas a eéste respeito
no decorrer déste trabalho, quanto aos granulos encontrados em normoblastos,
reticuloeitos e eritroeitos, confirmam os trabalhos de Bessis ¢ Breton-Gorius
(3. 4) sobre o saturnismo experimental em rato, principalmente em eélulas da
medula. Segundo éstes autores, aqueles graos seriam de ferritina.

RESUMO

Eritrocitos de cobaias intoxicadas pelo acetato de chumbo foram exami-
nados no microscopio eletronico, especialmente a ultraestrutura das mitoedn-
drias dos reticulocitos. Foi confirmada a identidade da chamada “substantia
granulo-filamentosa™ com as mitocondrias. No saturnismo experimental, cons-
tatou-se aumento de volume on tumefaciao das mitocondrias que atinge em meé-
dia 3 veézes o que se observa em reticuloeitos de anemia por sangrias sucessivas,
Alteracoes de tipo semelhante foram obtidas submetendo a variacoes osmdticas
reticulocitos de sangune de cobaias com reticulocitose conseguida por meio de
sangrias sucessivas, Em alguns reticuloeitos foi possivel surpreender a pro-
gressiva desintegracio da estrutura mitocondrial a partir da perda da mem-
brana externa seguida de sucessiva dissolucdao dos demais elementos consti-
tuintes da mitoeondria, aspectos éstes que foram considerados como represen-
tando o meecanismo natural de desintegracio das mitoeondrias nos eritrocitos,
desde a fase de eritroblasto até a de hemaecia adnlta.

SUMMARY

Erythrocytes of guinea pigs with saturnism induoced by lead acetate were
examined in the electron microscope, with special reference to the ultrastruec-
ture of mitochondria of retieulocytes. The identity of the so-called “substan-
tia granulo-filamentosa™ with mitochondria was confirmed. The inerease of
volume or tumefaction of mitochondria was found to be on an average 3 times
greater than the one observed in reticuloeytes from bleeding anemia. Similar
changes were obtained by means of osmotie variations “in vitro” in reticulo-
evtes from guinea pigs with reticuloeytosis provoked by suecessive bleedings.
In some reticuloevtes the progressive disintegration of the mitochondrial strue-
ture could be observed beginning from the loss of the external membrane fol-
lowed by suceessive dissolution of the other constituting elements of the mi-
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tochondria; these aspeets are held to represent the natural mechanism of the
disintegration of mitochondria in erythroeytes, from the stage of the erythro-
blast to the adnlt red eell.
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Fi6s. 1 — Retieulocitos hemolisados aphs seeagem pareial, em solueiio salina (0,8%) for-

a)

b)

Figs. 1 —

a)

b)

Fmsl. 2 —_—

Fios.

m)

b)

b)

molada (2,59 ). Corndos 5 minutos eom fecido fosfotiingstico 15 (pH 4.0).
Esta téeniea evita a desintegraeio das mitocéndrias,

Saturnismo, Filamentos (m) ecom difimetros de edrea de 750 my & reticulo endo-
plasmitico (re).

Anemia por sangria. Filamentos (m) ecom diimetros de eérea de 230 my.

Reticulocytes hemolysed after partial drying, in saline (0.8%) with formalin
(2.5%); stained 5 minutes in 1% phosphotungstic aeid solution (pH 4.0).
This technique avoids disintegration of the mitochondria,

Saturnism. Filaments (m) of about 750 my in diameter, and endoplasmie re-
tieulum (re).

Bleeding anemia. Filaments (m) with diameters near 230 my.

Cortes de reticulocitos fixados imediatamente apés a colheita, em fdcido dsmico
19¢ em tampio veronal-acetato, pH 7,2, isotomico, durante 1 hora.

Saturnismo. Mitoedndrias com diimetros ao redor de S00 my, delimitadas pelas
membranas interna e externa (md = membrana dupla). A seta (1) indiea uma
lamela pareialmente destruida. A maioria das lamelas estd desintegrada, po-
dendo ver-se ainda na periferia residuos de “eristae mitochondriales™,

Anemia por sangria. Corte de mitoedndrias em virias dire¢ies (m:, ms) e in-
clusive transversalmente (ms). Mitoedndrias ecom grande nimero de lamelas
duplas preservadas, Os maiores diimetros sio de aproximadamente 170 my,.
Nos reticulocitos de anemia por sangria a observagio das mitoedndrias ¢ mais
difieil do que nos de casos de saturnismo, onde o contraste das estruturas &
maior.

Sections of retieuloeytes fixed after bleeding, with 1% osmium tetroxide in
isotonie acetate-veronal buffer (pH 7.2).

Saturnism, Mitochondria of about 800 my in diameter. Internal and external
membranes (md). Arrow (1) points to a partially destroved lamella. Most la-
mellae are disintegrated; traces of “eristae mitochondriales” ean be seen at the
periphery,

Bleeding anemia. Mitochondria eut is various planes (m,, m, ). one being trans-
verse (m,). Preserved lamellae are visible. The largest diameters correspond to
the range of 170 mu. Due to the poor econtrasts, thess mitoehondria are more
difficult to be observed than those of saturnism.
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Fi16. 3 — Saturnismo. Corte de retienloeito. Mitoeindrias (my; ¢ mg) sem membrana ex-

Fia, 3 —

terna.  Lamelas ou trabéenlas mitocondriais eonstitnidas de simples invaginaedes
da membrana interna que se abrem diretamente para o eitoplasma, Da mitoedn-
dria ms restam algumas lamelas duplas. A mitoedndria m. contém também la-
melas duplas, envoltas por uma regiio ligeiramente mais densa aos eleetrons.
E possivel que éstes aspeetos correspondam iis fases de reabsorcio das mitoedn-
drias durante o processo de maturacio do retienloeito., Mitocindria ms eom
trabéculas cortadas transversalmente,

Baturnism. Seetion of reticuloeyte. Mitochondria (m: and m:) without external
membrane. The mitochondrial lamellae consist of simple invaginations of the
internal membrane which are direetly opened towards the evtoplasm. Of mito-
chondrion ms remain some double lamellae. Mitochondrion m. econtains double
lamellae which are surrounded by a slightly more eleetron dense zone. These
aspeets possibly ecorrespond to reabsorption stages of mitochondrin during the
maturation process of the reticuloevte. Mitochondria m. with tubular trabe-
culag cut in a transversal plane,
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Fres. 4 e 5§ —

Saturnismo. Mitoedndrias ( 1) de volume aumentado, menos densas aos
electrons que o eitoplasma, eontendo algumas lamelas duplas nio disten-
didas. No bordo de uma das mitoedndrias pode-se notar uma zona mais
densa anos eleetrons, provavelmente lamelas duplas desintegradas. As mij-
tocondrias m,, de densidade aproximadamente igual & do citoplasma, apre-
sentam lamelas duplas mais ou menos regularmente dispostas. Nestas ele-
tromicrografias, coexistem dois aspectos das  mitoedndrias que foram in-
terpretados da seguinte maneira: as mitoedndrias m, sofreram forte
aumento de volume devido & existéneia da membrana externa durante o
processo; as m,, que estariam em fase mais avangada de involucio, nio
sofreram aumento considerivel de volume, possivelmente, porque niio pos-
suinm a membrana externa.

Saturnism. Mitochondria (m:) of inereased volumes and less electron
density than the eytoplasm, containing some double lamellae whieh are
not distended. At the border of one of the mitochondria there can be
noticed a more electron dense zone, probably disintegrated lamellae.
Mitochondria ms, which have approximately the same eleetron density as
the evtoplasm, show regularly  disposed double lamellae. The two
coexisting mitochondrial aspeets of these eleetron micrographs were
interpreted as follows: the volumes of mitochondria m: were remarkably
inereased due to the existenee of the external membranes: mitoehondria
m,, which presumably are in a more advanced involiution stage, did not
suffer any noticeable inerease in volume possibly breause they hed mo
external membranes,
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Anemia por sangria. Corte de reticuloeito, fixado 10 segundos apés o inieio do
processo de hemdlise em dgua destilada. Observa-se uma mitoedndria, provivel-
mente filamentosa, num estigio de alteraciio conseqiiente a modificacdes osmditi-
cas violentas, com diiimetros aumentados e estrangulamentos mais ou menos pe-
ribdicos. As lamelas (1) se apresentam rompidas ou desintegradas. Ao longo
do limite do organelo distendido observam-ss ainda residuos das membranas du-
plas interna e externa (md). O aspecto das mitoedndrias, de retienloeitos de
easos de saturnismo (fig. 2a), ¢ semelhante no desta mitoedndria . Estroma
(¢) mais denso aos eleetrons.

Bleeding anemia. Seetion of retienloevte fixed 10 seconds after beginning
hemolysis in distilled water. A mitochondrion, probably filamentous, appears in
a modified stage provoked by violent osmotie changes; it presents inereased
diameters and periodieal strangulations. Lamellae (1) are disrupted or desinte-
grated. Along the border of the distended organelle there are still trases of
the internal and external membranes (md). In saturnism (fig, 2a), mitochondria
present similar aspeets. The reticuloeyte is limited by a more eleetron dense
band eorresponding to the stroma (e).

Anemia por sangrin. Reticulocito hemolisado em suspensio em dgua destilada.
No interior do estroma observam-se formas eireulares (m) As vézes nio eomple-
tamente individualizadas, correspondendo is mitocdndrias primitivamente filamen-
tosas,

Bleeding anemia. Reticuloeyte hemolysed in suspension in  distilled water.
Inside the stroma appear round elements (m), sometimes not perfeetly individua-
lized, whieh correspond to primitively filamentous mitoehondria.

Anemia por sangria, Corte de reticulocito preparado em idéntieas eondicdes ao
da fig. 6. As lamelas duplas (1) foram surpreendidas distaneciadas da membrana
externa (me), no centro da mitoedndria alterada durante a hemdlise pareial. A
seta (e) aponta o estroma rompide na altura da mitoedndria, possivelmente, du-
rante as manipulagies para a inelusio,

Bleeding anemia. Thin seetion of reticuloevte prepared under identieal eonditions
as that of fig. 6. The double lamellae (1) were detected in the eenter of the mito-
chondrion, having been separated from the external membrane (me) during par-
tial hemolysis. Arrow (e) points to the stroma disrupted at the level of the
mitochondrion, possibly during handling for inelusion.

Anemia por sangria. Corte de reticulocito fixado eom formol em salina hipo-
toniea e corado pelo fdcido fosfotingstico. As mitoedndrias se apresentam com
didmetros aumentados e limitadas pela membrana externa (me), eontendo no
eentro o conjunto de lamelas duplas (1). A membrana do estroma se apresenta
rompida na altura de uma mitoedndria. Estas mitoedndrias e a da figura ante-
rior, sugerem que o componente estrutural que confere a éstes organelos a pro-
priedade de responder iis alteracies osméticas do meio, & a membrana limitante
externa.

Bleeding anemia, Seetion of retieuloeyte fixed with formalin in hypotonie
saline solution and stained by phosphotungstic aeid. Mitochondria present
inereased diameters and are limited by the external membrane (me): double
lamellae (1) are centrally disposed. The membrane of the stroma appears dis-
rupted at the level of a mitochondrion. From this and the preeeding mierographs
it may be concluded that the structural component responsible for the organelle’s
property of swelling in hypotoniec media is the external membrane.
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F16. 10 - Saturnismo. Normoblasto ecirculante eom niieleo (N) e reticulo endoplasmitico
(re). As mitoedndrins (m) se apresentam igualmente aumentadas de volume.

Fig. 10 — Saturnism. Cireulating normoblast with nueleus (N) and endoplasmie reticularm
(re). Mitochondria (m) show also inereased volumes.
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