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INTRODUCRO

Recentemente tém sido evidenciadas em reticulocitos de mamiferos. algumas
das estruturas comuns as demais células, como mitocondrios (1-6) e reticulo endo-
plasmatico agranular (3-6). As ribonucleoproteinas se encontram difusas no cito-
plasma, o que se evidencia, apés coloracio pelo Giemsa, pela basofilia uniforme
caracleristica. (Juando a coloracio pelo Giemsa é precedida de tratamento pelo
verde Jenus B, resulta uma basofilia reticulada devido a precipitacio das ribonu-
cleoproteinas e do corante em torno dos mitocondrios (7). A dissolucio dos mi-
tocondrios, reticulo endoplasmatico e ribonucleoproteinas, devido a perda de sunas
fungdes na sintese de hemoglobina ¢ o aumento da concentracio desta, definem o
fim do processo de diferenciacio da hemacia. Estas observacoes foram feilas em
pacientes com anemia hemolitica, em cobaios e coelhos com anemia provocada por
sangrias sucessivas ou por intoxicacio plimbica e em ratos intoxicados com p-dime-
tilamino-azobenzeno,

EE o proposito desta comunicacio demonstrar a existéncia de estruturas seme-
lhantes as constituintes do aparelho de Golgi, em reticulocitos de cobaios com in-

loxicagio plimbica ou com anemia provocada por sangrias sucessivas,

MATERIAL E METODOS

Uma reticulocitose em térno de 159 foi obtida em cobaios de 350 a 400 g
de péso, por sangrias cardiacas diarias de 4 a 5 ml durante 5 dias, sem que fossem
observados eritroblastos na ecirculacio. Reticulocitoses superiores a 509 foram
obtidas em cobaios intoxicados com acetato de chumbo em solucio aquosa a 1%
por injecoes subcutineas diarias de 1 ml, durante 9 dias.

Em ambos os casos o sangue foi colhido por punc¢ido cardiaca ou por corle
da unha das patas (8) e fixado imediatamente com 0s0, a 1% em tampao ve-
ronal-acetato, isoténico, de pH 7.4, durante 20 a 30 minutos. A desidratacio pela

e e re————— o1

Recebido para publicacdo em dezembro de 1962.



10 ESTRUTURAS LAMELARES EM RETICULOCITOS

série alcodlica seguiu-se a inclusio em butil-metil metacrilatos na proporcio de

1:3.

As trocas dos meios para a desidratacic e inclusio dos glébulos foram feitas
por centrifugacoes a baixa rotacio e decantacbes sucessivas. Os cortes foram ob-
tidos num microtomo Porter-Blum e examinados num microscopio Siemens UM 100 L

com tensao de 60 KV e aumentos de >X7200 e >15000,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

(s eritroblastos possuem todas as estruturas somuns as demais células, per-
dendo o nicleo na fase acidofilica com movimentos ativos executados pelo proto-
plasma, segundo documentagtes microcinematograficas feitas por Albrecht (9) e
Bessis e Bricka (10). O nicleo, apos sofrer deslocamentos devidos as intensas
contracoes, permanece ligado a célula por meio de um fino cordio citoplasmatico,

durante alguns minutos, libertando-se em seguida.

Uma das fases désse processo pode ser observada no eritroblasto da [igura 1,
de cobaio com intoxicacio plimbica. Chama a alencio a freqiiencia com que se
observam alguns mitocondrios proximos a membrana do nicleo em fase de extru-
sao; em eritroblastos aparentemente niao em fase de extrusao nuclear, os mitocon-
drios nio se dispéem com essa proximidade em relacio ao nucleo. A membrana
nuclear ndo possui mais poros, possivelmente por ter o nucleo perdido sua funcao.

Fste fato pode ser melhor constatado nos corles tangenciais.
[ =

A célula passa assim a constituir um reticulocito, com os elementos citoplas-
maticos remanescentes e sofre progressivas transformacgbes ao mesmo tempo que
acumula ecrescentes quantidades de hemoglobina sintetizada. A sintese =e process:
mais intensamente néste periodo da diferenciacio, segundo delerminagoes microes-
pectrofotométricas feitas por Seno (4) em eritroblastos e reticulocitozs de coelho.
Estas alteragoes podem se evidenciar pela perda das varias estruturas citoplasma-
licas e pelo aumento de densidade aos eletrons, transformando-se a célula numa

hemacia adulta.

Foram confirmados os achados anteriores em reticulocitos de cobaios com
anemia aguda provocada por sangrias sucessivas e de cobaios com inloxicacio
plimbica (1-3). Além de mitocondrios e reticulo endoplasmatico em fase de in-
volugao, foi possivel. em alguns reticulocitos jovens, localizar sistemas de mem-
branas com caracteristicas morfologicas do sistema constituinte do aparelho de
Golgi (Fig. 2). A distincia entre uma membrana e outra varia, aproximada-
mente, entre 10 e¢ 18 mp. Este sistema de membranas é muito semelhante aos
dictiosomos de espermatides de “Helix aspersa™ e “Lumbricus terrestris”, descritos
por Dalton e Felix (11). Nio se observam os demais componentes do aparelho
de Golgi, vesiculas e vactiolos.

Na Fig. 3 a distancia entre as membranas ¢ maior, variando de 26 a 40 mg,
dispondo-se algumas vesiculas junto ao sistema de membranas. Esta hemaicia jo-
vem proviavelmente se encontra numa fase de maturagio em que lem inicio o



Fig. 1 — Erythroblast of guinea-pig with lead poisoning; N —

nucleus in phase of extrusion; m — mitochondria: re — endo-
plasmic reticulum; mp — plasma membrane; mn — nuclear
membrane,

Reticulocytes of guinea-pigs with lead poisoning.

Fig. 2 — Reticulocytes of guinea-pigs with lead poisoning. Dic-
tiosome (d) disposed near a mitochondria ({m) of enlarged volume
and disorganized trabecular structure.



Fig. 3 — Reticulocytes of guinea-pigs with lead poisoning — d —
dictiosome; v — vesicles; m — mitochondria; re — endoplasmic
reticulum.

Fig. 4 — Reticulocyte of guinea-pig with anemia caused by suc-

cessive bleedings, containing a system of membranes (M), vesicles

(v) and a mitochondria (m); re — endoplasmic reticulum. The

density to the electrons is accented due to ‘the concentration of
hemoglobin already synthetized.

Fig. 5 — Reticulocyte of guinea-pig with lead poisoning contain-
ing a structure constituted of concentric lamellae (1) of elliptic
section; m — mitochondria; f — ferritine.
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processo de reabsorcio ou dissolucio dos seus constituintes estruturais (3). como
se pode observar no mitocondrio com membrana limitante e trabéculas, incompletas.

Seno, Kawai e Nishikawa (12) wverificaram que na inloxicacao plimbica o
periodo de maturacio do reticulocito é maior que o normal bem como o nimero
de células degeneradas irrecuperaveis. Estes dois falores aumentaram a probabili-
dade de surpreender aquelas estruturas, desde a fase de atividade até a de disso-
lucio gradativa. Vallejo-Freire e Brunner (3) verificaram que as estruturas mem-
branosas désses reliculocilos se mostravam mais contrastadas em comparagiao com
o normal. Este fato pode ser explicado admitindo-se ter havido uma impregnacao
pelo chumbo, “fixando-as™, total ou parcialmente, dependendo da fase do periodo
de intoxicacao, ou seja, do maior ou menor teor de chumbo na circulacao,

A observacio de que a regido que circunda o vactolo contratil de certos pro-
tozoarios reduz o dcido 6smico. da mesma maneira do que ocorre com o aparelho
de Golgi das células de vertebrados, levou Naszonov (13) a sugerir a existéncia
de uma homologia entre as duas estruturas. Esta observacio foi confirmada em
exames eletromicroscopicos de protozoarios e espongiarios, por Gatenby, Dalton
e Felix (14). A homologia aparente entre estas estruturas implica na participacao
do aparelho de Golgi no contréle do equilibrio osmdético das células. A concen-
tracio de sodio, potissio, cilcio e fosforo nos reticulocitos é maior do que nas
hemacias adultas (15-17) e o teor em agua é de cérca de 5% maior que o dos
eritrocitos (18, 19). Durante o processo de maturagio aqueéles solutos diminuem
portanto, em concentracio, do que resulta a necessidade de perda de agua da
hemacia para manter o equilibrio osmdtico em relagio ao plasma. Pode-se con-
jecturar sobre a possibilidade das estruturas descritas no reticulocito possuirem
uma fungio ativa nésse sentido. No reticulocito da Fig, 4, de cobaio com anemia
provocada por sangrias sucessivas, o espaco entre as membranas do sistema de
Golgi varia ao redor de 120 mp, observando-se algumas vesiculas proximas ao
sistema. O fato désse reticulocito conter ainda remanescentes do aparelho de Golgi,
embora ja apresente uma elevada densidade aos eletrons, devido ao contendo em
hemoglobina, sugere que éste sistema de membranas tem uma funcido ainda na
fase anucleada, pré-adulta. Os “corpos nucleares” descritos por Golgi (20) em
hemacias adultas, humanas e de outros animais, ndao correspondem a estas estru-
turas que existem somente nas hemacias jovens, ainda em fase de diferenciagio;
o globulo vermelho maturo nao possui no seu interior nenhuma estrutura cor-
puscular.

Estruturas lamelares reticulares, concéntricas e espiraladas tém sido descritas
em mielocitos basofilos (21), epitélio do tubo contornado proximal de camundon-
o0s (22) e células L-60 em culturas de tecido (25) e em epitélio branquial de
salamandra (24), respectivamente. A funcio dessas estruturas nio ¢é conhecida.
A estrutura lamelar do reticulocito da Fig. 5, assemelha-se as lamelares concéntricas
descritas.  As lamelas se dispdem de modo a dar uma secciio eliptica ao conjunto.
tendo as mais periféricas se destacado num dos polos da elipse, ou as internas

sofrido uma retracio.
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REsumo

Em reticulocitos de cobaios normais ou com intoxicacio plimbica, sao des-
critas estruturas lamelares semelhantes aos dictiosomos constituintes do aparelho de
Golgi. Uma estrutura lamelar conecéntrica, descrita em viarios tipos de células, de
funcio desconhecida, é também apresentada,

Trabalho executado com o auxilio do Fundo de Pesquisas do Instituto Butantan.

SUMMARY

[n reticulocytes of normal guinea-pigs or with lead poisoning, lamellar strue-
lures similar to the dictiosomes which constitute the Golgi apparatus, are described,
A concentric lamellar structure of unknown function. deseribed in several kinds
of cells, is also presented.
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