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Ultraestructura del hematie sicklémico y su comportamiento
en un campo magnético estudiado comparativamente por
los métodos de freeze-etching y de fijacion e inclusién
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ABSTRACT. A meorphological study of sickled erythrocytes was carried out
under the electron microscope by Freeze-ctching and embbeding and sectioning
methods. Differences in diameter of the filaments were discussed. Evidence of
the effect of this pathology in the cellular membrane was presented. Band-like
formations appeared in the cytoplasm when the cellular membrane splintered
out during the fracture. Changes on the sickled erythrocytes and on their
filaments were described after the effect of a magnetic field,

RESUMEN. Se rcalizé un estudio de los cambios morfolégicos al microscopio
electrénico en log glébulos rojos en la anemia a hematies falcifermes resaltindose
las caracteristicas propias obscrvadas por los métodos de Freezc-etching v de
fijacion e inclusion. Las diferencias observadas cn las dimensiones de los fila-
mentos en réplicas y cortes fueron discutidas., Se mostraron evidencias de la reper-
cusion sobre la membrana de estas alteraciones asl como iméagenes en banda
que parecen corresponder a fracturas inmediatamente por debajo de la membrana.
Se presentaron los cambios producidos en el hematie sicklémico y sus filamentos
por la accién del campo magnético.

INTRODUCCION

La presencia de una alteracidén en la hemoglobina del hematie sicklémico fue
descrita por Pauling (1949), demostrandose posteriormente que el cambio de un
acido glutimico por la valina en la posicién 6 de las cadenas beta, constituia la
alteracién molecular existente.

Numerosos investigadores han estudiado los cambios morfoldgicos que esta alte-
racién produce en la estructura interna del hematic (Bessis y cols.,, 1958, 1933;
Stetson, 1966; Murayama, 1966, Débler y Bertles, 1968; White, 1968 y Lawrence
y cols.,, 1968), demostrdndose la presencia de filamentos intracitoplasmiticos tanto
por el método de fijacién e inclusién, como por el de Freeze-etching, presentandose
argumentos de que corresponden a moléculas de hemoglobinas patolégicas poli-
merizadas.

Por otro lade Haggis {1961) y Weinstein (1967 a, b, ¢} han presentado evidencias
de que las particulas intracitoplasméticas observadas en las fracturas de los hematies,
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corresponden a moléculas o grupos de moléculas de hemoglobina, aunque no se han
podido descartar totalmente otras posibilidades.

En trabajos anteriores (Kourt y cols., 1970) se demostrd que las particulas observa-
das en las superficies de fracturas eran meodificadas por el campo magnético y que
esta modificacidén era distinta cuando el campo incidia horizontalmente a la super-
ficie de fractura a cuando lo hacia perpendicularmente.

En este trabajo se realiza el estudio comparativo de los filamentos con ambos méto-
dos y el efecto que ejerce el campo magnético tanto sobre los mismos como sobre
la membrana plasmatica, Se muestra una secuencia en la formacién de los filamen-
tos tipicos del hematic falciforme, asi como modificaciones en la estructura de los
mismos por el campo magnético. '

MATERIAL Y METODO

Muestras de sangre heparinizada de enfermos con anemia a hematies falciformes
se lavaron de 2 a 3 veces en suero glucofisiolégico. Para provocar el “sickling” se
utiliz6 metabisulfito al 1% a la temperatura ambiente dejindose actuar durante
30 minutos,

A otras muestras se les afadid glutaraldehido ai 3% v glutaraldehido mas metabi-
suifito, con el ohjeto de observar su efecto en relacién al “sickling”.

El control del “sickling” se realizd colocando gotas de sangre de las diferentes combi-
naciones entre cubre y porta observindose a los 15 minutos, 30 minutos y 1 hora,
buscando la presencia de hematies con los cambios falciformes.

Posteriormente se procesaron por el método de Freeze-ctching v de fijacién e inclu-
sién de la siguiente manera:

Método de Freeze-etching

Las muestras fueron cengeladas segiin el método de Moor (1964) y procesadas en
el equipo Balzers BA 510M, guardando los requerimientos propios de este tejido
{Kouri y Torres, 1970).

Método de fijacidn e inclusidn

La sangrc fue fijada en glutaraldehido al 36 en buffer de fosfato a 4°C (Millo-
nig, 1961) y post-fijadas con tetréxide de osmio al 2% en el mismo buffer. La deshi-
dratacién fue llevada a cabo con alcohol etilico a concentraciones crecientes; se
infiltré en proporciones de acetona-Epon y se incluyd en capsulas de gelatina 00 con
Espon 812 segin Luft (/967). Las caApsulas se polimerizaron a 60°C durante 48
horas vy los bloques se cortaron en el ultramicrétomo LKB Ultratome II1. Se obtu-
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vieron cortes entre plateados v amarillos claros, que fueron montados en rejillas
electroliticas de 400 mesh sin membrana de soporte. Come post contraste fue
utilizado el uranil acetato saturadc en alcohol etilico y citrato de plome segin

Reynolds (7963).

Las muestras sometidas al campo magnético se procesaron segan ha sido descrito
‘Kouri y eols.,, 1970). Con ¢l método de freeze-etching se hizo incidir ¢l campo,
horizontal y perpendicularmente a la superficie de fractura <e la muestra, congelan-
dose posteriormente.

En el caso de fijacidén ¢ inclusidn, la sangre dentro de una pipeta de Pasteur se intro-
dujo en el campe magnético, a intervalos cortos, se fij6 posteriormente en
glutaraldchido fric bajo la accién del campe v se continud con los pasos explica-
dos en la preparacién de las muestras para este método.

Sangre normal y sicklémica se procesaren sin metabisulfito ni campe magnético,
asi come con campo y sin ¢l agente reductor.

Todas las muestras fucron eobservadas en el microscopio clectrénico HITACHI
modele 11U T1-A.

Fwe. 1. Globuls rojo de un caso de anemia a hematies falciformes, mostrando filamentos
de diferente grosor ¥y anairquicamente distribuidos (sin metabisulfitoc ni campo magnético)

100 000 X
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Fie. 2. Filamentos vistos en corte transversal (con metabisulfite}. 125 000 X

Fis. 3. Hernaties con abundantes filamentos paralelos en una muestra de sangre con meta-
hisulfito. 60 000 X :

RESULTADOS
En todas las condiciones experimentales se pudieron ohservar [ilamentos con las
caracteristicas siguientes:
Méiodo de fijacion e tnclusion
En cortes longitudinales se observaron filamentos finos de 80-100 A de espesor
y gruesos de 120-200 A (Fig. 1) y en los cortes transversales el didmetro de éstos
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Fis. 4. Hematie sicklémico fracturado (Freeze-ctching) donde sc observan los filamenlos
! en muesira con metabisulfito, Ln la porcién inferior se observa la membrana plasmatica
AP 18000 X

Fic. 5. Fractura de un hematies de muestras con metabisulfito y glutaraldehido donde se
observan diferentes fases de la formacién de {iliunentos. 100 000 X

varié entre 120 y 170 A Al principio de la transformacién falciforme se observaron
menos filamentos (Fig. 1) con una distribucién andrquica. Su niimero aumentd,
organizindose cada vez mds paralelaiente a Jo largo del eje longitudinal, 2 medida
que era mas evidente la falciformidad (Figs. 2 v 3). La continuacién de los fila-
mentos a través de lus prolongaciones de los hematies fue caracteristica.
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*

Fi¢. 6. Fractura que ha levantado la membrana exponiendo el matrix citoplasmatico. sc
observan imigenes en bandas paralelas. Scbre esta superfivie escasas particulas 30000 X

Fic. 7. Hematie fracturado de una muestra de sanwre con metabisulfito y glutaraldehido
ocupado totalmente por filamentos paralelos. 18 GUU X

Los filamentos (Fig. 4) con un espesor de 200-260 A fueron los mis abundantes.
Se encontraron menos [recuentemente filamentos fines de 70-80 A v gruesos hasta
de 300 .\ 0 mas. Las variaciones caracteristicas ¢n relacion al grado de falciformidad
descritas en los resultados del mélodo de fijacion e inclusidn también fueron obser-
vadas en las réplicas.

Fn la Fig. 5 pueden observarse diferentes momentos de la formacién de los fila-
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TFis. 8. Repercusion de los filamentos sobre la membrana plasmidica, sc nota un despla-

zamjento (fechas) de lax particulas hacia los bordes de los mismos. Sangre con metabi-
sulfito. 50 000 X

Fic. 9. Ondulaciones de la membrana plasméitica por el efecto de los filamentos en una
muestra con metabisulfito. 54 000 X

mentos en un hematie de¢ un enfermo homocigdtico a hemoglobina 8, desde unas
pocas particulas hasta cordones largos.

Una forma especial de presentacion (Fig. 6) muestra al hematie sickleado con una
imagen en forma de bandas anchas paralclas, observadas en casi todas las prepa-
raciones.
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Fig. 10. (lwte de hematie sicklémico con metabisulfito sometido a2 un campo magnético.
Notese la abundancia de filamcentos cortos v su distribucion anarquica. 40 000 X

Las muestras con metabisulfito asi como con glutaraldehido, posibilitaron la obser-
vacién do los filamentos sin que en su morfologia presentaran o evidenciaran dife-
rencias con las muestras sin agentes provocadores del “sickling”. B

En muestras con metabisulfito vy glutaraldehido simultancamente, preparadas por
el método de freeze-ctching fue posible la observacion de hematies faleiformes total-
mente llenos de filamentos (Fig. 5).

Las Figs. 8 v 9 muecstran las alteraciones encontradas en la membrana del hematie
faleiforme y su evidente relacidn con los filamentos intracitoplasmaticos. No se
constald una relacion caracteristica de las particulas sobre la membrana con estas
alicraciones.

La influencia del campo magnético se demuestra en las Figs, 10, 11 v 12, donde
se presentan diferentes formas en que el mismo afectd a la célula v sus filamentos:
observandose hematics con los filamentos distersionados en tal grado que recordaba
una malla o red (Fig, 10 v 12), destruccion celular v diferentes grados de hemo-
lisis. (Fig. 11]. '
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Stetson, 1966; Dobler y Bertler, 1968; Lawrence y cols., 1968) como Area de mayor
densidad, son ias caracteristicas morfolégicas mas importantes descritas en los hema-
ties en la anemia falciforme. Estas alteraciones pueden explicarse por la presencia
de Hb-S lo que determina la polimerizacién de estas moléculas, debido posiblemente
a uniones hidrofébicas valil-valil (siclizacién) {Murayama, 1966}, que permite una
complementacién de una cadena beta con una alfa de la moléeula de hemoglobina
que le sigue, cuando ésta se encuentra en estado reducido. La combinacién de los
métodos de fijacién e inclusidn y de Freeze-etching, de diferente fundamentacion,
enfocados al estudio de este fendmeno, facilita la obscrvacién de nuevos aspectos
morfolégicos del sickling, a la vez que permite estudiar cdme influye el campo
magnético en los filamentos ya formados. Esto ofrece nuevas posibilidades de inter-
pretacién de las particulas intracitoplasmaéiicas observadas en los hematies fractu-
rados. Ef hecho mismo de que los filamentos aparezcan sin el efecto de un fijador
que altera su composicién guimica, permite estudiarlos por una nueva via.

Las dimensiones de los filamentos encontrados por nosotros con el método de fija-
cién e inclusién concuerdan con los reportados por otros autores (Stetson, 1966;
Murayama, 1966; Débler vy Bertles, 1968 v White, 1968). 8in embargo, con el mé-

"todo de Freeze-etching observamos un aumento de éstos, cuestién que no concucrda
con los resultados obtenidos por Lawrence {1968} en su estudio sobre los hematies
falciformes.

Se sabe que en el método de Freeze-etching las estructuras presentan un incremento
de los didmetros, debido a la capa de platino afiadida propia de este método
{Weinstein v Bullivant, 1967 y Weinstein y Merk, 1967).

Este incremento de los didmetros puede ser variable segin la cantidad de platino
empleado en la evaporacidn, pero sin duda alguna debe haber una diferencia en las
dimensiones de los filamentos cuando se comparan ambos métodos, cuestidon que
concuerda con nuestros resultados.

Moor {1964} plantea la posibiidad de que el glutaraldehido prevenga en algin
grado la destruccién por congelacién, y White (7/968) demuecstra su virtud como
agente provocador del “sickling”. Como en definitiva el glutaraldehido es un coagu-
lante de las proteinas, es de esperar, que los {ilamentos sean mas facilmente obser-
vables con una combinacion de metabisullito v glutaraldehido, lo que pudimos
encontrar en muesiras preparadas por el método de Freeze-etching.

La virtud de este método de revelar superficies de membranas, permitié la visualiza-
cién de los filamentos en las superficies de los mismos. FEn nuestro estudio resaltd
la frecuencia con que encontramos ondulaciones e imagenes tipicas de cordones
en las membranas, que reflejan sin duda el efecio de los filamentos o sus agrupa-
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clones sobre la misma, lo que debe predisponerla légicamente a la hemolisis, A pesar
de estos cambios morfolégicos no evidenciamos repercusién sobre las particulas gue
se adosan a la membrana, salvo alglin desnlazamiente, lo que unido a su indiferencia
en el campo magnético {Kourl y cols., 1970), demuestra su diferencia en composi-
cién con las particulas intracitoplasmaticas, argumento en contra de la posibilidad
de que sean particulas de hemoglobina adosadas a la membrana.

La presencia de fracturas con imagenes en bandas en hematies totalmente sickleados,
fue cvidente en un namero apreciable de preparaciones, lo guc refleja probablemente
que sea debido a una fractura inmediatamente por debajo de la membrana. Este
criterio puede plantearse si consideramos: el esbozo de membrana observada a los
lados de la células (Fig. 7); la diferencia de esta imagen con la de fracturas chser-
vadas en otros hematies v las particulas que se ohservan dispersas sobre las bandas,
(posiblemente evidencia de las que se observan adesadas a la cara interna de la
membrana’ (Weinstein, 1967 y Koehler, 1967). La accién del campo magnético
ha sido estudiada (Murayama, 1966) sobre una suspension de hematles falciformes
aprovechando su forma alargada, haciendo actuar sobre ella un campo magnético
con una intensidad del 3.5 kilogauss, planteindose que la orlentacién paramagnética
de las moléculas de hemoglobina reducida, hace al hematie falciforme situarse
perpendicularmente a las lineas de fuerza.

Por otro lado el efecto del campo sobre las particulas en la superficie de fractura
de hematies normales (Kouri y cols., 1970) fue evidente, tanto cuando las lineas de
fuerza incidieron verticalmente, como cuando lo hicieron paralelamente a la super-
ficie de fractura. Es légico pensar que los cordenes del hematle sicklémico consti-
tuidos por cadenas de moléculas de hemoglobina fueran afectadas por un campo
con una intensidad de 7 a 8 kilogauss, como se demuestra en este trabajo.

Los hallazgos mdas importantes encontrados en cortes de muestras incluidas <de Epon
fueron: filamentos distorsionades, glébulos rojos con filamentos anarquicamente
distribuidos en desproporcidn a la deformacién global de la célula, que dan la
impresién de una malla o de red de filamentos medianos y pequetios, v diferentes
grados de hemolisis en un ntimero apreciable de glébulos rojos con Hemoglobina S.
En las muestras preparadas con el método de “Freeze'etching”, ademdis pudimos
ohservar diferencias morfol6gicas en funcién del angulo de incidencia del campo.
Esto Ultimo rememora las alteraciones reportadas por nosotros anteriormente.

{Kouri v cols., 1970).
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