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los mítodos de freeze-etching y de fijacián e inclusián
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ABSTRACT . A morphological study of sickled erythrocytes was carried out
under the electron microscope by Freeze-etching and embheding 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 realizá un estudio de los cambios morfolágicos al microscopio
electránico en los glábulos rojos en la anemia a hematóes falciformes resalténdose
las caracterósticas propias observadas por los mítodos de Freeze-etching y de
fijacián e inclusián . Las diferencias observadas cn las dimensiones de los fila-
mentos en ríplicas y cortes fueron discutidas . Se mostraron evidencias de la reper-
cusián sobre la membrana de estas alteraciones asó como imégenes en banda
que parecen corresponder a fracturas inmediatamente por debajo de la membrana .
See presentaron los cambios producidos en el hematóe sicklímico y sus filamentos
por la accián del campo magnítico .

INTRODUCCION

La presencia de una alteracián en la hemoglobina del hematóe sicklímico fue
descrita por Pauling (1949), demostréndose posteriormente que el cambio de un
écido glutémico por la calina en la posicián 6 de las cadenas beta, constituóa la
alteracián molecular existente .

Numerosos investigadores han estudiado los cambios morfolágicos que esta alte-
racián produce en la estructura interna del hematóe (Bessis y cols ., 1958, 1953 ;
Stetson, 1966; Murayama, 1966 ; Ddbler y Bertles, 1968 ; White, 1968 y Lawrence
y cols ., 1968), demostréndose la presencia de filamentos intracitoplasméticos tanto
por el mítodo de fijacián e inclusián, como por el de Freeze-etching, presenténdose
argumentos de que corresponden a molículas de hemoglobinas patolágicas poli-
merizadas .

Por otro lado Haggis (1961) y Weinstein (1967 a, b, c) han presentado evidencias
de que las partóculas intracitoplasméticas observadas en las fracturas de los hematóes,



82

	

TORRES W . Y KOURI J .

corresponden a molículas o grupos de molículas de hemoglobina, aunque no se han
podido descartar totalmente otras posibilidades .

En trabajos anteriores (Kouró y cols ., 1970) se demostrá que las partóculas observa-
das en las superficies de fracturas eran modificadas por el campo magnítico y que
esta modificacián era distinta cuando el campo incidóa horizontalmente a la super-
ficie de fractura a cuando lo hacóa perpendicularmente .

En este trabajo se realiza el estudio comparativo de los filamentos con ambos míto-
dos y el efecto que ejerce el campo magnítico tanto sobre los mismos como sobre
la membrana plasmética . Se muestra una secuencia en la formacián de los filamen-
tos tópicos del hematóe falciforme, asó como modificaciones en la estructura de los
mismos por el campo magnítico .

MATERIAL Y METODO

Muestras de sangre heparinizada de enfermos con anemia a hematóes falciformes
se lavaron de 2 a 3 veces en suero glucofisiolágico . Para provocar el "sickling" se
utilizá metabisulfito al 1% a la temperatura ambiente dejéndose actuar durante
30 minutos .

A otras muestras se les a£adiá glutaraldehido al 3% y glutaraldehido més metabi-
sulfito, con el objeto de observar su efecto en relacián al "sickling" .
El control del "sickling" se realizá colocando gotas de sangre de las diferentes combi-
naciones entre cubre y porta observéndose a los 15 minutos, 30 minutos y 1 hora,
buscando la presencia de hematóes con los cambios falciformes .
Posteriormente se procesaron por el mítodo de Freeze-etching y de fijacián e inclu .
sián de la siguiente manera :

Mítodo de Freeze-etching

Las muestras fueron congeladas seg•n el mítodo de Moor (1964) y procesadas en
el equipo Balzers BA 510M, guardando los requerimientos propios de este tejido
(Kouró y Torres, 1970) .

Mítodo de fijacián e inclusián

La sangre fue fijada en glutaraldehido al 3%á en buffer de fosfato a 4•C (Millo-
nig, 1961) y post-fijadas con tetráxido de osmio al 2% en el mismo buffer . La deshi-
dratacián fue llevada a cabo con alcohol etólico a concentraciones crecientes ; se
infiltrá en proporciones de acetona-Epon y se incluyá en cépsulas de gelatina 00 con
Espon 812 seg•n Luft (1961) . Las cépsulas se polimerizaron a 60•C durante 48
horas y los bloques se cortaron en el ultramicrátomo LKB Ultratome III . Se obtu-
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vieron cortes entre plateados y amarillos claros, que fueron montados en rejillas
electrolóticas de 400 mesh sin membrana de soporte . Como post contraste fue
utilizado el uranil acetato saturado en alcohol etólico p citrat, de plomo seg•n
Reynolds (1963) .

Las muestras sometidas al campo magnítico se procesaron seg•n ha sido descrito
tKouró y cots, 1970) . Con rl mítodo de freeze-etching se hizo incidir cl campo,
horizontal y perpendicularmente a la superficie de fractura de la muestm, congelén-
dose posteriormente.

En el caso de fijacián e inclusián, la sangre dentro de una pipeta de Pasteur se intro-
dujo en el campo mar ítico, a intervalos cortos, se fijá posteriormente en
glutaraldehido fróo bajo la accián del campo y se continuá con los pasos explica-
dos en la preparacián de las muestras para este mítodo .

Sangre normal y si,klí,,ica se procesaron sin mclabisulfito ni campo magnítico,
asó como con campo y sin el agente reductor .

Todas las muestras fueran obsc,vadas ,, cl microscopio Cl,,tiána :o HITACHI
modelo 11111-A .

Fra . 1 . Glábulo rojo de u caso de anemia a hematies falciformes, mostrando filamentos
de diferente grosor y anérquicamente distribuidos (sin metabisulfito ni campo magnítico)
100000X
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0.25 P

F,c. 2 . Filamentos vistos en enróe transversal (con metabisulfito) . 125000X

F,o. 3. Hematóes eou abundantes filamentos paralelos en una muestra de sangre con meta-
bisolfito . 60 000 X

RESULTADOS
En todas las condiciones experiou~utales se pudieron observar filamentos con las
caracterósticas siguientes :

Afítodo de fijacián e inclusián
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 diémetro de ístos
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F.c . 4. Hematóe sieklímieo fracturado (Freeze<mhing) donde s, observan los filaueni s
l1' e

	

,estra con metabfsulfito . Lula porcián inferior se observa la membrana plasmética
\1P~! 18000X

F.c . 5. Fractura de un hematóes de muestras c

	

netabisulfito y glutaraldehfdo donde se
observan diferentes fases de la formacián de filamentos . 100000X

variá entre 120 y 170 A \I principio de la transformacián falciforme se observaron
menos filamentos (Fig. I ) con una distribucián anérquica . Su n6mero aumentá,
organizéndose cada ver, més paralclmucrn, a lo largo del eje longitudinal, a medida
que era més evidente la faleiformidad (Fi ,, , . 2 y 3) . La continuacián de los fila-
mentos a travís de las prolongaciones de los hematóes fue caracteróstica .
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Ftc. 6. Fractura que ha levantado la membrana esponiendo el matriz citoplasni•dm. s c
observan imégenes en bandas paralelas . SoL e esta superfi.i~ es, asas pardculas 30000 X

FIG . 7. Hematóe fracturado de u

	

muestra de e .

	

e con metal,isulfito y glutaraldehldouXr
ocupado totalmente por filamentos paralelos . 18000X

Los filamentos (Fig . 4) con un espesor de 200-260 R fueron los més abundantes .
Se encontraron menos frecuentemente filamentos finos de 70-80 k , gruesos hasta
de 300 A o més. I .n, cariacionrs caracterósticas en relacián al grado de falciformidad
de,mitas en los m,iltados del mEtodo de fijacián e inclusián tambiín fueron obser-
vadas en las ríplicas .

Fn la Fig . 5 pueden observarse diferentes momentos de la formacián de los fila-
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Fm . 8 . Repercusián de los filamentos sobre la n embrana plasmédra, s nota un despia-
iemo (flechas) de Lis partóculas hacia los bordes de los mismos_ Sangre con metabi-

sulfito . 50 000 X

F,o . 9. Ondulaciones de la membrana plasmética por el efecto de los filamentos en una
muestra con metabisulfito . 54000X

memos en un hematóe de un enfermo homocigático a hemoglobina S, desde unas
pocas partóculas hasta cordones largos .

Una forma especial de presentacián (Fig . 61 muestra al hematóe sickleado con una
imagen en forma de bandas anchas paralelas, observadas en casi todas 1as prepa-
raciones .
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Fa,. 10 . Ci,n . de hematóe si,klímico r .

	

metabisultito s
n

	

metido a
n

	

uupv magnítico.
Nátese la abundancia de filamentos cortosy su distribucián anéréuica.40 000 X

Las muestras con metabis~lfiyo ad como con elutaraldehido, posibilitaron la obser-
vacián de. los filamentos sin que en su morfologia presentaran o evidenciaran dife-
rencias ton las muestras Sin agentes provocadores del "sickling" .

En muestras con metabisulfito y glutaraldchido simultancamente, preparadas por
el mítodo de freeze-otehing fue posible la observacián de hematóes falciformes total-
mente llenos de filamentos (Fig. 5) .

Las Figs . 8 y 9 muestran las alteraciones encontradas en la membrana del hematóe
falciforme y su evidente relacián con los filamentos intracitoplasmétiros . No se
constatá una relacián caracteróstica de las partóculas sobre la membrana con estas
alteraciones .

La influencia del campo magnítico se demuestra en las Figs . 10. 11 y 12, donde
se presentan diferentes formas en que el mismo afectá a la cílula y sus filamentos :
observéndose hematóes con los filamentos diste,sionados en tal grado que recordaba
una malla o red (Fig. 10 y 12), destruccián celular y diferentes grados de hemo-
lisis . (Fig . 11) .
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Fm . 11 . Diferentes grados de hemolisis en corte de hemaá sometidos a L accián del
camp. magnítico. 14 000 X

Fe, . 12. Ríplica mostrando la accián del campo magnítico sobre los filamentos . Se observan
distorsionados y en diferentes direcciones 50000X

La formacián de cordones de hemoglobina en forma de cristales en nidos de aguja
(SI,( UU, 1966), cables huecos moleculares "11ura)mnn . 1966) . fibras de diferente
grosor, a veces en forma de ondas (It'hi(o, 1968), cordones (Dobler y Bertles, 1968)
unido a las alteraciones reportadas en la membrana (1Lsir y cots ., 1953, 1958;
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Stetson, 1966; Ddbler y Bertler, 1968 ; Lawrence y cols ., 1968) como érea de mayor
densidad, son las caracterósticas morfolágicas més importantes descritas en los hema-
tóes en la anemia falciforme . Estas alteraciones pueden explicarse por la presencia
de Hb-S lo que determina la polimerizacián de estas molículas, debido posiblemente
a uniones hidrofábicas valil-valil (siclizacián) (Murayama, 1966), que permite una
complementacián de una cadena beta con una alfa de la molícula de hemoglobina
que le sigue, cuando ísta se encuentra en estado reducido . La combinacián de los
mítodos de fijacián e inclusián y de Freeze-etching, de diferente fundamentacián,
enfocados al estudio de este fenámeno, facilita la observacián de nuevos aspectos
morfolágicos del sickling, a la vez que permite estudiar cámo influye el campo
magnítico en los filamentos ya formados . Esto ofrece nuevas posibilidades de inter-
pretacián de las partóculas intracitoplasméticas observadas en los hematóes fractu-
rados. El hecho mismo de que los filamentos aparezcan sin el efecto de un fijador
que altera su composicián quómica, permite estudiarlos por una nueva vóa .

Las dimensiones de los filamentos encontrados por nosotros con el mítodo de fija-
cián e inclusián concuerdan con los reportados por otros autores (Stetson, 1966 ;
Murayama, 1966; Débler y Bertles, 1968 y White, 1968) . Sin embargo, con el mí-
todo de Freeze-etching observamos un aumento de ístos, cuestián que no concuerda
con los resultados obtenidos por Lawrence (1968) en su estudio sobre los hematóes
falciformes .

Se sabe que en el mítodo de Freeze-etching las estructuras presentan un incremento
de los diémetros, debido a la capa de platino a£adida propia de este mítodo
(Weinstein y Bullivant, 1967 y Weinstein y Merk, 1967) .

Este incremento de los diémetros puede ser variable seg•n la cantidad de platino
empleado en la evaporacián, pero sin duda alguna debe haber una diferencia en las
dimensiones de los filamentos cuando se comparan ambos mítodos, cuestián que
concuerda con nuestros resultados .

Moor (1964) plantea la posibilidad de que el glutaraldehido prevenga en alg•n
grado la destruccián por congelacián, y White (1968) demuestra su virtud corno
agente provocador del "sickling" . Como en definitiva el glutaraldehido es un coagu-
lante de las proteónas, es de esperar, que los filamentos sean més fécilmente obser-
vables con una combinacián de metabisulfito y glutaraldehódo, lo que pudimos
encontrar en muestras preparadas por el mítodo de Freeze-etehing .

La virtud de este mítodo de revelar superficies de membranas, permitiá la visualiza-
cián de los filamentos en las superficies de los mismos . En nuestro estudio resaltá
la frecuencia con que encontramos ondulaciones e imégenes tópicas de cordones
en las membranas, que reflejan sin duda el efecto de los filamentos o sus agrupa-
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ciones sobre la misma, lo que debe predisponerla lágicamente a la hemolisis . . A pesar
de estos cambios morfolágicos no evidenciamos repercusián sobre las partóculas que
se adosan a la membrana, salvo alg•n desplazamiento, lo que unido a su indiferencia
en el campo magnítico (Kouró y cots ., 1970), demuestra su diferencia en composi-
cián con las partóculas intracitoplasmétieas, argumento en contra de la posibilidad
de que sean partóculas de hemoglobina adosadas a la membrana .

La presencia de fracturas con imégenes en bandas en hematóes totalmente sickleados,
fue evidente en un n•mero apreciable de preparaciones, lo eue 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 cílulas (Fig . 7) ; la diferencia de esta imagen con la de fracturas obser-
vadas en otros hematóes y las partóculas que se observan dispersas sobre las bandas,
(posiblemente evidencia de las que se observan adosadas a la cara interna de la
membrana) (Weinstein, 1967 y Koehler, 1967) . La accián del campo magnítico
ha sido estudiada (Murayama, 1966) sobre una suspensián de hematóes falciformes
aprovechando su forma alargada, haciendo actuar sobre ella un campo magnítico
con una intensidad del 3 .5 kilogauss, planteéndose que la orientacián paramagnítica
de las molículas de hemoglobina reducida, hace al hematóe falciforme situarse
perpendicularmente a las lóneas de fuerza .

Por otro lado el efecto del campo sobre las partóculas en la superficie de fractura
de hematóes normales (Kouró y cots ., 1970) fue evidente, tanto cuando las lóneas de
fuerza incidieron verticalmente, como cuando lo hicieron paralelamente a la super-
ficie de fractura. Es lágico pensar que los cordones del hematóe sicklímico consti-
tuidos por cadenas de molículas de hemoglobina fueran afectadas por un campo
con una intensidad de 7 a 8 kilogauss, como se demuestra en este trabajo .

Los hallazgos més importantes encontrados en cortes de muestras incluidas de Epon
fueron: filamentos distorsionados, glábulos rojos con filamentos anarquócamente
distribuidos en desproporcián a la deformacián global de la cílula, que dan la
impresián de una malla o de red de filamentos medianos y peque£os, y diferentes
grados de hemolisis en un n•mero apreciable de glábulos rojos con Hemoglobina S .
En las muestras preparadas con el mítodo de "Freeze'etching", ademés pudimos
observar diferencias morfolágicas en funcián del éngulo de incidencia del campo .
Esto •ltimo rememora las alteraciones reportadas por nosotros anteriormente .
(Kouró y cols., 1970) .
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