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Faz parte das minhas recordacées do tempo
de estudante uma pequena biblioteca que existiu
na Associacdo da Faculdade de Medicina de
Lisboa. Era formada por uma coleccio hetero-
génea de livros que o entusiasmo de alguns e a
simpatia de outros haviam reunido em trés gran-
des e solidos armarios. Entre muitos volumes
figurava ai uma coleccio de separatas das con-
feréncias do Instituto Bento Rocha Cabral; a
sua leitura foi o primeiro contacto que tomei com
esta Instituicio.

Mais tarde, quando comecei a frequentar o
Instituto de Histologia, foi a leitura de muitas
das conferéncias de divulgacio aqui realizadas
que me serviu de introducio a varios capitulos
da histologia e da embriologia.

Compreende-se porque nao duvido da utili-
dade destas palestras e porque me senti honrado
pelo convite do Professor Mirabeau Cruz para
aqui vir falar.

Ao dar o titulo a esta palestra houve uma
certa precipitacio da minha parte. Este titulo
figurava numa lista que todos temos na gaveta



6 Actualidades Biologicas

dos sonhos. Era relativo ao projecto de um curso
que ha algum tempo ambiciono fazer mas que
por varias razdes, umas de ordem pessoal outras
de ordem profissional, ainda nio pus em pratica.

Um curso sdo varias licoes tedricas e prati-
cas, uma conferéncia de divulgacio é uma hora
de luta com a atencdo da audiéncia.

O titulo oficial saiu e s6 com dificuldade amol-
dei o tema ao tempo de que disponho. Pude
também ainda introduzir uma pequena modifi-
cacdo de ultima hora. Onde se lia: Conceitos
fundamentais de ultrastrutura celular, passou a
ler-se: Alguns conceitos fundamentais de ultras-
trutura celular.

I— INTRODUCAO

A Biologia assenta em trés grandes pilares:
a teoria da evolucio, a teoria genética da here-
ditariedade e a teoria celular. A teoria celular
¢ a coroa de gléria das ciéncias morfologicas.
O seu inicio e o seu desenvolvimento processa-
ram-se quase exclusivamente gracas a esse
maravilhoso instrumento que é o microscopio.

Na verdade aquilo a que hoje chamamos cé-
lula, corresponde a um conceito altamente ela-
borado cujas origens se podem recuar ao sé-
culo XVII quando um dos primeiros microscopis-
tas, o inglés Hooke, ao observar um fragmento
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de cortica, verificou ser este constituido pela
reuniio de pequenas cavidades a que muito pro-
priamente deu o nome de células.

Foi este o modesto inicio de um termo que
serve hoje para definir o edificio central de
toda a Biologia. Progressivamente as cavidades
ou células de Hooke transformaram-se nas «ve-
siculas» de Grew e nos «utriculos» de Malpighi.
A nocio de que todos os seres vivos dos mais
simples aos mais complexos eram formados por
unidades — as células — estabeleceu-se e a ana-
lise da anatomia celular comecou. Nos fins do
século XIX havia ja a nocdo da existéncia de
toda uma organizaciio intracelular em aparelhos
ou organitos, isto é, de porcdes morfologicamente
distintas a que correspondiam funcdes deter-
minadas.

A analise dos componentes celulares comecou
a esbarrar a partir de um certo momento com
os limites proprios aos aparelhos e técnicas uti-
lizados. Nio se podia ir mais longe porque nio
se via ou porque, a falta de meios de controle,
se duvidava daquilo que se via.

S6 métodos que permitissem ultrapassar os
limites do poder resolutivo do microscopio optico
tornariam possivel uma analise inframicroscopica
ou ultrastrutural. Esses métodos e instrumentos
surgiram com a microscopia de polarizacio, a
técnica da difraccio dos raios X e a microscopia
electronica.
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Referir-me-ei nesta palestra unicamente a
microscopia electronica que, além de ser o mé-
todo mais utilizado de investigacido ultrastrutu-
ral, é o unico que permite uma visualizacio di-
recta das células e dos seus componentes. Além
disso ¢ também o unico em que tenho alguma
experiéncia.

Para tornar possivel a aplicacio da micros-
copia electronica ao estudo das células e tecidos
houve que resolver um certo nimero de proble-
mas técnicos ligados com a natureza dos seres
vivos e as caracteristicas do instrumento utili-
zado. Nao vou descrever detalhadamente a evo-
lucdo das solucdes encontradas. Mas é neces-
sario, para compreensio do que se segue, fazer
referéncia aos métodos fundamentais utilizados
quando se pretende ver células ou particulas
subcelulares.

Dado o fraco poder de penetracio do feixe
electronico, as preparacées ou materiais estuda-
dos no microscopio tém que ser muito finas para
que alguma coisa se possa observar. Fundamen-
talmente utilizam-se hoje trés técnicas gerais de
preparacio de material bioldgico para observacio
ao microscopio electrénico:

a) Técnica dos cortes — para sua aplicacio
¢ necessario fixar e incluir o material a
observar. Os meios utilizados na inclusiao
(Epon e Araldite) dao as estruturas du-
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reza suficiente para serem reduzidos em
micrétomos especiais (ultra-microtomos) a
cortes da ordem dos 500 A de espessura.

b) Técnica do contraste negativo — consiste
em misturar as preparacdes a estudar
(fraccoes celulares, virus) com substincias
(acido fosfotungstico, acetato de uranilo)
que formam camadas opacas aos electroes.
A mistura forma uma camada muito fina
nas grelhas usadas como suporte e a subs-
tincia utilizada como contrastante imbebe
as estruturas que sido visiveis devido ao
contraste. Se na superficie das estruturas
estudadas existem anfractuosidades, o
contrastante penetrando nos espacos livres
torna-as também evidentes.

¢) Técnica de metalizacdo — nesta técnica
bombardeiam-se as estruturas a observar
(moléculas de acido nucleico, virus) com
certos metais (Platina — Iridio) em apa-
relhos especiais — os metalizadores. As
formacdes assim tratadas, que por serem
extremamente pequenas nao seriam visi-
veis, ficam cobertas com o metal tomando-
-se aparentes.

Como veremos nio foi sempre assim e alguns
dos conceitos a que me referirei comecaram a
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desenvolver-se numa época em que nio existiam
ainda técnicas tido refinadas.

II— OS MICROSOMAS DE CLAUDE E O RETiCULO
ENDOPLASMICO DE PORTER E PALADE

A primeira histéria que vou contar comeca
em 1938 e tem por cenario o Instituto Rockefel-
ler em Nova lorque. Siao dessa época os primei-
ros trabalhos de Claude que, tendo por objectivo
a investigacio do sarcoma de Rous, o levaram
a descoberta dos microsomas.

Com a finalidade de estudar o virus do sar-
coma de Rous, Claude aplicou o método da
ultracentrifugacio fraccionada a células deste
tumor. Isolou assim um produto altamente activo
constituido por particulas de 700 A que se ca-
racterizava por um elevado teor em acido ribo-
nucleico (RNA). Ao aplicar, para verificacio des-
tas experiéncias, o mesmo método a células
normais, concluiu que podia também, a partir
destas células, isolar particulas das mesmas di-
mensdes e que, embora nio sendo patogénicas,
se caracterizavam igualmente por uma extraordi-
naria riqueza em rRna. Concluiu que as parti-
culas que isolara inicialmente representavam um
constituinte normal do citoplasma e deu-lhes o
nome de microsomas.
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Podia, apesar de tudo, admitir-se que os mi-
crosomas eram um produto da técnica de iso-
lamento e nio uma formacido existente nos ele-
mentos celulares a partir dos quais se fizera a
sua preparacio. Para excluir esta hipdtese
Claude submeteu fragmentos de figado a ultra-
centrifugacdo. 0 estudo ao microscépio optico
destes fragmentos, depois de fixados, cortados
e corados, pds em evidéncia que os diferentes
constituintes celulares se encontravam separados
no interior das células e que a camada dos mi-
crosomas correspondia a uma zona basofila do
citoplasma.

Esta experiéncia foi interpretada como de-
monstrando que os microsomas eram constituin-
tes normais das células e o substracto morfo-
logico da sua basofilia.

Ainda no intuito de esclarecer se os micro-
somas isolados pela técnica da ultracentrifuga-
¢do0 constituiam uma entidade morfologica,
decidiram observar ao microscopio electronico,
que entio dava os seus primeiros passos nos estu-
dos citoldgicos, células de cultura de tecidos.

Nao existiam ainda as técnicas refinadas que
hoje possuimos. Nio era possivel reduzir uma
célula a cortes suficientemente finos para se
observarem ao microscopio electronico. Claude
e colaboradores utilizaram, para ultrapassar esta
dificuldade, o artificio que é a técnica do esten-
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dimento. Esta técnica baseia-se no facto que
células cultivadas sobre uma pelicula de plastico
se estendem naturalmente, havendo uma zona do
seu citoplasma que nestas circunstincias € sufi-
cientemente fina para ser vista ao microscépio
electronico.

O exame de células assim preparadas revelou
a existéncia, no citoplasma, de umas vesiculas
de 1000 a 1500 A dispostos em rosirio e que no
conjunto tém uma disposicdo reticular. Estas
vesiculas foram identificadas com os microso-
mas. Ulteriormente constataram que as vesiculas
deste reticulo se acumulavam sobretudo na por-
¢io interna do citoplasma das células estendidas
(endoplasma) e que eram raras na zona perifé-
rica (exoplasma). Atendendo a sua disposicdo
reticular e a localizacio, o conjunto recebeu a
designacdo de reticulo endoplismico. Quando a
técnica dos cortes finos pds em evidéncia, no
citoplasma das células de varios tecidos, forma-
¢oes vesiculares de revestimento membranoso,
estas formacées foram interpretadas como sec-
coes do reticulo endopliasmico observado nas cé-
lulas estudadas com o método do estendimento.

Mais tarde Palade verificou, com a técnica
dos cortes (fig. 1), que algumas das cisternas e
vesiculas eram revestidas por granulos densos.
O termo reticulo endoplismico comecou a ser uti-
lizado para designar sistemas de membranas
revestidos por grinulos densos (equivalente ao
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ergastoplasma) e sistemas de membranas sem
granulos (correspondentes ao Aparelho de Golgi,
membrana nuclear). Surgiu assim o conceito de
reticulo-endoplasmico numa tentativa de inter-
pretacio unitaria dos sistemas de membranas
intracelulares.

Conforme foi definido por Porter e Palade,
o reticulo endoplismico é, pois, um sistema de
cavidades limitadas por membranas e que se
estende desde a membrana celular até ao nicleo.
Existiriam na rede formada por este sistema
continuo diferenciacdes locais adaptadas a deter-
minadas funcgoes.

Logo de inicio foram definidas duas porcdes
essenciais do reticulo, uma porcio lisa ou agra-
nular e uma por¢io rugosa ou granular em que
a superficie exterior das membranas estava
coberta de grinulos densos (os entio chamados
griaos de Palade) que também se observavam
livres, dispersos na substincia fundamental do
citoplasma.

Os grinulos densos de 150 A descritos livres
ou associados as membranas do reticulo, come-
caram entretanto a ser interpretados como
substracto da basofilia citoplasmica e, uma vez
determinada a sua riqueza em rNA (63 %-50%),
foram baptizados com o nome de ribosomas.
Adquiriram assim o estatuto de primeiro orga-
nito celular na nova escala ultrastrutural.
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Desde a descoberta dos granulos de Palade
(ribosomas), argumentos de varia ordem leva-
vam a pensar ser neles que se localizava a maior
parte do rna do citoplasma.

Ja a comparacio de varios tipos celulares
permitia concluir que as células de basofilia mais
intensa ao microscopio oOptico eram aquelas em
que o componente granular predominava. A asso-
ciacio da ultracentrifugacio diferencial com o
estudo bioquimico e a técnica dos cortes, permi-
tiram a Palade e Siekevitz precisar a sua natu-
reza. Estes autores, depois de colherem de um
o0rgao um pequeno fragmento para observacio ao
microscopio, homogeneizavam a parte restante
isolando, por ultracentrifugacio, a frac¢io micro-
somia]. Desta fraccio colhiam uma amostra que,
depois de fixada, incluida e cortada, era obser-
vada e analisavam com métodos bioquimicos a
parte restante.

O estudo ao microscopio electronico da frac-
¢do microsomial revelou ser esta formada por
numerosas vesiculas de 80-300 mjji que eram li-
mitadas por uma membrana revestida exterior-
mente por granulos de 150 A.

Separando a por¢io membranosa da granular
por destruicio das membranas com o desoxico-
lato, puderam concluir que o RNA se encontrava
associado aos granulos sendo as membranas for-
madas por proteinas, fosfolipidos e varios en-
zimas.
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A observagdo de células intactas e da fraccio
microsomial (figs. 1 e 2), combinada com a ana-

Esquema de uma célula glandular. Na parte central

o nucleo (N) rodeado pela membrana nuclear (n-nucleolo).

No citoplasma: mitocondrias (m), cisternas do ergasto-

plasma (Er) e aparelho de Golgi (AG) com graos de
secrecio na sua vizinhanca
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FIG. 2

Esquema da frac¢io microsomal e dos elementos resul-
tantes do seu fraccionamento. (1 — microsomas, 2 — mem-
branas, 3 — ribosomas)

lise bioquimica, pds pois em evidéncia que os
microsomas de Claude s3o o resultado da frag-
mentacio do ergastoplasma (reticulo endoplas-
mico granular) e que é nos grianulos (ribosomas)
que se localiza, pelo menos na sua maior parte,
o RNA.

O conceito de microsoma, conforme inicial-
mente enunciado, perdeu pois o seu significado
como entidade morfolégica ou organito celular,
mas continua a poder usar-se a expressio «frac-
¢a0 microsomialy».

Microsomas sao pequenos granulos ou vesi-
culas de I0300mp, de diAmetro obtidos artifi-
cialmente por ultracentrifugacio e que niio cor-
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respondem a organitos citoplasmicos pré-exis-
tentes. Resultam da fragmentacio do reticulo
endoplasmico.

Os ribosomas (fig. 3) sdo particulas aproxi-
madamente esféricas densas de 150 a 200 A de
diAmetro existentes em todas as células e que,
como dissemos, se podem encontrar livres ou
associados as membranas do reticulo. Constituem
geralmente grupos de 5 a varias dezenas de ele-
mentos a que se dia o nome de polisomas.

Fi1G. 3

Fotografia ao microscopio electronico de um corte da
fraccdo dos ribosomas obtida por ultracentrifugacao dife
rencial a partir de células embrionarias (x 52.500)
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A técnica do contraste negativo permitiu por
em evidéncia que nos polisomas os ribosomas estio
unidos por um filamento de aproximadamente 15 A
de espessura que hoje se sabe corresponder ao RNA-
-mensageiro. Ainda a observacio com a técnica
do contraste negativo de ribosomas isolados por
ultracentrifugacido revelou que sao formados por
duas subunidades (fig. 4).

POLISSOMA

FiG. 4

Esquema representativo de um polisoma. Os ribosomas
estio ligados entre si por um fino filamento (RNA-mensa-
geiro). Cada ribosoma ¢ constituido por duas subunidades

Essas particulas que se podem ver directa-
mente foram caracterizadas em ultracentrifugas
analiticas pelos seus coeficientes de sedimentacio
e costumam referir-se em unidades Svedberg.

Assim nas bactérias o ribosoma intacto é
representada por uma particula de 70s as duas
subunidades sdo as particulas 30s e 50s.
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E possivel em certas condicdes (trabalhando
com fracas concentracdes de Mg) dissociar os
ribosomas nas suas 2 subunidades.

A analise quimica dos ribosomas revelou se-
rem constituidos por 63 %-50 % de RrNa, e
27-50 % de proteinas. Sao portanto essencial-
mente formados por rNA e proteinas. Certas
observacdes indirectas levam alguns autores a
admitir que o rRNA se encontra a superficie e as
proteinas na porc¢io central.

Podemos pois considerar os ribosomas como
organitos celulares a escala ultrastrutural — cla-
ramente relacionados com a sintese proteica.
Tém sido comparados a maquinas de leitura do
RNA mensageiro sendo junto deles que se montam
os acidos aminados nas cadeias proteicas. Sabe-
-se ainda que s6 funcionam intactos i.e. com as
duas subunidades ligadas.

O exame sistematico da substincia funda-
mental do citoplasma com outras técnicas — como
por exemplo fixacdo com permanganate de potas-
sio— e a coloracio das preparacdes com sais
de chumbo — demonstrou a existéncia de outros
granulos densos na substincia fundamental — os
graos de glicogéneo (glicosomas). Os glicosomas
podem apresentar-se ou sob a forma de granulos
de 150 A a 300 A de didimetro semelhantes aos
ribosomas, ou como agregados de grinulos com
aspecto de roseta. Estes agregados podem atin-
gir um diimetro de 0,1 p.
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No que se refere ao conceito de reticulo endo-
plasmico, conforme inicialmente definido, perdeu
um pouco o sentido, mas a designaciio, apesar de
impropria, porque nio ha nada que se chame
endoplasma e muitas vezes nio ha nenhum reti-
culo, ficou.

A designacio reticulo granular equivale pois
a designacio ergastoplasma da citologia classica.
A designacdo reticulo liso refere-se ou ao Apa-
relho de Golgi ou a sistemas canaliculares obser-
vados no figado, misculo (reticulo sarcoplas-
mico), testiculo, etc.

As funcdes das diferentes porc¢des represen-
tantes do reticulo sio muito diversas. 0 reticulo
granular representado em certos tipos celulares
em grande abundincia (células do pancreas, plas-
mocitos) elabora proteinas para exportacio.
O reticulo agranular do musculo desempenha
funcoes de distribuicao de substincias na célula.
0 reticulo agranular tem ainda grande desen-
volvimento em oOrgiaos em que a partir do coles-
terol sdo elaboradas hormonas esterdides (células
intersticiais do testiculo, células do corpo amarelo
do ovario, células do cortex do suprarrenal). No
Hamster, cujas células do cértex suprarrenal nio
utilizam colesterol para a sintese de hormonas
corticéides, o reticulo agranular tem escasso
desenvolvimento.

Nas células hepaticas o reticulo agranular
existe lado a lado com o chamado reticulo gra-
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nular. Além da existéncia ou niio de ribosomas
na superficie das membranas que o formam,
existem outras diferencas de ordem morfolo-
gica. 0 reticulo agranular nio forma cisternas.
Tridimensionalmente, é constituido por uma rede
plexiforme de tuabulos varicosos, de contetido
mais denso que a matriz citoplasmica. Experi-
mentalmente pode provocar-se a hipertrofia do
reticulo agranular das células hepaticas. A admi-
nistracio de certas drogas liposoliuveis perten-
centes a categoria dos chamados indutores enzi-
maticos, como o fenobarbital, é seguida de um
aumento significativo do reticulo agranular nes-
tas células.

Recentemente tivemos ocasiio de observar,
em preparacoes de figado de animais que o
Dr. Peres-Gomes tratou com a Visnadina, um
aumento significativo do reticulo agranular.
Esta observacio é um complemento doutros da-
dos obtidos no laboratério do Dr. Peres-Gomes
que o levaram a admitir pertencer a Visnadina
ao grupo dos indutores enzimaticos. A presenca
no figado do reticulo agranular, deve estar asso-
ciada com actividades desempenhadas por este
orgao em relacio com degradacio enzimatica,
eliminacio de drogas liposoluveis e metabolismo
do colesterol. Ele seria para alguns o substracto
morfologico das chamadas funcées de detoxi-
cacdo exercidas pela célula hepatica.
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III — MEMBRANA CELULAR, MEMBRANAS
INTRACELULARES, UNIDADE DE MEMBRANA
DE ROBERTSON

A proposito dos conceitos de microsoma e
reticulo endoplasmico ja falei de um certo nu-
mero de organitos celulares ha muito conhecidos
como o ergastoplasma, aparelho de Golgi e de ou-
tros, como o reticulo agranular e ribosomas, pos-
tos em evidéncia pela microscopia electronica.

Nao disse ainda uma palavra sobre a mem-
brana celular, seria por ai que naturalmente
devia ter comecado. E a membrana que separa
a célula do exterior, é através dela que se pro-
cessam as suas trocas com 0 meio.

Pode dizer-se que um dos pontos fundamen-
tais sobre os quais os métodos de investigacio
ultrastrutural mais vieram focar a atencao, foi
sobre a disposicio em membranas dos varios
sistemas e orgdos intracelulares.

Quando hoje se fala de membranas, a refe-
réncia ja nio é so relativa a membrana celular
e 2 membrana nuclear mas, entendem-se, na refe-
réncia, todos os sistemas que limitam o reticulo
granular e agranular e mesmo alguns organitos
como as mitocondrias e os cloroplastos em cuja
organizacio interna foi posta em evidéncia todo
um complexo sistema de membranas. Segundo
os calculos de alguns autores, 90 % do peso seco

e

da massa celular é constituido por membranas.
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Antes da aplicacio da microscopia electro-
nica nido havia provas directas da existéncia da
membrana celular. Faltava a evidéncia morfolo-
gica. Hoje sabemos que todas as células sio
revestidas por uma membrana continua de 75 A
de espessura que, nos cortes de elementos fixados
pelo acido 6smico ou pelo permanganate de potas-
sio se apresenta constituida por trés folhetos ou
lamelas de densidades diferentes. Um folheto
médio pouco denso de 30 A de espessura rodeado
por dois folhetos densos de 25 A cada.

Além deste tipo de membrana limitante, que
também se designa por membrana plasmdtica,
observam-se em certos tipos celulares membra-
nas mais complexas que podem adquirir, como
acontece nas plantas com a membrana celuldsica,
uma evidéncia muito especial. Reservam-se para
estas camadas extracelulares a designacio de
parede celular.

Mas voltando a membrana citoplasmatica.
Deve-se a Robertson o ter chamado a atencio
para a sua organizacio trilaminar e ter ten-
tado interpretar esta disposicio em termos de
organizacio molecular. Um outro facto para
que Robertson chamou a atencio e sobre o
qual veio a edificar toda uma teoria, foi o de
que a disposicio em trés folhetos niao era exclu-
siva da membrana plasmatica mas que podia
igualmente por-se em evidéncia nos sistemas
membranosos intracelulares. A esta disposicao
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trilaminar deu Robertson a designacio de unit
membrane, isto é, unidade de membrana.

Quando a microscopia electréonica se comecou
a aplicar ao estudo das membranas celulares,
havia ja uma grande soma de conhecimentos so-
bre as suas propriedades e constituicio quimica.
A membrana celular foi mesmo o primeiro cons-
tituinte da célula para o qual foi proposto um
modelo molecular. Esse modelo largamente di-
vulgado de Davson e Danielli (1936) baseava-se
no estudo das propriedades fisicas e constituicio
quimica das membranas e nas célebres expe-
riéncias de Gorton e Grendel de 1925.

Como veremos foi este o modelo que, com
algumas modificacdes, foi aplicado na interpre-
tacio da unidade de membrana. Um dos factos
em que Robertson se baseou foi no dado conhe-
cido (difraccio, Schmidt Bear & Palmer, 1941)
de que quando se hidrata um sistema de lipidos
(cefalina de ovos) estes formam camadas bimo-
leculares em que os grupos polares ficam diri-
gidos para fora.

Feita a experiéncia in vitro e fixando (4cido
6smico ou permanganato) e coitando para obser-
vacido no microscopio electronico, aquilo que
obteve foi uma imagem constituida por duas
lamelas densas separadas por uma lamela pouco
densa.

Sabia-se, por outro lado, que proteinas fixa-
das e tratadas do mesmo modo (colagénio, mio-
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fibrilhas) produzem uma imagem densa e ho-
mogénea.

A interpretacio de Robertson veio a ser
apoiada nas experiéncias realizadas por Stoe-
ckenius que obteve, a partir de membranas de
fosfolipidos (extraidos de cérebro humano) pre-
paradas «in vitro», imagens em que estas mem-
branas se mostravam formadas por duas lamelas
densas de 8 A separadas por uma lamela menos
densa de 25 A (total = 40 A). Acrescentando as
membranas assim preparadas proteinas (glo-
bina) obtinha membranas com 75 A de espessura
e morfologicamente semelhantes as da «unidade
de membranay.

O modelo proposto por Robertson (fig. 5),
e que ¢ muito semelhante ao de Danielli, parece

Proteinas

Lipidos

N/ A/ AV NN/ Ny \/\N/ AV A Proteinas
Interior

Fi1G. 5

Esquema representativo da constituicio molecular
da unidade de membrana de Robertson
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pois aceitavel a luz do que hoje sabemos. Niao
se pode porém ainda afirmar uma unanimidade
absoluta entre os autores que tém estudado a
morfologia das membranas.

Uma outra contribuicdo importante dada pela
microscopia electréonica ao estudo da membrana
plasmatica, foi a demonstracio de que a mielina
que envolve os nervos nio é simplesmente um
produto da membrana celular como se supunha,
mas corresponde a sobreposicio do proprio ma-
terial das membranas plasmaticas. Este dado foi
da maior importincia pois a mielina tem sido
largamente utilizada em estudos de difraccio
dos raios X tornando-se assim possivel a apli-
cacao dos resultados obtidos no estudo da mielina
a interpretacio da arquitectura molecular da
membrana celular.

A chamada teoria da unidade de membrana
nao ¢ simplesmente uma interpretacio da dis-
posicdo das proteinas e lipidos na membrana
celular. Segundo Robertson, nio s6 a membrana
plasmatica mas todas ou a maior parte das for-
macdes membranosas observadas na célula obede-
cem a estrutura basica definida como unidade de
membrana. Este conceito unitario sobre a orga-
nizacio ultrastrutural das membranas foi ponto
de partida para um esquema geral sobre as rela-
coes dos varios elementos celulares e para a
interpretacio da origem e formacio de alguns
organitos citoplasmicos. Segundo o esquema
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apresentado por Robertson, todas as estruturas
membranosas da célula formariam um continuo.
Além disso este autor admitiu que certos orga-
nitos celulares, como por exemplo as mitocon-
drias, se formariam por pregueamento e inva-
ginacio da unidade de membrana da membrana
plasmatica. Esta ultima hipotese, ndo tendo a

F1G. 6
Mitocondrias de uma célula vegetal observadas ao micros-

cépio electréonico em material tratado pela técnica dos
cortes (X 37.500)
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suporta-la dados de observacdo convincentes, nao
teve aceitacio. O que hoje se sabe sobre as
mitocondrias nio esta de acordo com esta hipo-
tese tao simples sobre a sua formacao.

O que sao mitocondrias? As mitocon-
drias (figs. 1 e 6) s3o pequenos bastonetes de
0,3 a 0,7 p de didmetro e 1 a 4 p de comprimento
que se encontram em todos os eucariocitos. As
observacdes realizadas com o microscopio elec
tronico puseram em evidéncia que as mitocon-
drias (fig. 7) sdo constituidas pelos seguintes

Mitocondria. A esquerda esquema representativo

de uma mitocondria. A direita esquema das

mitocondriais com a membrana interna coberta
pelas particulas elementares
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elementos : uma membrana externa que as separa
do meio celular, uma membrana interna cujas
pregas constituem as cristas mitocondriais e a
matriz mitocondrial mais densa que a substincia
fundamental e na qual se banham as cristas.
Sabe-se hoje que as mitocondrias sdo organitos
celulares dotados de uma certa autonomia. Divi-
dem-se, o que foi demonstrado pelas elegantes
experiéncias de David Luck. Contém acidos
nucleicos (pNA e rRNA) qualitativamente diferentes
dos acidos nucleicos da célula a que pertencem.
Tém capacidade, ainda que limitada, para a rea-
lizacdo de sinteses proteicas. Estes e outros dados
levam a que se comece a aceitar a hipodtese se-
gundo a qual as mitocondrias teriam tido, em
termos evolutivos, uma origem independente das
células de que hoje fazem parte. Segundo essas
ideias elas foram, em determinado momento da
evolu¢io, um organismo independente (procario-
cito) que progressivamente entrou em simbiose
com os precursores dos actuais eucariocitos.

Em conclusio : A hipotese de Robertson sobre
a formacdo das mitocondrias que nido tinha a
apoia-la dados indiscutiveis, nio se enquadra
muito bem no que hoje sabemos sobre estes orga-
nitos celulares.
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IV—AS PARTICULAS ELEMENTARES
DE FERNANDEZ-MORAN E OS QUANTASOMAS
DE THOMAS E PARK

Em 1962 Fernandez-Moran aplicando ao es-
tudo de mitocondrias isoladas a técnica do con-
traste negativo, verificou que a membrana interna
das mitocondrias se encontrava coberta do lado
da matriz por numerosas particulas em forma
de péndulo de relogio (figs. 7 e 8). Estas for-

Fi1G. 8

Particula elementar

BASE

macoes, a que foi dado o nome de particulas
elementares, sio formadas por uma porciao esfé-
rica saliente de 100 A de didimetro e outra, a
haste, com 50 A de comprimento e 35 A de lar-
gura. Veio ainda a considerar-se na sua cons-
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tituicio uma base, esta ja fazendo parte das
cristas a que as particulas estio ligadas. As
particulas elementares cobrem toda a superficie
interna das mitocondrias, estando situadas a dis-
tincias regulares. Podemos acrescentar que em
certos materiais, como por exemplo o miusculo
cardiaco do Hamster, se podem observar parti-
culas elementares mesmo utilizando a técnica dos
cortes.

Muito embora ainda existam davidas so-
bre a existéncia real das particulas elemen-
tares, a sua descoberta tem sido muito estimu-
lante nos estudos em que se procura esclarecer
o funcionamento das mitocondrias correlacionando
os dados bioquimicos e ultrastruturais. Pouco
depois da descoberta das particulas elementares,
foi sugerido que era nelas que se localizavam
todas as enzimas da cadeia respiratéoria. Uma
critica cuidadosa desta hipotese revelou porém
que estas formacOes eram muito pequenas para
conterem todas estas enzimas. Contudo, como
os calculos a que me refiro se baseavam unica-
mente nas dimensées da sua porcio esférica,
ainda foi sugerido que, considerando também a
haste e a base, isto é, a porcio da crista cor-
respondente a cada particula, ja o peso calculado
era compativel com a hipétese da localizacio
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nas particulas elementares das enzimas da cadeia
respiratoria. Foram entretanto descobertos ou-
tros factos contrarios a esta hipdtese. Demons-
trou-se (Chance e colaboradores) a presenca de
citocrémios em fraccdes mitocondriais desprovidas
das membranas internas, pos-se em evidéncia que
fraccdes submitocondriais, ricas em succinoxi-
dase e citocromios, ndo possuiam particulas ele-
mentares e ainda que fraccdes submitocondriais
de fraca actividade respiratéria apresentavam
numerosas «particulas elementares». Ulterior-
mente foi sugerido que nas particulas elementa-
res se localizava um factor (FI coupling factor)
que se demonstrou estar presente em particulas
de 90 A de didmetro. A este propésito sio muito
interessantes os trabalhos de Racker que, con-
jugando métodos bioquimicos e ultrastruturais,
tem realizado um trabalho que consiste essencial-
mente em montar e desmontar «in vitro» os
diferentes componentes enzimaticos e morfologi-
cos das fraccoes submitocondriais e verificar a
sua funcio em condicées variadas.

Dentro do tema desta palestra parece-me
importante fazer ainda uma referéncia breve ao
conceito de quantasoma que também surgiu em
virtude da aplicacio da microscopia electronica
a0 estudo dos elementos celulares.
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Os cloroplastos sio um dos componentes mais
caracteristicos da célula vegetal (figs. 9 e 10).
Podem descrever-se como formacdes lenticulares
de 4 a 10 p de didmetro e 1 a 2 p, de espessura.
O seu numero varia com o tipo celular podendo

FiG. 9

Célula vegetal. Fotografia ao microscopio electronico
de um corte fino. N — nicleo; V— vacuolo; Cl— cloro-
plasto; m —mmitocondria; pc— parede celular (x 12.500)
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Fi1G. 10

Cloroplasto. Fotografia ao microscopio electrénico de um
corte fino. Gr.— conjuntos das lamelas que formam
os grana (x 19.500)
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ir de 1 a 50 por célula. Observam-se facilmente
com 0 microscopio Optico em virtude de serem
corados naturalmente. A sua observacio ao mi-
croscépio electronico permitiu demonstrar que
sdo limitados por uma membrana externa de 75 A
constituida por trés folhetos de aspecto e dimen-
soes semelhantes aos da unidade de membrana.
Paralela a esta membrana e separada dela por
um estreito espaco, existe do lado interno do
cloroplasto uma membrana idéntica. A porgao
do cloroplasto, limitada pela membrana interna,
¢ ocupada por uma matriz densa (estroma) na
qual se observam gotas lipidicas, grios de amido
e ainda todo o sistema de membranas que formam
as lamelas do cloroplasto. As lamelas sdo para-
lelas umas as outras podendo distinguir-se umas
que atravessam o cloroplasto em todo o seu
comprimento — as lamelas do estroma — e outras
mais pequenas que formam pilhas situadas entre
as lamelas maiores — as lamelas dos grana. Des-
conhece-se se existe alguma diferenca significa-
tiva entre as lamelas do estroma e as lamelas
dos grana.

A observacio de lamelas de cloroplastos iso-
lados com a técnica do contraste negativo e da
metalizacdo, p6s em evidéncia que a superficie
das lamelas é coberta por particulas de 150 A
de didmetro e 75 A de espessura a que foi dado
o nome de quantasomas. Segundo a interpreta-
¢io dos autores que estudaram este problema,
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cada lamela é formada por duas camadas de
quantasomas separadas por um espaco de 60 A.
Parece ser ao nivel dos quantasomas que se loca-
lizam os pigmentos (clorofila) e se processam as
reaccoes da fotosintese. Segundo esta hipotese
os quantasomas sio pois as particulas mais pe-
quenas capazes de realizar a fotosintese.

CONCLUSAO

Tendo presente que estas palestras se desti-
nam a um publico nio especializado apresentei,
de forma resumida, alguns conceitos criados e
refundidos durante a evolucio dos nossos conhe-
cimentos de ultrastrutura celular. E evidente,
do que fica dito, que estamos ja muito longe da
época em que se interpretavam as unidades fun-
cionantes da vida, isto é, as células, como pe-
quenos sacos cheios de uma coisa a que se cha-
mava matéria viva. Sabe-se agora que a fasci-
nante complexidade bioquimica corresponde uma
sofisticada organizacio de estrutura. Este avanco
foi possivel porque, simultineamente com os
progressos dos meios de visualizacido directa, se
processaram grandes inovacdes na técnica de
ultracentrifugacdo e noutros métodos de analise
do dominio da bioquimica. O grande éxito da
biologia moderna tem sido exactamente o ter
acabado com as barreiras entre disciplinas igual-
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mente importantes na investigacdo dos processos
celulares.

Julgo ter ficado suficientemente clara a im-
portincia da conjugacio dos dados morfologicos
com os dados bioquimicos. Tem sido esta con-
jugacio que tem permitido prosseguir na grande
finalidade da morfologia que é de analisar a
forma para melhor compreender a funcdo.
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