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ABSTRACT. A qualitative study aiming to the calcium localization and
contents in mononuclear phagocyte cells obtained by means of an asep- -
tic inflammation into the peritoneal cavity of Wistar rats has been done.
Several fixation liquids commonly used in electron microscopy have
been assayed. They were related to the appearance of electron dense
zones previously reported as linkage sites from calcium to the cell mem-
brane. In macrophages these zones have been cbserved on the cellular
envelope and in less guantity in the plasma membrane only when a
concentration of 5 mM/1 of CaCl, is added to the fixation liquids,

RESUMEN. Se realizé un estudio cualitativo de la localizacién y conte-
nido de calcio en las células mononucleares fagociticas de la inflama-
cién aséptica provocada en ratas Wistar, mediante técnicas especiales
de fijacién. Se utilizaron varios liquidos de fijacién usados comunmente
en microscopia electrénica, relacioniandolos con la observacién de zonas
electrén densas reportadas como sitios de enlaces de calcio con las
membranas celulares, En los macréfagos se observan estas zonas elec-
tréndensas en la superficie celular y en menor cantidad en la membrana
plasmadtica cuando se afiade 5 mM/1 de CaCl, a los liquidos fijadores.

INTRODUCCION

El calcio es un ion de gran importancia en los sistemas biolégicos, por
ejemplo, en los mecanismos de contraccion relajaciéon muscular (Le Roy,
1965), en la transmision sindptica (Hillman v Llinas, 1974) v en la regu-
lacion de la permeabilidad de membrana (Oschman y Wall, 1972).

Numerosos autores han reportado la presencia de zonas o particulas elec-
tréndensas en distintos tejidos (Le Roy, 1965; Hillman y Llinas, 1974;
Oschman y Wall, 1972; Jonas v Zeech, 1974; Oschman y cols. 1974; Tsu-
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chiya, 1976; Tsuchiya y Takahashi, 1976; Plattner, 1975; Plattner y Fusch,
1975, Bogquist, 1977; Politoff, 1974) y se ha planteado que pueden repre-
sentar sitios de enlaces de calcio con las membranas celulares.

En los macréfagos el ion calcio parece desempeiiar un papel importante
en sus funciones por lo que el objetivo de este trabajo es el estudio de la
presencia y distribucion del calcio en estas células, utilizando técnicas
citoquimicas en microscopia electrénica con el fin de encontrar estas
zonas o particulas electrondensas asociadas a las membranas celulares
y poder estudiar la funcién que el calcio desempeiia en la fagocitosis.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron macréfagos de la cavidad peritoneal de ratas Wistar de .
ambos sexos con peso promedio entre 200 y 250 g, med ante implantacion

de laminas de Epén 812 en la misma, manteniéndolos durante 72 horas,

al término de las cuales se procedié a anestesiar las ratas con éier y

extraerles las laminas (Kouri, 7969).

1as células obtenidas fueron fijadas en glutaraldehido al 2,7% en tampén
S-Collidina 0.08 M con 5% de sucrosa y pH 7,2 (Oschman y Wall, 1972).

Se mostraron 4 experiencias por triplicado:

1. Células fijadas en glutaraldehido (G).

2. Células fijadas en ghutaraldehido al que se afiadié 5 mM/1 de CaCl:
(G + Ca™). |

3. Células fijadas en glutaraldehido y postfijadas en tetréxido de osmio
al 2% en el mismo tampén (G + O.).

4. Células fijadas en glutaraldehido y postfijadas en tetréxido de osmio
afiadiéndosele a ambos 5 mM/1 de CaCl: (G + O. - Ca™).

La fijacién en glutaraldehido se realizé toda la noche a 4°C; se deshidrato
en alcoholes de gradaciones crecientes. Se infiltré e incluyé en Epon 812
en las experiencias 1 y 2

Las experiencias 3 v 4 se fijaron en glutaraldehido toda la noche a 4°C
y postfijaron en tetréxido de osmio durante una hora a 4°C. La deshidra-
tacion, infiltracién e inclusion se efectuaron de la misma manera que
las experiencias anteriores.

La polimerizacién se realizé a 60°C durante 48 horas, realizandose los
cortes en un ultramicrétomo LKE, Ultrotome III y el montaje sobre re-
jillas de 400 mesh sin membrana soporte.
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Las observaciones fueron hechas en los microscopios electronicos de
transmision Hitachi HS- 7 v HU- 11A, sin postcontraste.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultadeos cbtenidos muestran la presencia de regiones clectrénden-
sas en la superficie celular y en la membrana plasmatica de macréfagos
peritoneales de ratas adultas utilizando técnicas citoquimicas especiales
en microscopia electrénica, cuando el ion calcio estd presente en la fija-

cién (Fig. 1).
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plasma de axones de calamar (Alema y cols., 1973), localizada también
en la membrana plasmatica de células intestinales (Oschman y Wall,
+1972) que parece intervenir en el transporte de calcio a través de la
membrana.

Flg. 2. Fijacién en glutaraldehido + CaCl,. Se aprecian adheridas a la superficie
celular particulas electréondensas, 16,000 X.

En las células fijadas en glutaraldehido en ausencia de calcio (G) gene-
ralmente no se observan estas particulas electréndensas (Fig. 3).

Lo anteriormente expuesto hace suponer que estas regiones electréden-
sas pudieran ser sitios de enlace de calcio.

Las células fijadas en glutaraldehido v postfijadas en tetréxido de osmio
en presencia de calcio (5 mM/] de CaCl:) (G 4+ O. + Ca*) presentan una
reaccién similar a la observada cuando se usa la fijacion con glutaral-
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dehido y calcio, sin postfijar; pero las particulas electréndensas son me-
nos frecuentes, pues se ha planteado que el osmio puede ejercer una
accion descalcificante (Oschman y Wall, 1972).

Fig. 3. Fijacién en glutaraldehido. No se aprecian particulas electréondensas.
15,000 X.

En los macréfagos sometidos a doble fijacién en ausencia de calcio
(G + O,) no se observan estas particulas,

Nuestros resultados muestran que si el medio extracelular estd libre de
calcio la concentracién intracelular de este ion no es la suficiente como
para que estas particulas sean visualizadas por el método usado.

Este trabajo sienta las bases para un estudio posterior de la funcion
que desempeiia el calcio en un mecanismo tan fundamental de defensa
como es la fagocitosis,
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