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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 observed on the cellular
envelope and in less quantity in the plasma membrane only when a
concentration of 5 mM/l of CaCl2 is added to the fixation liquids.

RESUMEN. Se realizó un estudio cualitativo de la localizacion y conte-
nido de calcio en las celulas mononucleares fagociticas de la inflama-
ción asdptica provocada en ratas Wistar, mediante tecnicas especiales
de fijacion. Se utilizaron varios liquidos de fijación usados comtmmente
en microscopia electronica,relacionandolos con la observación de zonas
electron densas reportadas como sitios de enlaces de calcio con las
membranas celulares. En los macrófagos se observan estas zonas elec-
tróndensas en la superficie celular y en menor cantidad en la membrana
plasm'atica cuando se añade 5 mM/1 de CaCl2 a los liquidos fijadores.

INTRODUCCION

El calcio es un ion de gran importancia en los sistemas biologicos, por
ejemplo, en los mecanismos de contracci6n relajaci6n muscular(Le Roy,
1965), en la transmisi6n sinaptica (Hillman y Llinas, 1974) y en la regu-
laci6n de la permeabilidad de membrana(Oschman y Wall, 1972) .

Numerosos autores han reportado la presencia de zonas o particulas elec-
tr6ndensas en distintos tejidos(Le Roy, 1965; Hillman y Llinas, 1974;
Oschman y Wall, 1972; Jonas y Zeech, 1974; Oschman y cols. 1974; Tsu-
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chiya, 1976; Tsuchiya y Takahashi, 1976 ; Plattner, 1975; Plattner y Fusch,
1975, Boquist, 1977 ; Politoff, 1974) y se ha planteado que pueden repre-
sentar sitios de enlaces de calcio con las membranas celulares.

En los macrofagos el ion calcio parece desempenar un papel importante
en sus funciones por lo que el objetivo de este trabajo es el estudio de la
presencia y distribuci6n del calcio en estas celulas, utilizando tecnicas
citoquimicas en microscopia electronica con el fin de encontrar estas
zonas o particulas electrondensas asociadas a las membranas celulares
y poder estudiar la funcion que el calcio desempena en la fagocitosis.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron macrofagos de la cavidad peritoneal de ratas Wistar de
ambos sexos con peso promedio entre 200 y 250 g, med_ante implantacion
de laminas de Ep6n 812 en la misma, manteniendolos durante72 horas,
al termino de las cuales se procedio a anestesiar las ratas con eter y
extraerles las laminas(Kouri, 1969).

Las celulas obtenidas fueron fijadas en glutaraldehido al2,7% en tampon
S-Collidina 0.08 M con 5% de sucrosa ypH 7,2 (Oschman y Wall, 1972) .

Se mostraron 4 experiencias por triplicado:

1 . Celulas fijadas en glutaraldehido(G) .
2 . Celulas fijadas en glutaraldehido al que se anadio 5 mM/1 de CaC12

(G + Ca'),
3 . Celulas fijadas en glutaraldehido y postfijadas en tetroxido de osmio

al 2% en of mismo tampon (G + Os) .
4. Celulas fijadas en glutaraldehido y postfijadas en tetroxido de osmio

anadiendosele a ambos 5 mM/I de CaC12 (G + 0,',- Ca*`) .

La fijaci6n en glutaraldehido se realizo toda la noche a4°C ; se deshidrato
en alcoholes de gradaciones crecientes. Se infiltro e incluyo en Epon812
en las experiencias 1 y 2.

Las experiencias 3 y4 se fijaron en glutaraldehido toda la noche a4°C
y postfijaron en tetroxido de osmio durante una hora a4°C . La deshidra-
tacion, infiltracion e inclusion se efectuaron de la misma manera que
las experiencias anteriores.

La polimerizacion se realizo a 60°C durante48 horas, realizandose los
cortes en un ultramicrotomo LKE, Ultrotome III y el montaje sabre re-
jillas de400 mesh sin membrana soporte.
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Las observaciones fueron hechas en los microscopioselectr6nicos de
transmisi6n Hitachi HS- 7 y HU- I1A, sin postcontraste.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los rcsultados obtenidos muestran la presencia de regie_nes clectr6ndec-
sas en la superficie celular y en la membrana plasmatica de macr6fagos
peritoneales de ratas adultas utilizando tecnicas citoquimicas especiales
en microscopia electr6nica, cuando el ion calcio ester presente en la fija-
ci6n (Fig . 1) .

Fig. 1 . Fijación en glutaraldehido + CaC12. Se aprecian adheridas a la superficie
celular particulas electróndensas. 16,000 X.

Las celulas fijadas con glutaraldehido en presencia de calcio (G + Ca**)
presentan adosadas a la superficie celular y a la membrana plasmatica
(en menor cantidad) particulas electr6ndensas en forma de placas o cn
forma globular distribuidas aleatoriamente (Fig. 2) . Esta variabilidad pu-
diera asociarse con la presencia de una proteina (CBP) aislada en el exo-
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plasma de axones de calamar(Alema y cols., 1973), localizada tambien
en la membrana plasmatica de celulas intestinales(Oschman y Wall,
1972) que parece intervenir en el transporte de calcio a travesde la
membrana.

Fig. 2 . Fijacibn en glutaraldehido + CaC12 . Se aprecian adheridas a la superficie
celular particulas electróndensas. 16,000 X.

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

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

Las celulas fijadas en glutaraldehido y postfijadas en tetroxido de osmio
en presencia de calcio (5 mM/1 de CaClz) (G + Oe+ Ca**) presentan una
reaccion similar a la observada cuando se usa la fijacion con glutaral-
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dehido y calcio, sin postfijar; pero las particulas electrondensas son me-
nos frecuentes, pues se ha planteado que el osmio puede ejercer una
accion descalcificante (Oschmany Wall, 1972).

Fig. 3. Fijación en glutaraldehido. No se aprecian particulas electrondeusas.
15,000 X .

En los macrofagos sometidos a doble fijacion en ausenciade calcio
(G + 0,) no se observan estas particulas.

Nuestros resultados muestran que si el medio extracelular esta libre de
calcio la concentracion intracelular de este ion no es la suficiente como
para que estas particulas sean visualizadas por el m6todo usado.

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