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ABSTRACT. A study is made of the potentials of the membrane of
the mononuclear phagocyte cells of peritoneal cavity of Wistar rats,
-obtained by implanting a ionoagar slides on a sterile teflon disc. The
eells were selected using an optical microscope with attached micro-
manipulator. Differences in potential of from 8 to 30 mv. are registered
with an average of 13,47 mv, when glass microelectrodes full of CIK 3M
are introduced in the agar slides with cells. It is concluded that the
differences in the potentials observed may correspond to membrane
potentials of mononuclear cells.

RESUMEN. Se realiza un estudio de los potenciales de membrana de
las células mononucleares fagociticas de la cavidad peritoneal de ratas
Wistar obtenidas mediante la implantacién de un disco de teflén estéril
con una placa de ionoagar. Las células fueron seleccionadas mediante el
empleo de un microscopio éptico con micromanipulador asociado. Se
registran diferencias de potenciales de 8 a 30 mv, con una media de
13.47 mv al introducir microelectrodos de vidrio llenos de CIK 3M en las
placas de agar con células. Se concluye que las diferencias de potencia-
les observadas pueden corresponder a potenciales de membrana de
células mononucleares fagociticas.

INTRODUCCION

Se han realizado numerosos estudios de los potenciales de transmem-
brana en células cuyo grado de excitabilidad no presentan el marcado
desarrollo especializado propio de las células nerviosas y musculares,
como son los realizados en glandulas salivares (Lundberg, 1958), células
tiroideas (Woodbury y Woodbury, 1963), células de glandulas lagrimales
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(Hisada y cols., 1964), hepatocitos de ratas (Schanne y Coraboeuf, 1966),
células de las glandulas suprarrenales (Mathews, 1967) en células Hela
(Borle y Loveday, 1968), en células L (Lam y Mc Kinnon, 1971) en fibro-
blastos de pulmén embrionario humano (Bard y Wright, 1974), y en célu-
las cebadas (Guschin y cols., 1973, 1974).

El estudio de los potenciales de membrana de células peritoneales se
realizé por Cabrera y cols., (1971) a modo de reporte preliminar.

El objetivo de este trabajo es estudiar los potenciales de membrana en
células mononucleares fagociticas obtenidas de la cavidad peritoneal de
ratas Wistar.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos, de 150 a 200 g de peso, se
les introdujo en la cavidad peritoneal un disco de teflén estéril consti-
tuido por un anillo exterior y otros dos interiores entre los cuales se
colocé un cubreobjeto redondo, recubierto en una de sus caras de una
placa de ionoagar de 2 mm de espesor preparado al 2% de solucién
Tyrode. Este disco se retiré a las 24 horas y se procedié a seleccionar
las células mononucleares fagociticas por eliminacién de las demés. Para
este procedimiento se utilizé6 un microscopio optico Carl Zeiss (Ergaval)
con micromanipulador asociado tipo Fonbrune, el que por medio de una
micropipeta de 40 micras de didmetro en la punta, por succién nos
permitié realizar la seleccién celular antes mencionada.

A la vez se estudio otro grupo celular sin seleccién previa, obteniéndose
el disco de agar al tercer dia de su implantacion.

Posteriormente, el disco de agar con la poblacién celular seleccionada
y no seleccionada se colocé en una camara de perfusion y registro elec-
trofisiolégico en solucién Tyrode-Hoffman a 37°C burbujeada con carbé-
geno (oxigeno 95%, CO: 5%), se procedié a introducir en las células un
microelectrodo de vidrio lleno de CIK 3M con punta menor de 0.5 micras
de didmetro y con una resistencia de 20 a 50 Ohms, que estaba conec-
tado mediante un seguidor catédico al circuito diferencial de entrada
de un amplificador. Se realizé el registro eléctrico en un osciloscopio de
rayos catddicos Biophase Alvar. Los potenciales se fotografiaron con
una camara quimografica a toma fija. La calibracién empleada fue de
1 cm igual a 20 mv.
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Como controles se realizaron experimentos introduciendo el microelec-
trodo en placas de agar sin células y con células fijadas con glutaral-

dehido.

Se realizé el test de Student para la determinacién de niveles de signi-.
ficacién entre los dos grupos celulares estudiados.

RESULTADOS

En las muestras de agar desprovistas de células mononucleares fagociti-
cas la introduccién del microelectrodo de vidrio a tanteo y repeticion,
no provocaba variaciones en la linea isoeléctrica en la pantalla del
osciloscopio.

Sin embargo, en el agar con células fue posible obtener el registro de
potenciales eléctricos negativos estables, durante 1 a 6 minutos, con
amplitudes promedio de 14.49 mv =+ 0.62 para una muestra de n =50
en células seleccionadas, y amplitudes promedio de 12.20 mv = 0.81
para una n — 40 en células no seleccionadas.

Al realizar el test de la T no se encontraron niveles de %ignificacién entre
los dos grupos celulares, siendo la amplitud promec{io del potencial de
reposo de 13.47 mv para una muestra de n =90 y la S de 4.71. (Fig. 1).

Si se afiadia glutaraldehido (fijador celular) a la preparacién, en ambos
grupos, desaparecia la diferencia de potencial descrita anteriormente.

G

Fig. 1. Demostracién del potencial de reposo obtenido de una célula mononuclear
fagocitica.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La cavidad peritoneal de las ratas fue escogida como fuente de células
mononucleares fagociticas por ser un compartimiento del cuerpo en el
cual estos tipos celulares, involucrados en el proceso de inflamacién
aséptica son numerosos y de muy facil obtencién. (Fig. 2).
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En el grupo celular de n =50 estudiamos solamente células mononu-
cleares fagociticas, ya que la seleccién realizada nos permitié eliminar
las células no deseables, quedandonos asi con una poblacién homogé-
nea. (Fig. 3).

Fig. 2. Células mononucleares fagociticas vistas al microscopio éptico, observan-
dose la presencia de algunos Polimorfonucleares.

Fig. 3. Placa de agar seleccionada con células mononucleares fagociticas.

En el grupo de n = 40 no se seleccionaron las células, pero como ha sido
establecido (Ancheta y Kouri, 1971) al tercer dia de implantacién de
cuerpos extrafios en la cavidad peritoneal el mayor porcentaje de las
células son mononucleares fagociticas, decreciendo notablemente los neu-
trofilos.

Por lo anteriormente descrito y por no haber encontrado diferencias
significativas en las magnitudes del potencial de reposo entre ambos
grupos pensamos que estamos en condiciones similares de homogeneidad
celular, discutiendo nuestros resultados como un muestreo unico.

A pesar de que la técnica empleada no nos permitié la visualizacién
directa del microelectrodo insertado en la célula, podemos indirectamente
considerar que las variaciones de potenciales obtenidas se corresponden
a las mismas, ya que como hemos referido en el agar desprovisto de
células esto fue imposible de lograr. Ademas es importante sefialar que
la adicién del glutaraldehido como fijador determiné la desaparicién de
estos potenciales.
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El tiempo empleado en la micromanipulacién selectiva de la poblacién
celular hubiese podido provocar una relativa anoxia, sin embargo pierde
cierta importancia este inconveniente si consideramos los reportes de
Pavillard y Rowlley, (1962); Nelson, (1969); Vernon-Roberts, (1972); los
cuales sefialaron que los macrofagos peritoneales obtienen su energia
fundamentalmente de la glucolisis anaerébica, consumiendo por tanto
cantidades minimas de oxigeno.

Otros autores han reportado valores promedio de potenciales de trans-
membrana obtenidos en células no excitables. Asi, Borle y Loveday en
1968 reportaron valores promedios de —17.1 mv en células Hela; Lamb
vy Mac Kinnon en 1971 en células L de 15.4 mv; Guschin en 1973, obtiene
en células cebadas valores promedio de 11.6 = 0.48; también Bard y
Wright en 1974, sefialaron que en los fibroblastos de pulmén embrionario
humano los valores de potenciales pueden oscilar entre 8.5 y 14.7 mv.

Nuestros resultados son similares en valores promedios a los reportados
por estos autores. ’

Lo referido en el presente trabajo experimental y el hecho establecido
de que toda célula viva muestra diferencia de potencial entre su inte-
rior y el exterior hacen totalmente posible el que se considere las va-
riaciones de potencial obtenido como pertenecientes a las células mono-
nucleares fagociticas, aunque indiscutiblemente es necesario en estudios
futuros la visualizacién celular con otros métodos complementarios que
corroboren los criterios actualmente vertidos.
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