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ABSTRACT. Electrophysiology study was made of the effect of magne-
sium and sodium excess on transmembrane potential before and
through phagocitic activity of peritoneal rat macrophages . Intracellu-
larly recorder responses following 10 min exposure of cells to Na-rich
Tyrode and Mg-rich Tyrode solution did not show significant changes
from normal Tyrode. Addition of latex resulted in hyperpolarizations
of the macrophage membrane after 30 sec. During to latex, the poten-
tial increase to- 32 mV (Na-rich Tyrode) and to -16 .2 mV (Mg-rich
Tyrode) . The hyperpolarization response to normal Tyrode was signifi-
cantly smaller than to Na-rich Tyrode but did not from Mg-righ Tyrode
solution. The possible mecanism that explain these changes are dis-
cussed .

RESUMEN. Se realiz6 un estudio electrofisiol6gico sobre el efecto del
exceso de sodio y magnesio en el potential de transmembrana antes
y durante la actividad fagocitica de los macr6fagos peritoneales de
rata. Los registros intracelulares despuds de exponer a las c6lulas du-
rante 10 minutos a solutions Tyrode ricas en sodio o magnesio no
mostraron cambios significativos respecto al Tyrode normal . La adici6n
del latex produjo a los 30 segundos hiperpolarizaciones de la membra-
na del macr6fago, durante la respuesta hiperpolarizante al latex el
potencial incremento a - 32mV (soluci6n Tyrode rica en Na) y a
-16.2 mV (Tyrode rico en Mg) . La respuesta hiperpolarizante al Tyrode
normal fue significativamente menor que la obtenida en soluci6n rica
en sodio, pcro no asi la rica en magnesio. Se discuten los posibles me-
canismos que explican estos cambios .

INTRODUCCION

La contribucion de los diversos Tones al potencial de transmembrana es
un fenomeno de cuantfa variable dependiente entre otros factores de la
naturaleza del tejido .
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La genesis del potencial electrico parece ser la misma para las celulas
excitables' a pesar de haberse seiialado'' 3 diferencias en las permeabi-
lidades ionicas al Na y K entre ambos grupos celulares .

La importancia de los Tones Mg" en los fenomenos de excitacion y libe-
racion de sustancias neurohormonales ha sido seiialada en tejido ner-
vioso' y en musculo', no asi el papel que este ion pueda desempeiiar
en la actividad electrica de celulas no excitables tales como las mono-
nucleares fagociticas .

El proposito de nuestro trabajo es estudiar en este tipo de celulas las
influencias que las diferentes concentraciones ionicas de sodio y mag-
nesio puedan ejercer sobre el potencial de transmembrana ante y du-
rante la actividad fagocitica del macrofago .

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas albinas machos de 200-250 g de peso corporal, obte-
niendose los macrofagos de la cavidad peritoneal segun metodo de
Ancheta y Kouri' (1971) . La tecnica de registros intracelulares se hizo
segun metodo convencional y descrita en trabajos anteriores' .

Las variaciones de las concentraciones ionicas se lograron modificando
las cantidades de un solo ion de la solucion Tyrode normal por expe-
riencia, con inerementos del C1Na de 124 mM/L a 248 mM/L y el Cl2Mg
de 1,2 mM/L a 3,6 mM/L .

El estudio se efectuo incubando las celulas durante 10 minutos en la
solucion Tyrode rica en Na* o Mg''', haciendo los registros de los poten-
ciales de transmembrana a partir de este momento como valores con-
troles y con la adicion posterior de 0,1 ml de latex para inducir la fago-
citosis, controlandose la actividad electrica de la celula en forma con-
tinua desde el momento de la adicion hasta 60 minutos despues .

Se use el Test de la T para el analisis estadistico de nuestros resultados .

RESULTADOS

Estas experiencias estan dirigidas a responder fundamentalmente dos
cuestiones: la posible influencia de los Tones Na* y Mg** sobre el poten-
cial de transmembrana antes de inducir la fagocitosis y evaluar en
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que medidas podrian participar estos Tones en las hiperpolarizaciones
observadas en la fagocitosis del latex cuando Ins macrofagos se encuen-
tran en soluci6n Tyrode normal .

Cambios del PT del macrofago en Solution Tyrode con incrementos
de la concentration de Na' antes de la fagocitosis

Del total de preparaciones usadas se incubaron 25 celulas en Solution
Tyrode con una concentracion de C1Na 248 mM/L a 37°C, registrandose
sucesivamente los cambios del potential durante los primeros 30 mi-
nutos de incubacion,lo que nos permiti6 concluir que las variaciones a
los 10 minutos no diferian significativamente de las observadas en
momentos posteriores, por lo cual referimos nuestros resultados a este
tiempo.

La tendencia general de las celulas fue un ligero incremento de su
potencial de transmembrana a -14 -!- 1 .2 mV (Fig . la) el cual no difiro
significativamente del observado en Tyrodd Normal (13 .1 -L 0.5 mV)
(Tabla I) .

Cambios del PT del macrofago en solucion tyrode por incremento
en la concentration de Na** al inducirse la fagocitosis con latex

Una vez que las celulas alcanzaban a los 10 minutos sus valores maxi-
mos de PT en el medio rico en Na' se inducla la fagocitosis por la adi-
cion de 0.1 ml de latex. Nuestros resultados muestran que la totalidad
de las celulas variaron so PT en forma oscilatoria durante Ins 5 minu-
tos sucesivos a la adicion de latex con la secuencia siguiente :

Hiperpolarizaci6n-despolarizaci6n-hiperpolarizaci6n . (Figs . 1b, c, y d)
(Tabla I), ocurriendo a los 30 seg una hiperpolarizacion inmediata a
-32 ± 1 .7 mV (Fig . 1b) significativamente mayor (p < 0 .01) respecto
a las obtenidas en Tyrode normal . El segundo cambio o despolariza-
ci6n ocurri6 a los 3 minutos de la adicion de latex con un valor pro-
medio de -14.7 ± 1 .24 mV (Fig. lc) evidenciandose que el PT es muy
semejante al correspondiente al momento de la adicion, para nueva-
mente incrementarse hasta -27 .2 mV (Fig. ld) a los 5 minutos con una
posterior recuperation .
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Fig. 2

Cambios del PT del ntacrb/ago en 7 yrode cot iecremeutus
en la mrmeotracibn de MA al inducirse la /agocitosis con Idtex

Cuando las celulas sometidas a mavores concenu'aciones de Mg` alcan-
zaron cl nivel mdximo del PT sc les inducfa la fagocitosis, pudicndo
observarse a partir de este momcnto y durante los 10 minutes siguien-
tes variaciones ciclicas del potencial muy semejantes a las registradas
con los incrementos do las concentraciones extracelulares de sodio ; con
la secuencia siouientr: HiperpolarizaciOn-despolarizaci6n-hiperpolariza-
ci6n-despolarizaci6n (Fig . 2) que pcrmiti6 agruparlas en diferentes
tiempos (Tabla 1I) .

Ge-
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La hiperpolarizaci6n initial ocurri6 a los 30 segundos de la adici6n
alcanzando un valor de -16.2 ~t 3 .5 mV (Fig. 2b) el cual no difiere
significativamente de -18 .9 ±: 0 .6 mV observado en Tyrode Normal .
El segundo cambio o despolarizaci6n se observ6 a los 3 minutos con
un valor promedio de -10 mV (Fig . 2c) siendo esta respuesta menor
que la registrada con altas concentraciones de sodio . La tercera varia-
ci6n fue muy semejante a la primera con una magnitud de -15.5 mV
a los 5 minutos (Fig . 2d) coincidiendo en tiempo a los valores encon-
trados para los incrementos de Nat . Por ultimo, a los 10 minutos la
respuesta oscilatoria estuvo dada por una nueva despolarizaci6n, mucho
mds pronunciada que la primera, reduciendose en este momento el
potencial de transmembrana a valores inferiores a los registrados antes
de adicionar latex .

DISCUSION

Nuestras experiencias han sido realizadas en macr6fago de 72 horas
por su predominio en la poblaci6n celular° . La actividad electrica que
acompana a la fagocitosis de particulas de latex en macr6fagos perito-
neales de rata en Tyrode, ha sido reportada por Kouri y cols .' (1980) .

Nuestros resultados muestran una tendencia a incrementos del PT de
estas celulas en soluciones con alto [Nat] y hacia la despolarizaci6n en
soluciones con alta [Mg"] ; pero ambas tendencias no desvian significa-
tivamente el PT encontrado antes de la fagocitosis con concentraciones
de Nat y Mg" normal .

Schanne y Coraboeuf' (1966) argumentan que los bajos potenciales de
membrana en reposo de las celulas inexcitables, se deben a que poseen
una alta permeabilidad a los Tones Na, mientras que Lam y Mac Kinnon'' 3
(1971) concluyen en un estudio realizado en celulas L y que la PNa es
similar a la Px al set esta ultima 100 veces menor que en el musculo
esqueletico .

Es importante enfatizar, que la diferencia de potencial electrico de trans-
membrana se origina prncipalmente de la distribution desigual de los
iones Na y K", a ambos lados de la membrana celular y de la contri-
buci6n de la bomba de sodid° . En celulas L"„ 3 se ha mostrado no solo
la influencia de inhibidores metabolicos sobre el transporte activo de
Tones Nat y Kt, sino tambien que su raz6n de acoplamiento es de
3 moleculas de sodio por cada 2 de potasio .



128 E. N,UBO Y COLS .

El pequeno incremento del PT encontrado antes de inducir la fagoci-
tosis por latex, en las celulas sometidas a altas [Na*],, pudiera ser
resultado de un incremento de la entrada pasiva de sodio siguiendo
a un mayor gradiente electroquimico, to que a su vez estimularia la
actividad de la bomba de sodio", aportando unos pocos mV rods a los
va existentes .

Las hiperpolarizaciones obtenidas en nuestras experiencias en el trans-
curso del ler . minuto de inducir la fagocitosis en un medio rico en Na',
fueron significativamente mayores respecto a las obtenidas en solution
Tyrode normal, concluyendose en esta ultima, acorde con los plantea-
mientos de Gallin y cols ." que dicha hiperpolarizacion podria estar
relacionada a incrementos de la permeabilidad de la menbrana para
el K* .

Es muy probable, que el PT que precede a la induccion de la fagocitosis
actua como facilitador de la membrana a incrementos posteriores de
la Pk . A semejanza de este efecto, en tejidos excitables como el nervio-
so13 y musculo cardfaco" se ha reportado que la reducci6n del poten-
tial de reposo (Em) conduce a una disminucion de ]a capacidad de la
fibra para incrementar la permeabilidad de los portadores de carga
responsables del potential de action .

En cuanto a las despolarizaciones observadas en soluciones con altas
[Mg"`], foe una respuesta sorpresiva aun cuando esta diferencia no
fuera significativa con los potenciales registrados en soluciones con
Mg"* normal, ya que se ha reportado en tejidos excitables 5„" ; una
ausencia de respuesta del Em en reposo y sf una afectaci6n en la trans-
misi6n neuromuscular y en acoplamiento excitaci6n-contracci6n" por
un mecanismo competitivo con el Ca, asi como al umbral electrico de
las membranas excitables 5 .

O'Donnell y Kovacs" (1974) reportaron que el musculo esqueletico ex-
puesto a altas [Mg' ], puede incrementar su [Mg'];;en forma libre par
una penetracion lenta a traves de la membrana celular, provocando
cambios de las permeabilidades ionicas al Na' y al K* sin alterar los
valores del Em en reposo . Posiblemente, en nuestras experiencias con
macrofagos la penetracion de los Tones Mg se haya visto seguida de
cambios semejantes de la permeabilidad para el Na` y el K*, aunque
en cuantia diferente, decrementando el PT .

Los cambios hiperpolarizantes observados en este medio, una vez in-
ducida la fagocitosis, pudiera ser el reflejo de una afectaci6n mayor
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de la permeabilidad de la membrana para los Tones K . El decremento
del potential previo a la induction de la fagocitosis, pudiera disminuir
la permeabilidad de la membrana para los Tones K, mostrando estas
celulas hiperpolarizaciones por latex menores que las registradas en
Tyrode normal .

Las oscilaciones del potencial de membrana observadas en altas con-
centraciones de Na* y de Mgr- durante la fagocitosis, pudieran estar
relacionadas a fluctuaciones transitorias de la permeabilidad ionica
de la zona de membrana adyacente a la punta del microelectrodo, in-
fluida por multiples fa.ctores, como la formation de una vacuola fago-
citica o el englobamiento de una portion de membrana, que podrian
en un memento dado, preveer la penetration de on ion determinado .

De los resultados obtenidos en este estudio, puede concluirse que, los
Tones Na y Mg participan en alguna medida en el PT del macrofago
cuando no se ha inducido la fagocitosis, pero sus influencias se hacen
mas evidentes en los eventos relacionados con la actividad fagocitica
provocando magnitudes diferentes de hiperpolarizacion del PT durante
la fagocitosis a travos del establecimiento de un potencial facilitador
o inhibidor de la membrana .
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