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ABSTRACT. The electrical activity of peritoneal rat macrophages was
measured before and after inducing phagocytosis using pH 7.1 and
6.8 and the results were compared with the ones obtained when pH
7.4. Conventional electrophysiological recorders with glass microelec-
trodes were used and depolarizations and inversion to electropositive
values of the membrane potential to pH 6.8 were described during
phagocytosis. Physiological signification of these findings are discussed.

RESUMEN. Se midi6 la actividad eléctrica de macréfagos peritoneales
de rata antes y durante la fagocitosis a pH 7,1 y 6.8, comparando los
resultados con los obtenidos a pH 7.4. Para ello se empleé la técnica
convencional de registros intracelulares con microelecirodos de vidrio.
Se describen despolarizaciones e inversién a valores electropositivos
del potencial de transmembrana a pH 6.8 durante la fagocitosis. Se
discute la significacién fisioldgica de estos hallazgos.

INTRODUCCION

Las moléculas proteicas constitutivas de las membranas celulares se con-
portan como grupos acidos a pH normal, cargandose negativamente,
repeliendo a los aniones. Por el contrario, incrementos en la acidez del
medio extracelular conllevan inversiones de cargas de negativas a posi-
tivas e incrementos en la permeabilidad anidnica de la membrana {(Burés
¥ cols., 1967).

Es bien conocido que cambios en el pH afectan la transmisién neuro-
muscular atribuyéndose por Scuka, (1977} a una disminucién en la cons-
tante de afinidad del complejo Acetil-Colina-Receptor, en las placas ter-
minales de la unién neuromuscular, al disminuir el pH a 54.
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Receptores de tipo no especificos a las particulas de latex han sido des-
critos por Silverstein y cols., (1977) para las membranas celulares del
macrofago, asi como cambios en la actividad eléctrica celular durante
la induccién de la fagocitosis con latex por Kouri y cols., (1980).

El objetivo del presente trabajo es el determinar las influencias que las
disminuciones del pH extracelular pueden ejercer sobre la actividad
eléctrica del macréfago antes y durante la fagocitosis.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencién de las células mononucleares fagociticas (macréfagos)
se usaron ratas machos albinas de 200-250 g de peso corporal a las
cuales se les implanta un disco de teflén estéril con ionoagar al 2% en
solucién Tyrode en la cavidad peritoneal (Ancheta vy Kouri, 1974). A las
72 horas el disco es retirado y colocado en una cdmara de perfusién con
solucion Tyrode de la siguiente composiciéon: CINa 124 mM; Glucosa
55 mM: CO:HNa 15 mM; CIK 2.7 mM; Cl-Mg 1.2 mM; Cl.Ca 2.5 mM;
PO.H:Na 1.2 mM a 37°C y burbujeada con Oz al 95% y CO: al 5%.

Para los registros intracelulares se usaron microelectrodos de vidrio,
llenados -con CIK 3M v resistencia entre 3 y 50 M con potenciales de
punta menores de 5mV acoplados mediante un circuito tipo “Segui-
dor Catédico” a la entrada de un preamplificador diferencial MZ4 vi-
sualizandose los registros en la pantalla de un osciloscopio VC-8 y foto-
grafiados con una camara quimografica PC-2A, a velocidades de 5, 10, 20
y 50 mm/seg todos de la Nihon Kohden.

Los diferentes cambios del pH del medio extracelular pH. se realizaron
afiadiendo CIH 0.1 N al medio celular, ajustandolo a valores de 7 v 6.8.
La fagocitosis se indujo afiadiendo latex de la Difco de 0.8 u de didmetro
en una proporcién 1:10 vol/vol a la preparacién. '

El Test de la T se utilizé en la determinacién de los niveles de signifi-
cacién entre los grupos celulares estudiados.

Se midieron los siguientes parametros:

—Potenciales de Transmembrana antes de la fagocitosis == PT-controles
—Potenciales de Transmembrana durante la fagocitosis = PT-latex.

—Potenciales de Transmembrana antes y durante la fagocitosis a pH de
71 y 6.8 =PT-CH y PT-(Latex + CIH) respectivamente,
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RESULTADOS

Los ajustes de pH al medio extracelular de 7.4 a 7.1 no modificaron la
actividad eléctrica celular del macréfago antes ni durante la fagocito-
sis inducida por el latex comportindose los resultados en igual forma
a lo reportado en trabajos anteriores (Kouri y cols., 1980). Cuando los
cambios se hicieron a pH. 6.8, los valores del potencial de Tronsmem-
brana antes de la fagocitosis no variaron con respecto a los cncontrados
en 7.4 y 7.1. Sin embargo, cuando el ajuste se hizo una vez inducida la
fagocitosis, ocurrieron despolarizaciones inmediatas sobre lcs efectos hi-
perpolarizantes ocasionados por la induccién de la fagocitosis (Fig. 1).

1 0mv
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Fig. 1. Potenciales de transmembrana de macréfagos peritoneales de ratas al

cambio de pH de 74 a 6. & (a) PT en solucién Tyrode pH, 7.4 (b) incremento del

PT con la adicién de latex a pH, 74; (¢} despolarizacion e inversidn a valores

¢lectropositivos del PT a pH_ 6.8. Obsérvese las oscilaciones y pulsos de membranas
(d) retirada del microelectrodo de la célula,
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Las cifras promedio de las despolarizaciones fueron de —9.8 = 2.67 mV
en los primeros 500 mseg del cambio del pH hasta alcanzar jnversiones
del PT a cifras electropositivas de +3.1 = 0.36 mV al minuto (Tabla I)
las cuales se mantuvieron invariables mientras no se modificé el pH de

la solucién.
TABLA I

Potenciales de Transmembrana de macrdfagos antes y durante
la adicion de latex v cambios de pH,

PT (mV) rH
Control 13 =059 (75) 74
Latex (30 segundos) —18 =07 (70 74
Latex + CIH (500 mseg) —98x26 (15 6.8
Latex 4+ CIH (1 minuto) +31=x=03 (15 6.8

Valores promedio de los PT; Error Standard y entre paréntesis el ntimero de
ratas usadas.

Las oscilaciones y pulsos de membrana (Kouri y cols., 1980) no se mo-
dificaron con las despolarizaciones ni inversién del PT (Fig 1c). La am-
plitud y duracién de las descargas o pulsos fueron de 2.3 = 03 mV y de
0.35 = 0.34 segundos respectivamente y para las oscilaciones de 3 =
+ 0.25 mV y 2.5 = 0.14 segundos (Tabla II), las cuales no fueron signifi-
cativas a las encontradas a pH 74,

TABLA II

Amplitud y duracion de las descargas (pulsos) y oscilaciones
de membrana del macrdfago a pH. 6.8 durante la fagocitosis
inducida por latex

Amplitud (mV) Duracion (seg)
Descargas (pulsos) 2303 (12) 03503
Oscilaciones 3025 (12) 25 =01

Valores promedio de las amplitudes vy duracién de pulsos y oscilaciones. Error
Standard y entre paréntesis ¢l mimero de ratas usadas.
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Las duraciones de las amplitudes y oscilaciones son tiempos promedio

total en que la célula puede descargar v oscila en forma repetitiva como

fenémeno impuesto a la despolarizacién e inversion electropositiva
del PT.

DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que Jlas variaciones realizadas en el pIl
extracelular a 6.8 se acompaifian de pronunciados cambios en la activi-
dad eléctrica del macréfago durante la fagocitosis, no asi antes de in-
ducir ésta.

El no haber encontrado modificaciones del PT a pH 7.1 y 6.8 antes de
inducir la fagocitosis nos acercan a las observaciones de Hulser, (1971)
en células He La y Vleugels y Carmeliet, (1975) en células de tejidos
excitables quienes refieren sélo ligeras modificaciones del Potencial de
Reposo en los estados de acidez celular.

Sin embargo, creemos que las despolarizaciones e inversiones electropo-
sitivas del PT no son de facil explicacion, en especial por la escasez de
investigaciones existentes en el campo de la actividad eléctrica del macré-
fago y su relacién con la fagocitosis.

Es conocido que la distribucién de iones H a través de Ila membrana
celular no se realiza en forma pasiva reguldndose el control del pH in-
tracelular mediante dos importantes mecanismos: transporte activo de
los iones H y sistema tampén intracelular. Una inhibicién del transporte.
activo puede provocarse por incrementos de las concentraciones de dicho
ion en el medio intracelular, como los observados con la adicion de CLH
en el espacio extracelular, (WoodBury, 1960).

Se ha planteado a la Bomba Na* —K* dependiente como la responsable
del transporte de los iones, Schwartz y cols., (1975} reportaron una
menor actividad del sistema enzimatico ATPasa Na* —K' al disminuir
el pH del medio celular. La presencia de este sistema ha sido demos-
trada en células del tipo de las estudiadas por nesotros, por Glynn,
(1962), y Whittam, (71962), en glébulos rojos y Naccache, (1977) en leu-
cocitos.

Las despolarizaciones encontradas en los cambios bruscos de pH de 7.4
a 6.8 bien pudieron estar relacionadas con un efecto inhibidor de la
Bomba Na* —K' o bien con alteraciones en la permeabilidad iénica de
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la membrana celular ya por cambios anfotéricos de las proteinas e inver-
sién de cargas de la membrana (Burés y cols., (1967), o ya por efectos
desestabjlizadores de la membrana (Stankovicova y Tole, 1980); ambas
acciones vistas en las distintas investigaciones citadas con la disminucién
del pH extracelular.

A su vez cambios en la cinética del ion Na* de tercero o segundo orden
han sido reportados por Keynes, (1965}, al incrementarse las concentra-
ciones intracelulares de H*,

Por ultimo, no podemos dejar de analizar el posible efecto que sobre los
receptores de membrana pudiese ejercer la adicion del CIH al medio
celular. Silverstein y cols., (1977), relacionan la fagocitosis de las parti-
culas de latex con la presencia de receptores no especificos en la mem-
brana celular del macréfago.

Efectos del pH acido han sido descritos por Scuka, (1977), quien conclu-
ye una disminucién de las constantes de afininidad del complejo media-
dor-receptor de las uniones neuromusculares, por disminucién del pIl
con decrementos en las corrientes idnicas de la placa terminal. Todo lo
anterior nos permite postular un posible efecto pH-particula-receptor de
los macréfagos con cambios en las corrientes iénicas establecidas por
la induccion de la fagocitosis.

Indiscutiblemente, investigaciones mas profundas dirigidas a los aspec-
tos anteriormente sefialados son necesarias para esclarecer la existencia
de las modificaciones eléctricas observadas en nuestros trabajos, pero si
nos permiten concluir la existencia de cambios en los gradientes elec-
toquimicos de transmembrana de estas células a la disminucién del pH
extracelular durante la fagocitosis inducida por el latex, planteindose
la necesidad de tener en cuenta este parametro en los procesos fisiols-
gicos de la endocitosis.
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