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ABSTRACT. Electrophysiological stu�ies of the transmembrane po-
tential were carrie� out in rat peritoneal macrophages in or�er to charac-
terize maximum potential change with the number of particles ingeste�
�uring phagocytosis of yeast an� Con A- coaste� yeast as well as when
macrophage is treate� previously with Concanavalin A (Con A) . Result
showe� that �o not exist a lineal relation between transmembrane poten-
tial magnitu�e an� the number of yeasts ingeste� .

INTRODUCCION
La ConcanavalinaA (Con A) una lecfina obteni�a �e las plantas,

as causante �o cambios funcionales y metab6licos en macr6fagos 1
y on ieucocitos polimorfonucleares.2 E�elson y Cohn3'4 �emos-
traron que Ia Con A aumenta la activi�a� on�ocitica �o los macr6-
fagos peritoneales resi�entes en Is cavi�a� ab�ominal �el ration .
Por otra parts, la fagocitosis �e particulas �e latex por polimor-
fonucleares es inhibi�a por las uniones especificas �o la Con A a los
receptor** en la superficie �o Is membrana �e estas cblulas . 5
A�emas, es conoci�o quo la Con A aumenta of onsambiaje �o los
microtcibuios en pollmorfonucleares . °

La uni6n �o la Con A a receptores �e .membrana posiblemento
esta relaciona�a a cambios conformacionales transitorlos �o is
membrana, pu�l6n�ose �e esta forma explicar tan �iversos efectos .

Este �roga mitog6nica evi�entemente altera a�emas los fiujos
l6nic os intracelulares, so ha�escrito bajo su efecto tome nets �o K''
en linfocitos ionic humanos como �o ration 7 asl como �o Tones
CO' on linfocitoe �e camera.

La Con A reacciona con too sitios receptores sobre la superficie
celular �e Ia misma forma quo los anticuerpos,8 sien�o un mo�elo
util para estu�iar los mecanismos �o respuesta inmunol6gica, entre
ellos, Is fagocitosis me�ia�a por receptores especificos .

Partien�o �o quo la fagocitosis �o particulas se acompafia �e
cambios hiperpolarizantes �el potencial �e transmembrana 9. 10y �o
quo Is Con A aumenta Is toms �e Ca y la activi�a� en�ocitica �e los
macr6fagos peritoneales, se propuso con este trabajo comparar los
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RESUMEN. Se realizamn estu�ios electrofisiol6gicos �e los poten-
ciales �e transmembrana en macr6fagos peritoneales �e rata con la
finali�a� �e relacionar el cambio m'ei�mo �e potential con ei n�mero �e
particulas ingeri�as �urante Is fagocitosis �e leva�uras y leva�uras
cubiertas con Concanavalina A (Con A), as( como cuan�o el macr6fago
era trata�o previamente con Con A. Los resulta�os muestran que no
existe una relaci6n lineal entre la magnitu� �el potencial �e trans-
membrana y la canti�a� �e part(culas ingeri�as.

cambios elactrioos observa�os �urante la ingesti6n �o partfcuias �o
leva�ura por macrOfagos previamente expuestos a Con A, con Is In-
gesti6n �o lova�uras recubiertas con Con A, con Is finali�a� �o in-
vestigar si exists una relaci6n �irects entre canti�a� �o particulas
ingeri�as y gra�o �o hiperpolarizaci6n �el potencial �e transmem-
brana.

MATERIALES Y METODOS
Macr6fagos. Las c 6lulas so obtuvieron �o la cavi�a� ab�ominal

�o rates Wistar machos (200 a 250 g �o peso) alas quo so Iss coloc6
un �isco �o tefl6n sst8ril con ionoagar al 2 %, posteriormente so

sacrific6 of animal para extraerle of anillo alas 72 h .
Part(ulas a fagocitar. Para los onsayos �o fagocitosis se em-

plearon leva�uras (Saccharomyces cerevisiae) muertas con calor y
suspen�i�as en Tyro�o a una ooncentrac16n �e 1e lova�uras/mL .

Las leva�uras recublertas con Con A (L-Con A) so prepararon
a�icsonan�o a 1 mL�e leva�uras muertas (108 leva�uras/mL)1 mg
�o Con A incuban�ose �urante 30 min a 25°Cy agitan�ose frecuen-
temente �urante Is incubaci6n. Posteriormente se contrifug6 tres
veces �urante 5 min a 450 g resuspen�i8n�ose of pellet en 10 mL
�e Tyro�e, para una concontraci6n final �o 107 Ieva�uras/mL .

Ensayo �e la fagocitosis. Se hic leron tres grupos �e experiencias:
Mac6fagos incuba�os on 3 mL �o soiuci6n Tyro�e a 36 °C y pH

7,4 a los que se les a�icioh6 0,1 mL �e Is soluci6n con leva�uras, se



reaiizaron registros continuos �e is activi�a� el6ctrica �ea�* ei
momento �e Is a�ic16n haste 60 min �espu6s (oblulas controles) .

Macr6fagos incuba�os en soiuci6n Tyro�e con Con A (M-Con
A) a concentraci6n �e 50 ‚g/mL �urante 30 min a 15 °C, tiempo
�epu6s �el cual a lav6 el prepara�o y finalmente a �ej6 en 3 mL
�e Tyro�e a 36 °C, sien�o In�uci�a Ia fagocitosis con 0,1 mL �e
leva�ura.

Macr6fagos incuba�os en 3 mL �e soluci6n Tyro�e a 36 °C y
pH 7,4alosquo a les a�iclon6 0,1 mL �e leva�uras recubiertas con
Con A (L-Con A) .

En los tree grupos experimentales so realiz6 registro �el poten
cial �e transmemmbrana antes �o Ia a�ici6n �e las particulas y una
vez quo lists era eatable se a�icionaron las leva�uras, registrOn�ose
oontinuamente �ea�* e1 momento �e Ia a�ioi6n hasta 60 min �es-
pu6s .

Registro electrofisiol6gico. El potential �e transmembrana se
registr6 a Craves �e microelectro�os �e vi�rio liena�os con KCI
3 mol/L, con �iimetros y potenciales �o punts menores �e 0,5 p. y
5 mV respectivamente y resistencia entire 20 y 30 MI1. Los micro-
electro�os fueron manipula�os con un micromanipula�or Leitz y
acopla�os a trov6s �o un compensa�or �e site impe�ancia a un
preamplifica�or MEZ 8201 . Una vez penetra�as [as c6lulas los
potenclales a visuaiizaron en un osciloscopio VC-8 �o �oble canal
y registra�os por una cOmars fotogrAfica PC-2A a veloci�a� �e
10 MOWS .

Tamaao�e las mucstras. Se realizaron 10 experientias controles
(M + Lev) pare vali�ar at c riterio �e quo Ia fagocitosis �e leva�uras
se acompaAa �e camblos hiperpoiarizantes semejantes a lot obser-
va�os �urante Ia fsgotitosis �e particulas �e httex 9 Pare M-Con A
y L Con A ae realizaron 20 experiencias �e ca�& tipo . En I& labia I>
sin embargo, apareos un nimero manor, ye quo no a procession
esta�isticamente /as muestras a las cuales no a lee pu�o hacer un
registro continuo �urante Is fagocitosis pot sali�a �el electro�e �o
Is oblula o porque al final �e is experiencla of potential �e punt& �el
electro�o era mayor quo of valor aceptable pare estos registros .
A�emOs a �espreci6 una experiencia en M-Con A y en L-Con A
respecWamente porque los cambios �el potential fueron �es-
polarizantes en vez �e hiperpolarizantes �urents Is fagocitosis �e
particular.

In�ict fagocftico. LA fagocitosis fue �eteni�a con glutarai�ehi�i
en lot tiempos prome�ios en quo a pro�uc an to* camblos m8xi-
mos �el potential pare ca�a grupo experimental, los cuales fue-
ron 12 min pars M-Con A y leva�uras y 9 min pare macr6fagos con
L-Con A

El oontso �e perticulas a hizo en un microscoplo �o faa con
inmersi6n en aoeite.

Procesamiento esta�fstico. Los �atos fueron proeesa�os me-
�iante of anOllsis �e Is varianza a travels �el test �o pianos factoriales .

RESULTADOS

La e�ition �s leva�uras a los macr6fagos peritoneales pro�ujo
camblos hiperpolarizant s �ei potential �e transmembrana �ea�*
ell primer mlnutt para aicanzar un mAximo a los 13 min �o la a�iti6n
(12 „ 0,96 mV; 18,9 „ 1,37 mV on reposo y a los 13 min respeo-
tivamente), recobran�o su potential initial a los 30 min .

La ineubacl6n �o los macr6fagos con Con A �urante 30 min a
15 °C pr �ujo una �iscrete �espolarizaci6n �el potential �o mem-
brane en reposo (10,7 „ 0,54 mV), pero no fue posible registrar el
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primer minuto �o acci6n �e Is �roga per Ia forma en que estaba
�iseha�o el montaje experimental, ya que era precise ooioccar ei
anillo con [as c6lulas en Is soiuci6n con Is �roga y a posteriori
penetrar las c6lulas con el electro�o, �e mo�o quo no se pu�o com-
probar si ei primer efecto �e Is Con A as una �espolarizaci6n en ei
transcurso �e 30 s, como he si�e �escrito en los macr6fagos al-
veolares �o rats . 11 Una vez elimina�a por lava�o Is Con A on exceso
en Is soiuci6n �o incubaci6n, fueron penetra�as nuevamene Jas
o6lulas y una vez estabiliza�o ci potencal �o transmembrana a
a�iciOnaron las leva�uras, observgn�ose al igual que en los macr6-
fagos no recubiertos una �esviaci6n �el potential hacia vaiores mis
electronegativos aunque ligeramente menores en magnitu� pero ai-
canzan�o su cambio mAximo en un tiempo similar . La recuperaci6n
�el potential ini�ial, sin embargo, fue mks lenta requirien�o 44 min

TABLA I

Cambios �el potential �o transmembrana a in�ice fagocitico �e
macr6fagos �urante Is fagocitosis �e leva�uras bajo ei *facto �o

Is Concanavalina A

Los vaiores �el potential en mV estAn �a�os en me�ia „ error
estAn�ar

'p < 0.03 eon respecto a su valor en repose

"p < 0,05 con respecto al cambio mAximo en M-Con A

Los n6meros entre par6ntesis correspon�en al tamaAo �e Is mues-
tra

M-Con A macr6fagos trata�os con Concanavalina A

L-Con A leva�uras recubiertas con Concanavalina A

Lev leva�uras muertas

La a�ici6n �e leva�uras recubiertas con Con A a macr6fagos in-
cuba�os en soluti6n Tyro�e a acompaA6 tambi6n �o cambios
hiperpolarizantes �el potential, pero estos fueron algo superiores
on magnitu� y so �esarrollaron a mayor veloci�a� quo en los �os
grupos anteriores (M y M-Con A) con valores prome�io �e 20 „
„ 1,2 mV a los 9 min, recuperan�o su potential �e reposo ales 41

.min .
De los 13 prepara�os estu�ia�os en seta eon�ici6n solamente

uno mosv6 �espolarizaoi6n �ei potential eon Is a�icl6n �e L-Con
A.

EI In�ice fagocico mostr6 quo el ntimero �e leva�uras in-
gerl�as era superior en los macr6fagos a los cuales a Ie a�ition6
L-Con A quo a lot que a Is* a�icion6 leva�uras solas (M-Con A)
(Fig. 1) .

Cilula

y pankula

potencia

�e reposo
potencial

post-tev

at minuto

cambiomsximo

�el potential ragocitosis

(%)

ice

fageuiti o

(*)

macr�fago 12 2 0,96 13,3 *_ 1,1 18,9 t 1,37 t

+ levs�ura (7)

M-ConA 10,7 20,54 12,5 „0,31 16 t 0,72 40 0,37
+ leva�ura (18)

ƒmacr�fago ; 11,6 -„0,8 13,8 2 0,84 20 2 1,2ƒ 85 0,50
+LConA (13)
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Fig . 1 . Fagocitosis �o leva�uras por macr6fagos trata�os con : a.
Concanavalina A y b. leva�uras ozoniza�as con Concanavalina

A, por macr6fagos no trata�os

En Is Table I so resumen los valores obteni�os en los tree grupos
experimentales .

DISCUSION

Con este estu�io se ha investiga�o Is relacl6n existents entre Is,
magnitu� �el cambio el6ctrico �el potential �o transmembrana y Is
canti�a� �e particulas fagocita�as, emplean�o a Is Con A con un
�oble prop6sito, como ligan�o a semejanza �o como actuaria un
anticuerpoe y como activa�or �o Is fagocitosis a trav6s �o su efec-
to estimulante �o las corrientes �e calclo �e transmembrana, 12' 13
las qua han si�o reconoci�as por �iversos autores como el gatillo
quo �ispara los mecanismos Implica�os en of englobamiento �o las
partfculas a trav6s �e su maquinaria contrlictil .1 11,15

Si bien ha si�o estableci�o quo Is hiperpolarizaci6n �e Is mom-
brana es el fen6meno el6ctrico quo aoompaila a Is fagocitosis, e'1°' 17
a Is quiniotasis14 y a Is estimulaci6n el6ctrica �o [as c6lulas fago
cfticas, 18 sin embargo, no ha si�o estableci�o cuantitativamente
qub relaci6n guar�s of cambio mrl ximo �o voltaje �o Ia membrane
con estos fen6menos. Por ello so compararon lot camblos �el
potential �el macr6fago �espues �o In�ucir Is fagocitosis con
leva�uras en tres con�iciones �iferentes bajo ci supuesto �o quo las
canti�a�es �o leva�uras ingeri�as por Ice macr6fagos �eben ser
�istintas.

La in�ucci6n �o Is fagocitosis con leva�uras en los macr6fagos
que no han si�o previamente trata�os, son ingeri�as a trav6s �o los
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receptores Inespecfficos, los cuales se encuentran �istribui�os por
to�a Ia superficie �o Is membrana plasm> tica �el macr6fago fa�-
litan�o �o este mo�o quo prlicticamente to�as las par ticulas quo
entren en contacto seen fagocita�as, mientras hays membrane �is-
ponible . Este es un svento quo parece ocurrir a mayor veloci�a�
quo cuan�o Is fagocitosis es me�ia�a por receptores especificos y
�el mismo mo�o lot camblos el6ctricos so �esarrollan a mayor
veloci�a�9,te

Por otra par, Is ingesti6n �o leva�uras en M-Con A so ve
limita�a por Is ocupacs6n �s sitios �o membrane a ingesti6n por
pinocitosis �o Is Con A, expliosyn�ose �o esto mo�o of manor In�ice
en estas c6lulas compare�" con L-Con A Sin embargo, Is hiper-
polarizaci6n m8xima alcanza�a y el tiempo requeri�o pare quo so
�esarrollan estos camblos no �ifieren significativamente entre M-
Con A y leva�uras en macr6fagos no trata�os. En oontraste los
macr6fagos a los cuales so lea in�ujo Is fagocitosis con L-Con A
mostran�o una hiperpolarizacl6n m6xima ligeramente superior a M-
Con A, pero on un tismpo mgs brave quo en las otras con�i�ones .

Estos resulta�os �emuestran quo no exists una relati6n lineal
entre el gra�o �o hiperpolarizaci6n �o Is membrana y Is canti�a�
�e part$culas ingeri�as, sun cuan�o parsoe ovi�ento una rolscl6n
�irects entre ambas. A is par parece tambi6n posible quo Is, velo-
ci�a� a Is quo so �esarrollan los cambios hiperpolarizantes seen
una expresi6n �o Is veloci�a� a Is cual son fagocita�as [as par-
ticulas, sien�o necesarlo realizar onsayos cin6ticos pare po�or afir-
mar beta observaci6n .
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