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ABSTRACT. Electrophysiological studies of the transmembrane po-
tential were carried out in rat peritoneal macrophages in order to charac-
terize maximutn potential change with the number of particles ingested
during phagocytosis of yeast and Con A- coasted-yeast as well as when
macrophage is treated previously with Concanavalin A {Con A). Result
showed that do not exist a linea] relation between transmembrane potes-
tial megnitude and the number of yeasts ingested.

RESUMEN. Se realizaron estudios electrofisiolégicos de los poten-
ciales de transmembrana en macrdfagos petitoncaies de rata con ia
finalidad de relacionar el cambio méximo de potencial con el nimero de
particulas ingeridas durante la fagocitosis de levaduras y levaduras
cubiertas con Concanavalina A (Con A), asf como cuando ef macrdfage
era {ratado previamente con Con A. Los resultados muestran que no
existe una refactSn fineal entre fa magnitud del potencial de trans-
membrana y la cantidad de partfeulas ingeridas,

INTRODUCCION

La Concanavalina A {Con A} una tectina obtenida de ias plantas,
#5 causante de camblos funcionales y metabdlicos en macréfagos’
y #n isucocitos polimorfonucieares.? Edelson y Cohn®* demos-
traron que la Conr A auments la actividad endocitica de 108 macrd-
fagos peritoneaies residentes en la cavidad abdominal def ratén.
_Por otra parte, la fagocitosis de particulas de l&tex por polimor-
fonuciearss es inhibida por las uniones especificas de la Con Aalos
receptores en la auperficie d# la membrana de estas cbiulas.®
Ademis, es conocido que la Con A aumenta el ensamblaje de los
microtabulos en pollmorfonucieares.®
La unidn de la Con A a receptores de_ membrana posiblemente
osth relacionada a cambios conformacionales traneitorios de [a
mambrana, pudiéndose de esta forma explicar tan diversos afectos.

Esta droga mitogénica evidentemente altera ademas los fiujos
i6nicos intraceiulares, s ha descrito bajo sy sfecto tomaneinde K™
on jinfocitos tanto humanos como de ratén,” as! como de jones
Ca?* en linfocitos de camero.

La Con A reacciona con o3 sitios receptores sobre ia superficie
ceiular de la misma forma que fos anticuerpes,® slendo un modelo
Gtil para estudiar los mecanismos de respuesta inmuncidgica, entre
ellos, la fagocitosis mediada por receptores especificos,

Partiendo de que la fagacitosis de particulas $8 acompafia de
cambios hiperpolarizantes def potencial de transrmembrana®'®y de
que la Con A aumenta la toma de Ca yla actividad sndociticade los
macrbtagos peritoneales, se propuso con este trabajo comparar los
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cambios elbctricos obaervados dyrante Ia ingestién de particulas de
{evadura por macréfagos previarnente expuestes & Con A, con {ain-
gestion de fevaduras recubiertas con Con A, con la finalidad de in-
vestigar i existe una relacitn directa entre cantidad de particuias
ingeridas y grado de hiperpolarizacién del potencial de iransmem-
brana,

MATERIALES Y METODOS

Macréfagos. Las chiulas se obtuvieron de la cavidad abdominal
do ratas Wistar machos (200 a 250 g de peso} a las que se les colocd
un dlace de tefldn estédl con jonoagar al 2 %, posteriormente ze

sacrifiod el animal para extrasrie ol anilloalas 72h

Particulas a fagocitar. Para ios snsayos de fagocitesis se em-
plearon levaduras (Saccharomyces cerevisiae) muertas con calor y
suspendidas en Tyrode & una concentrackdn de 107 levaduras/mt .

Las levaduras recublertas con Con A {(L-Con A} se prepararon
adicionando & 1 mL de jevaduras muertas (108 levaduras/mtb) Tmg
de Con Aincub&ndose durante 30 min a 25 °C y agitAndose tracuern-
temente durante la incubacidn. Posteriarmente se centrifugé tres
veces durante 5 min & 450 g resuspendiéndose el poliet en 10 mi.
de Tyrode, para una concentracién final de 107 levaduras/ml .

Ensayode la fagocitosis. Sa hicieron tres grupos de experiencias:
Macéfagos incubados en 3 mi de solucién Tyrode & 36 °Cy pH
7.4 & los qgue se les adiciond 0,1 mi_ de la solucidn con levaduras, se



regiizaron registros continuos de la actividad eléctrica desde )
momento de la adicién hasta 60 min después {chiulas controles).

Macréfagos incubados en solucion Tyrode con Con A (M-Con
A} a concentracién de 50 pg/ml durante 30 min & 15 °C, tiempo
depués de! cual se lavd ol preparado y finalments se dejé en 3 mL
de Tyrode a 36 °C, slendo inducida ia fagocitosis con 0,1 mL de
levadurs.

MacsStagos incubados en 3 mL de solucién Tyrode & 36 °C y
pH 7.4 alos que se les adicions 0,1 mi de levaduras recubisrtas con
Con A {L-Con A). _

En los tres grupos sxperimentules sa realizé registro del poten-
<ial de transmemmbrana antes de la adicion de iss particulas y una
vaZ que éste o7 estabie se adicionaron las levaduras, registrindose
comtinuamaente deste ol momenio de ia adicidn hasta 60 min des-
pués,

Registro electrofisiclégico. € potencial de trangmembrana se
registré & través de microslectrodos de vidric llenados con KCI
3 molfi, con dikmetros y potenciales de punta menoret de 0,5 Ky
5 mV respectivaments y resistencia entre 20 y 30 M{}. Los micro-
slectrodos tueron manipulados con un micromanipylador Leitz y
acoplados a través de un compensador de alta impedancia a un
preamplificador MEZ 8201, Una vz penstradas ias céluias fos
potenciaies 38 visuaiizaron en un osciloscopio VC-8 de doble canal
¥ registrados por una chmara fotogrifica PC-2A a velocidad de
10mMs .

Tamahode lzs muestras.  Se realizaron 10 sxpeciancias controles
M + Lav) para validar ol criterio de que ia fagocitosis de levaduras
s scompafia de cambios hiperpoiarizantes samejantes a los obsar-
vados durants fa fagocitosis de particulas de titex.” Para M-Con A
y L- Con A se realizaron 20 experiencias de cada tipo. En la Tabia |
sin ambargo, Aparece un NUMEIO MENOY, YA GUe NC 38 PIOCESAron
sstadisticaments [a3 muesatras & fas cusies no se les pucc hacer un
registro continuo durante ta fagocitosis por salida del electiods de
in cbiuta o porque al final de la experiencia ef potencial de punta del
alectrodo sra mayor Gue e valor aceptable pars estos regisiros.
Ademis ss deaprecid una experiencia sn M-Con Ay en L-Con A
respectivamante porque los cambios del potencial tueron des-
polarizantes en vez de hiperpolasizantes durante Is fagocitosis de
particulas.

Indice fagociiico. La fagocitosis fue detenida con giutaraldehidi
on [os iempon promedios en qua se producian los cambios mixi-
mos del potencial pars cada grupo exparimental, los cuaiss fue-
ron12 min para M-Con A y levaduras y 9 min para macréfagos con
1-Con A

El conteo de particulas se hizo sn un microscopic de fase con
inmersidn en aceite.

Procesamiento estadistico. Los datos fusron procesados me-
diante of andiisis de la vasianza & través del test de plancs factoriales.

RESULTADOS

L adicién de levaduras a los macrdlagos paritoneales produjo
cambics hiperpolarizantes def potencial de fransmembrans desds
sl primer minute para sicanzar un miximo & los 13 min de la adicién
{12 = 098 mV; 189 £ 1,37 mV en reposo y a 08 13 min reapec-
thvamente), recobrando su potencial Inictal & los 30 min .

La Incubacién de los macrdfagos con Con A durante 30 min a
15 °C produje una discreta despolarizacidn dei potencial de mem:-
brana en reposo {10,7 *+ 0,54 mV), psro no fue posible registrar el
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primer minuto de accidn de la droga por la forma en que estaba
dissfiado &l montaje experimental, ya que era preciso colocar ef
anifio con las células en fa sclucitn con la droga y & postetiori
penetrar las cblulas con af slectrodo, de modn que no se puda com-
probar si of primer etecto de la Con A es una despolarizacién en ef
franscurse de 30 s, como ha 3ido deacxito an los macrdfagos al-
vaolares de rats.' Una vez eliminada por lavado ta Con A an axceso
en la soiucién de incubacion, fusron penstradas nuevamens las
chiulas y una vaz estabiiizado el potencial de ransmembrang se
adiciOnaron las Jsvaduras, observindoss al igual que on los macré-
tagos no recublertos una desviacitn del potenclal hacia vaiores més
slectronegativos aunque ligeramente mencres sn magnitud poro ai-
canzandd su carnbic miximo en un iempo similar, La racuperacién
tiel potencial iniclal, sin embargo, fue maa lenta raquiriendo 44 min

TABLA

Cambios del potencial de transmembrana e indice fagocitico de
macréfagos durante fa fagocitosis de levaduras baje el efecio de

ia Contanavalina A

céluta petencia potencial  cambiomixino e

¥ particuls  de reposo post-lev del potencial  fagocitosis  fagociten
al minuto {9} {4b)

macsSfage 12 ¢ 09 133 1] 189 £137

+levadura N

M-ConA 107 2054 125 £031 16 = o 4 037

+ fevadure (i8) "

macrdfago 116 =08 138 2084 20 = 12 RS 0,50

+ L-ConA [¢k}]

Los valores del potencial en mV sstén dados en medis + werror
estindar

‘p < 0.05 con respecto a su valor en reposo
“p < 0,05 con respecto ai cambio méximo en M-Con A

Los ndmeros entre pardntesis cormssponden al tamado de ia muses-
tra

M-Con A macrdfagos tratados con Concanavalina A
L-Con A levacuras recubiertas con Concanavalina A

Lev levaduras muertas

La adicién de levaduras recublertas con Con A a macréfagosin-
cubados an solucidn Tyrode ss scompafié también de cambios
hiperpolarizantes del potencial, pero estos fueron aige superiores
#n magnitud y se desarrollaron a mayor velocidad que sn 108 dos
grupos anteriores {My M-Con A ) con valores promedic de 20 +

* 1,2mV s los § min, recuperando su potencial de reposo & fos 41
min .

De los 13 preparados sstudiados en ssta condicién solaments
unc rnostrd despoiarizecin del potencial con s udiclsn de L-Con
A

H indice fagocitico mostrd que sl nimero de levaduras in-
geridas ara superior en los macréfagos & los cuales se Is adiciond
L-Con A que a los que se les adicioné levaduras solas (M-Con A)
{Fig. 1.
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Fig. 1. Fagoeitosis de levaduras por macréfagos tratadoe con; A,
Concanavalina Ay b. levaduras ozonizadas con Concanavalina
A, por macréfagos no tratados

Enia Tabla I se resumen los valores obtenidos en los tres grupos
exparimentaies.

DISCUSION

Con aste estudio se ha investigado a relacion sxistente entre la
magnitud del cambio eléctrico del potencial de transmembrana y la
cantidad de particulas fagocitadas, smpieandc a la Con A con un
doble propésito, come ligande a semejanza de como actuaria un
anticuerpo® y como activador de ia fagocitosis & través de su efec-
to estimulants de [as corrantes de caicio de ransmembyana, ' ™3
las que han sido reconocidas por diversos autores como el gatilio
que dispara los mecanismos implicados en el onglobamionto deias
particulas & través de su maquinaria contréctil, -6 .

Si bien ha sido establecido que [a hiperpolarizacién de la mem-
brana es el fendmens elbcirico que acompafia a la fagocitosis, 1917
a la quiniotasis™ y a la estimulacidn sléctrica de las células tago-
citicas,'® sin embargo, no ha sido sstablecido cuantitativamaents
qué relacién guarda el cambio miximo de voltaje de la membrana
con estos fendmencs. For slio se compararon los camblos dei
potencial del macréfago después de Inducir fa fagocitosis con
levaduras an tres condiciones diferentss bajo o supuesto de que Jas
cantidades de levaduras ingeridas por los macréfagos deben ser
distintas.

La Induccion de ia fagocitosis con levaduras en los macrofagos
qué no han sido previamente tratados, son ingeridas a través de loa

recaptoras insspecilicos, jos cuales se encuentran distribuidos por
toda [a superficie de Ia membrana plasmitica del macsdfago faci-
litando de este modo qua practicarnente todas las par-ticulas que
antren #n contacto sean fagocitadas, misntras haya membrane dis- -
ponible. Este es un sventc que parece ocurrir & mayor velocidac
que cuando |a fagocitosls es mediada por racepiores sspecificos y
del mismo modo los cambios etéctricos se desarrollan a mayor
velocidad *1®

Por otra parte, Ia ingestién de levaduras sn M-Con A se ve
limitads por ia ocupacién de sitios de membrana & ingestién por
pinocitosls de la Con A, sxplichndose de sste modo o) maner indice
on astas chlulas comparadas con L-Con A, Sin smbargo, la hipsr-
polarizacion mixims slcaniada y o tiempe requerido para que ss
desarroilen estos cambios no difieren significativarnente entre M-
Con A y levaduras en macréfagos no tratados. En contraste los
maceéfagos & los cuales 99 (es indujo is fagocitosis con L-Con A
rnosirando una hiperpolarizacién maxima ligsramente superior a M-
Con A, pero #n un tiempo mds breve que en las otras condiciones.

Entos resultados demuestran que no existe una relacidn lineal
entre ol grado de hiperpolarizacidn de la membrans y la cantidad
de parnticulas ingeridas, min cuando parece svidente una racion
directa sntre ambas. A [a par parece tarnbién posible que Is velo-
cidad & la que s8 desarrolian los cambios hiperpolarizantes sean
una sxpresion de fa velocidad a a cual son fagocitadas las par.
tfculas, slendo necesario reslizar snsayos cinkticos para poder alir-
mar ésta observacidn.
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