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ABSTRACT. The frecuency with which appear fast
hyperpolarization and oscillations following microelec-
trode input in macrophage as soon as changes of poten-
tial during 3 min in three different medium were studied.
The elevation of extracellular K* concentration was
accompanied with a {arger frecuency of hyperpolariza-
tion and oscillation, while a reduction of extracellular
Ca®* jon to avoid the oscillations in membrane potential.
Cells in Tyrode standard solution showed greater hyper-
polarization as soon as greater transmembrane poten-
tial (TP) once steady it; while in high K* concentration
both values were lower than in the oher two medium.
Influence of ionic medium and possibilities of celi injure
on electrical behaviour were discussed.

RESUMEN. Se estudié la frecuencia conque aparecen
hiperpolarizaciones rapidas y oscilaciones del potencial
de transmembrana (PT) siguiendo a la entrada del elec-
trodo en los macrofagos, asi como las variaciones del
potencial durante 3 min de registro en tres medios i6ni-
cos diferentes. La elevacion de la concentracion de K~
extracelular se acompafié con mayor frecuencia de
hiperpalarizaciones y oscilaciones del PT, mientras que
las bajas concentraciones de Ca”* evitaron la aparicién
de oscilaciones de! potencial. Las células incubadas en
solucion Tyrode estdndar mostraron: hiperpolarizacio-
nes de mayor magnitud, asi como los mayores PT una
vez estabilizado este; mientras que a concentraciones
altas de K* ambos valores fueron inferiores comparados
con los otros dos medios idnicos. Se discute la influen-
cia del medio iénico en el comportamiento eléctrico de
estas células y la posibilidad de dafio celular por el elec-
trodo.

INTRODUCCION

El estudio de las propiedades electrofisioldgicas de
las células fagociticas (macrofagos) por diversos gru-
pos’~® ha mostrado variabilidad de respuestas en célu-
las sometidas a condiciones semejantes, haciéndose
necesario un analisis mas profundo de estos fenomenos
para su cabal interpretacion una vez que se ha descar-
tado toda posibilidad de erroras de caracter metodolo-
gico por la minuciosidad técnica necesaria en células de
tan pequefio diametro. Acorde a los resultados obteni-
dos es de gran interés la variabilidad de potenciales
eléctricos encontrados en una misma pablacion de
macrofagos que no han entrado en actividad fagocitica,
estando condicionadas las respuestas posteriores por
este potencial inicial. Las propiedades eléctricas de
estas celulas a su vez estéan en dependencia del medio
iénico que las rodea®® y por ello, el proposito de este tra-
bajo es estudiar los potenciales de transmembrana de
los macréfagos en reposo en tres medios ionicos dife-
rentes analizando la ocurrencia de hiperpolarizaciones y
oscilaciones inmediatas a la penetracion del microelec-
trodo a través de la membrana, el nivel de estahilizacion
del potencial y el posible dafic celular ocasionado.

MATERIAL Y METODO

Seregistrd el comportamiento eléctrico de macrofa-
gos peritoneales de ratas de machos de 250 g de peso,
72 hdespués de habérseles implantado un anillo deteflon
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con ionoagar en cavidad abdominal. El anillo una vez
extraido se incubd en uno de estos tres medios: solucion
Tyrode normal {STN); solucion Tyrode con el doble de la
concentracion de KCI {13,5 mmol/L) o solucién Tyrade
con la mitad de la concentracion de CaCl, (0,6 mmol/L} a

37 °Cy burbujeada con una mezcla de oxigeno (35 %) y
CO, (b %).

Los tiempos de incubaciér en solucion con aumento
de la concentracién de K* fue de 15 min y en bajas con-
centraciones de Ca* fue de 20 min, daspués de haberse
determipado que los cambios del potencial de trans-
membrana se hacian manifiestric en estos tiempos sin
variaciones adicionales.

La actividad elécirica de estac células se registré por
medio de microelectro:’ = de vidrio llenados con KC! 3
mol/L con resistencias entre 10y 20 MQ y potenciales
de punta menoresde 5 mV, acopiz-dos a un amplificador
de alta impedancie de entrada. El electrodo de referen-
cia usado fue de Ag/AgCI/KCl igual a la media celda del
electrodo de registro y sumergido en el bafio.

La entrada en la célula se visualizd a través de un
microscopio invertido de la marca Opton.

La actividad eléctrica se visualizé a través de un
osciloscopic VC—8, acoplado a una camara que filmaba
continuamente el registro del PT.

Las células una vez penetradas por el electrodo se
observaban durante 3 min, tiempo después del cual se



retiraban. Los registros que no tuvieron una salida com-
pensada con la linea de referencia, no se procesaron.
l.os parametros de interés fueron:

Presencia de hiperpolarizaciones coincidentes con
la entrada del electrodo en la célula, seguida o no por
oscilaciones del potencial de membrana.

Oscilaciones solas, inmediatas a la penetracién del
electrodo.

PTinmediatamente después de las hiperpolarizacio-
nes y oscilaciones.

PT al cabo de 3 min de registro.

Se _comprobaron las medias de los valores del
potencial una vez que cesaban las hiperpolarizacionesy
las oscilaciones y el PT al final de los 3 min de registro.

RESULTADOCS

Células incubadas en solucion Tyrode normal

{ as célutas incubadas en STN (n=24} mostraron los
valores més altos del PT con valores promedios de
12mV.

Del total de ceélulas, 11 (45,8 %) mostraron hiperpo-
larizaciones inmediatas a la penetracion, con potencial
promedio de 20,5 mV y duracion en media de 450 ms .
Da ellas 81,8 % mantenian estable 0 aumentaban su PT
posterior a fa hiperpoiarizacion durante 3 min de obser-
vacion y el 18,2 % de células restantes o disminuian en
4mVv.

Solamente &l 8,3 % de las células mostraron oscila-
ciones del PT con duracion de 2,5 s concomitando en
una de ellas hiperpolarizacién inicial.

E1 50 % de las células ni se hiperpolarizan ni oscilan
con la penetracion del microelectrodo, manteniéndose
estables o aumentando su PT el 75 % de elias durante el
tiempo de observacion y el 256 % disminuyeron 2,3 mV
en valor promedio.

_ Enresumen, el BO % de las 24 células observadasen
STN estabilizan prontamente su PT o lo aumentan lige-
ramente después de la penetracion. La figural muestra
los distintos tipos de respuestas eléctricas de los macro-
fagos incubados en STN al ser penetrados por el microe-
lectrodo.

110 mY
A

200 ms

Fig. 1. Registros del PT de macrofagos incubados en ST

(2,7 mmolit de KCiy 2,5 mmulil de CaCl)en el momento de

la penetracion del microelectrode. Los dos primeras trazos se

corresponden con hiperprolarizaciones rapidas. El tercer

trazo muestra pequenas oscilaciones del potencial estable
desde el inicio del registro
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Células incubadas en altas concentraciones de K'

Las células incubadas durante 15 min en solucion de
KCt 13.5 mmol/L {n == 14} mostraron PT promedio de
7 mV. De ellas el 78,5 % se hiperpolarizaron u oscilaron
inmediatamente a la penetracion del microelectrogo y
solamente el 21,5 % presentaron un potencial estable
desde el inicio del registro.

Las células que se hiperpolarizaban (n = 5) poseian
PT promedio durante la hiperpolarizacién de 10 mV con
duracion de 550 ms, cayendo a valores de 5,6 mVinme-
wdiatamente después de la hiperpolarizacion y sclamente
una de etlas disminuyd en 1,6 mV al final del registro.
Solo el 14,2 de las células respondian con oscilaciones
{sin hiperpolarizaciones} con PT promedio posterior a
las oscilciones de 6 mV, disminuyendo el 50%de  ellas
1 mV al final del registro y con duracidonde 8 s .

Las células que mostraron hiperpolarizaciones
seguidas de oscilaciones (28,56 96) tenian .PT promedic
de 7.2 mV inmediato a las oscilaciones, manteniendo
estable este valor el 75 % de ellas y el 25 % aumento
hasta 11 mV .

Como puede observarse el valor del potencial nio se
alterd significativamente porque el fendmeno electrico
que lo antecedié fue hiperpolarizacidon, oscilacién o
ambas. Sin embargo, las tres células que mostraron
potenciales estables durante todo el tiempo de registro
tueron significativamente mayores con valor promedio
de 11 mV.

Células incubadas en bajas concentraciones de calcio

Las ceélulas incubadas durante 20 min en soluciones
con bajas concentraciones del ion calcio (0,6 mmol/L}
mostraron un PT promedio de 8,5 mV .

Del total de células {n = 14) la mitad desarrollo
hiperpolarizacién inmediata a la penetracion del microe-
lectrodo y la otra mitad ni se hiperpolarizé ni mostré
oscilaciones.

Las hiperpolarizaciones observadas en este medio
i6nico fueron en valor promedio de 9 mV, manteniendo
estable este valor hasta el final del registroat 71,4 % de
ellas y el 28,6 % aumentaron 5 mV en valor promedio.

Aquellas células que no se hiperpolarizaron, mostrz-
ron inmediatamente & la penetracion un PT de 7.8 mV,
manteniendo 7 1.4 % de ellas su valor original 0 aumen
tandolo hasta el final del registro y el 28,6 % disminuye-
ron en 3 mV en valor promedio.

En las Tablas | y Il se resumen la ocurrencia de los
eventos (%) y magnitudes de cada uno de ellos expresa-
dos en mV.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La gran variabilidad de valores del potencial de
transmembrana registrado en células sometidas a las
mismas condiciones, ha obligado en ocasiones a agru-
parlas por rangos de valoresy estudiar por separado sus
comportamientos ante ia fagocitosis. Previamente se
informd la mayor capacidad de respuesta de las celulas
que poseian mayores PT previos o ia fagocitosis que
aquéllas que eran menores | este comportamsento aso
ciado a las variaciones de los iones Na" y Mg™ en el
medio extracelular. Otros autores, que han trabajado
con cultivos de macrofagos también han informadoe
variabilidad de los potenciales eléctricos 5, eviden-
ciando que ello es compatible con dos niveles del poten-
cial de reposo a semejanza de la fibra cardiaca de Pur-
kinie %, reflejando subpoblacicnes de macrotagos fun-
cionalmente distintos o una sola poblacion que puede



conmutar de un potencial de reposo a otro. Ademas, una
poblacién de macréfagos puede mostrar diferentes pro-
piedades eléctricas segiin varien las concentraciones de
los cationes durante la maduracion o el estado metabd-
lico, dependiendo del estado de activacién celular.

TABLA}
Total de células gue se hiperpolarizan, oscilan 0 son estables
al inicio del registro y comportamiento al fingl de 3 min

Células Células Célulazs  Célules esta- Celulas que

que sa que estables bles o que  disminuyen
hiparpola- oscilan desde el  incrementan su PT al (inal
rizan inicio su PT al final
(%)
Tyrode 45,8 8.3 50 80 20
24} 1 12) 112} {19} 15)
KC 64,2 428 21,5 85,7 143
13,6 mmol/L 9 [{:}] (3) 12) 12}
114)
Cali; &0 0 1] 85,7 143
0.0 mmoli. ] - {7 nz {2)

14}

Valorss entre paréntesis = n

Wrigecidn  polarik rnciit y b osci- 4 nicio
chlvias lncidn lacion
Tyrode 12 20.% L] 1" ] 11
124) an {11 1114 i) [LF]]
[ sx] 7 to 5¢ ] 1.2 1"
135 mmovL (14) L] 151 12) L] 3
Calyy .5 14 i) 1.8
08 mmalrl 114} [H}] 7 (k)

Todos log valores dados «n my
Vidor entre paréniesis ' n

No obstante, la presencia de fendomenos etéctricos
de membrana como son las hiperpolarizaciones répidas
y oscilaciones del PT inmediatas a la penetracion det
electrodo en la célula, conllevo al cuestionamiento de su
significado y obligé a descartar la posibilidad de dafio
celular a pesar del pequefioc diametro de punta del
microelectrodo.

Como indice de buena vitalidad celular se decidio
tomar la relacion PT inmediato a la hiperpolarizacion  u
oscilacion y el PT al finalde 3 min de registro; los resul-
tados muestran que en los tres medios iGnicos ensaya-
dos ef porcentaje de células que tiende a disminuir su PT
con el tiempo es muy pequefio y que la gran mayoria per-
manecid estable 0 aun aumento sin estimulo adicional,
indicando que las células después de cambios provoca-
dos por el estimulo mecanico, alcanzan un nueve nivel o
estado estable del potencial de membrana posterior a
posibles reajustes idnicos. Ademas, a estas células pos-
teriormente se les suministré particulas de létex vy res-
pondieron con nuevas hiperpolarizaciones (resultados
no mostrados en esfe trabajo). Parece mas dificil admitir
que ios bajos PT que siguen a las hiperpolarizaciones
puedan deberse a corrientes de fuga por a penetracion
del microelectrodo °.

También pudo constatarse que las hiperpolarizacio-
nes siguiendo a la entrada del microelectrodo es un
fendémena comuin en los tres medios idnicos estudiados,
aunque el que con mayor frecuencia se acompafio con

hiperpelarizacion rapida y oscilaciones fue aquél que
contenia concentraciones mayores del ion K*; asi como
que las magnitudes de las hiperpolarizaciones fueron
menores que en los otros dos medios idnicos.

Hiperpolarizaciones espontéaneas asociadas a un
aumento de la permeabilidad a los iones K* y caida
simultanea de la resistencia de entrada, han sido encon-
trados previamente en macrofagos de exudados induci-
dos con aceite en ratén y curiel, asi como en monocitos
de sangre periférica humana % Eventos similares han
sido reportados en células L donde las respuestas
podian ser espontaneas ¢ inducidas por estimulacién
eléctrica o mecdnica '°,

En las experiencias presentes pudo constatarse que
el aumento de las concentraciones extracelutares de K*
disminuyen ta amplitud de estas respuestas hiperpolari-
zantes, coincidiendo con los hallazgos de Galliny col.' y
reforzando la opinion de que las hiperpolarizacicnes
son causadas por una elevacion de fa permeabilidad’? a!
K*.

El nivel del potencial al cuallas células se estabilizan
cbviamente esta en dependencia del medio ionico que
las rodea, mostrando su relacién con las concentracio-
nes de calcio y potasio fundamentalmente, como ya fus
diiscutido previamente %7 1%,

Finalmente se plantea que el potencial al cual se
estabiliza la célula estard en dependencia del medio
idnico extracelular, reflejando niveles diferentes del PT
en medio de una situacion dinamica en la cual pueden
cambiar sus propiedades electrofisioldgicas.
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