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ABSTRACT. The frecuency with which appear fast
hyperpolírization 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 larger frecuency of hyperpolariza-
tion and oscillation, while a reduction of extracellular
Ca" ion 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 cell injure
on electrical behaviour were discussed .

INTRODUCCION
El estudio de las propiedades electrofisiolñgicas de

las cólulas fagociticas (macrñfagos) por diversos gru-
pos'-' ha mostrado variabilidad de respuestas en cólu-
las sometidas a condiciones semejantes, hacióndose
necesario un anílisis mís profundo de estos fenñmenos
para su cabal interpretaciñn una vez que se ha descar-
tado toda posibilidad de errores de carícter metodolñ-
gico por la minuciosidad tócnica necesaria en cólulas de
tan pequeáo diímetro . Acorde a los resultados obteni-
dos es de gran interós la variabilidad de potenciales
elóctricos encontrados en una misma poblaciñn de
macrñfagos que no han entrado en actividad fagocitica,
estando condicionadas las respuestas posteriores por
este potencial inicial. Las propiedades elóctricas de
estas cólulas a su vez estín en dependencia del medio
iñnico que las rodea' -' y por ello, el propñsito de este tra-
bajo es estudiar los potenciales de transmembrana de
los macrñfagos en reposo en tres medios iñnicos dife-
rentes analizando la ocurrencia de hiperpolarizaciones y
oscilaciones inmediatas a la penetraciñn del microelec-
trodo a travós de la membrana, el nivel de estabilizaciñn
del potencial y el posible daáo celular ocasionado .

MATERIAL Y METODO
Se registrñ el comportamiento elóctrico de macrñfa-

gos peritoneales de ratas de machos de 250 g de peso,
72 h despuós de habórseles implantado un anillo de teflñn
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RESUMEN. Se estudiñ la frecuencia conque aparecen
hiperpolarizaciones rípidas y oscilaciones del potencial
de transmembrana (PT) siguiendo a la entrada del elec-
trodo en los macrñfagos, asé como las variaciones del
potencial durante 3 min de registro en tres medios iñni-
cos diferentes. La elevaciñn de la concentraciñn de K'
extracelular se acompaáñ con mayor frecuencia de
hiperpolarizaciones y oscilaciones del PT, mientras que
las bajas concentraciones de Ca` evitaron la apariciñn
de oscilaciones del potencial . Las cólulas incubadas en
soluciñn Tyrode estíndar mostraron-hiperpolarizacio-
nes de mayor magnitud, asé 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 iñnicos . Se discute la influen-
cia del medio iñnico en el comportamiento elóctrico de
estas cólulas y la posibilidad de daáo celular por el elec-
trodo .

con ionoagar en cavidad abdominal . El anillo una vez
extraédo se incubñ en uno de estos tres medios : soluciñn
Tyrode normal (STN) ; soluciñn Tyrode con el doble de la
concentraciñn de KCI (13,5 mmol/L) o soluciñn Tyrode
con la mitad de la concentraciñn de CaCl 2 (0,6 mmol/L) a
37 ÉC y burbujeada con una mezcla de oxigeno (95 %) y
co, (S v/o) .

Los tiempos de incubaciñn en soluciñn con aumento
de la concentraciñn de K' fue de 1 5 min y en bajas con-
centraciones de Ca" fue de 20 min, despuós de haberse
determinado que los cambios del potencial de trans-
membrana se hacéan manifieste s en estos tiempos sin
variaciones adicionales .

La actividad elóctrica de estas cólulas se registrñ por
medio de microelectro,' - de vidrio llenados con KCI 3
mol/L con resistencias entre 10 y 20 MQ y potenciales
de punta menores de 5 mV, acople 'losa un amplificador
de alta impedancia de entrada . El electrodo de referen-
cia usado fue de Ag/AgCI/KCI igual a la media celda del
electrodo de registro y sumergido en el baáo .

La entrada en la cólula se visualizñ a travós de un
microscopio invertido de la marca Opton .

La actividad elóctrica se visualizñ a travós de un
osciloscopio VC-8, acoplado a una címara que filmaba
continuamente el registro del PT .

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



retiraban . Los registros que no tuvieron una salida com-
pensada con la lénea de referencia, no se procesaron .

Los parímetros de interós fueron :
Presencia de hiperpolarizaciones coincidentes con

la entrada del electrodo en la cólula, seguida o no por
oscilaciones del potencial de membrana .

Oscilaciones solas, inmediatas a la penetraciñn del
electrodo .

PT inmediatamente despuós 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 hiperpolarizaciones y
las oscilaciones ya° PT al final de los 3 min de registro .

RESULTADOS

Cólulas incubadas en soluciñn Tyrode normal
Las cólulas incubadas en STN (n = 24) mostraron los

valores mís altos del PT con valores promedios de
12mV .

Del total de cólulas,l 1 (45,8 %) mostraron hiperpo-
larizaciones inmediatas a la penetraciñn, con potencial
promedio de 20,5 mV y duraciñn en media de 450 ms .
De ellas 81,8 % mantenéan estable o aumentaban su PT
posterior a la hiperpolarizaciñn durante 3 méo de obser-
vaciñn y el 18,2 % de cólulas restantes lo disminuéan en
4mV .

Solamente el 8,3 % de las cólulas mostraron oscila-
ciones del PT con duraciñn de 2,5 s concomitando en
una de ellas hiperpolarizaciñn inicial .

El 50 % de las cólulas ni se hiperpolarizan ni oscilan
con la penetraciñn del microelectrodo, mantenióndose
estables o aumentando su PT el 75 % de ellas durante el
tiempo de observaciñn y el 25 Ék disminuyeron 2 .3 mV
en valor promedio .

En resumen, el 80 % de las 24 cólulas observadas en
SIN estabilizan prontamente su PT o lo aumentan lige-
ramente despuós de la penetraciñn . La f igural muestra
los distintos tipos de respuestas elóctricas de los macrñ-
fagos incubados en STN al ser penetrados por el microe-
lectrodo .
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Fig. 1 . Registros del PT de macrñfagos incubados en STN
(2, 7 mmol/L de KCI y 2, .5 mmol/L de CaCIS en el momento de
la penetraciñn del micrielectrodo. Los dos primeros trazos se
corresponden con hiperpolarizaciones rípidas. El tercer
trazo muestra pequeáas oscilaciones del potencial estable

desde el inicio del registro
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Cólulas incubadas en altas concentraciones de '
Las cólulas incubadas durante 1 5 min en soluciñn de

KCI 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 microelectrooo y
solamente el 21,5 % presentaron un potencial estable
desde el inicio del registro .

Las cólulas que se hiperpolarizaban (n = 5) poseéan
PT promedio durante la hiperpolarizaciñn de 10 mV con
duraciñn de 550 ms, cayendo a valores de 5,6 mV inme-
tletamente despuós de la hiperpolarizaciñn y solamente
una de ellas disminuyñ en 1,6 mV al final del registro .
Sñlo el 14,2 de las cólulas 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 duraciñn de 8 s .

Las cólulas que mostraron hiperpolarizaciones
seguidas de oscilaciones (28,5 %) t enéan .PT promedio
de 7,2 mV inmediato a las oscilaciones, manteniendo
estable este valor el 75 % de ellas y el 25 % aumentñ
hasta 11 mil .

Como puede observarse el valor del potencial no se
alterñ significativamente porque el fenñmeno elóctrico
que lo antecediñ fue hiperpolarizaciñn, oscilaciñn o
ambas. Sin embargo, las tres cólulas que mostraron
potenciales estables durante todo el tiempo de registro
fueron significativamente mayores con valor promedio
de 11 mV .

Cólulas incubadas en bajas concentraciones de calcio
Las cólulas 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 cólulas (n = 14) la mitad desarrollñ
hiperpolarizaciñn inmediata ala penetraciñn del microe-
lectrodo y la otra mitad ni se hiperpolarizñ ni mostrñ
oscilaciones .

Las hiperpolarizaciones observadas en este medio
iñnico fueron en valor promedio de 9 mV, manteniendo
estable este valor hasta el final del registro al 71,4 É/o de
ellas y el 28,6 % aumentaron 5 mV en valor promedio .

Aquellas cólulas que no se hiperpolarizaron, mostra-
ron inmediatamente a la penetraciñn un PT de 7,8 mV,
manteniendo 71,4 % de ellas su valor original o aumen
tíndolo hasta el final del registro y el 28,6 % disminuye-
ron en 3 mV en valor promedio .

En las Tablas I y II 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 cólulas sometidas a las
mismas condiciones, ha obligado en ocasiones a agru-
parlas por rangos de valores y estudiar por separado sus
comportamientos ante la fagocitosis . Previamente se
informñ la mayor capacidad de respuesta de las cólulas
que poseéan mayores PT previos a la fagocitosis que
aquóllas que eran menores ,este comportamiento aso
ciado a las variaciones de los iones Na' y Mg" en el
medio extracelular. Otros autores, que han trabajado
con cultivos de macrñfagos tambión han informado
variabilidad de los potenciales elóctricos' - ', eviden-
ciando que ello es compatible con dos niveles del poten-
cial de reposo a semejanza de la fibra cardiaca de Pur-
kinje a, reflejando subpoblaciones de macrñtagos fun
cionalmente distintos o una sola poblaciñn que puede



conmutar de un potencial de reposo a otro. Ademís, una
poblaciñn de macrñfagos puede mostrar diferentes pro-
piedades elóctricas segÁn varéen las concentraciones de
los cationes durante la maduraciñn o el estado metabñ-
lico, dependiendo del estado de activaciñn celular.

TABLA I
Total de cólulas que se hiperpolarizan, oscilan o son estables

al Inicio del registro y comportamiento al final de 3 misa
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No obstante, la presencia de fenñmenos elóctricos
de membrana como son las hiperpolarizaciones rípidas
y oscilaciones del PT inmediatas a la penetraciñn del
electrodo en la cólula, conllevñ al cuestionamiento de su
significado y obligñ a descartar la posibilidad de daáo
celular a pesar del pequeáo diímetro de punta del
microelectrodo .

Como éndice de buena vitalidad celular se decidiñ
tomarla relaciñn PT inmediato a la hiperpolarizaciñn u
oscilaciñn y el PT al final de 3 misa de registro ; los resul-
tados muestran que en los tres medios tñnicos ensaya-
dos el porcentaje de cólulas que tiende a disminuir su PT
con el tiempo es muy pequeáo y qI le la gran mayoréa per-
maneciñ estable o aun aumentñ sin estimulo adicional,
indicando que las cólulas despuós de cambios provoca-
dos por el estémulo mecínico, alcanzan un nuevo nivel o
estado estable del potencial de membrana posterior a
posibles reajustes tñnicos. Ademís, a estas cólulas pos-
teriormente se les suministrñ partéculas de lítex y res-
pondieron con nuevas hiperpolarizaciones (resultados
no mostrados en este trabajo) . Parece mís difécil admitir
que los bajos PT que siguen a las hiperpolarizaciones
puedan deberse a corrientes de fuga por la penetraciñn
del microelectrodo' .

Tambión pudo constatarse que las hiperpolarizacio-
nes siguiendo a la entrada del microelectrodo es un
fenñmeno comÁn en los tres medios tñnicos estudiados,
aunque el que con mayor frecuencia se acompaáñ con
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hiperpolarizaciñn rípida y oscilaciones fue aquól que
contenéa concentraciones mayores del ion K'; asé como
que las magnitudes de las hiperpolarizaciones fueron
menores que en los otros dos medios tñnicos .

Hiperpolarizaciones espontíneas asociadas a un
aumento de la permeabilidad a los iones K' y caéda
simultínea de la resistencia de entrada, han sido encon-
trados previamente en macrñfagos de exudados induci-
dos con aceite en ratñn y curial, asé como en monocitos
de sangre perifórica humana' 10 Eventos similares han
sido reportados en cólulas L donde las respuestas
podéan ser espontíneas o inducidas por estimulaciñn
elóctrica o mecínica 'É,

En las experiencias presentes pudo constatarse que
el aumento de las concentraciones extracelulares de K'
disminuyen la amplitud de estas respuestas hiperpolari-
zantes, coincidiendo con los hallazgos de Gallin y col .' y
reforzando la opiniñn de que las hiperpolarizaciones
son causadas por una elevaciñn de la permeabilidad" al
K' .

El nivel del potencial al cual las cólulas se estabilizan
obviamente estí en dependencia del medio tñnico que
las rodea, mostrando su relaciñn con las concentracio-
nes de calcio y potasio fundamentalmente, como ya fue
d,i,scutido previamente É É ' o .

Finalmente se plantea que el potencial al cual se
estabiliza la cólula estarí en dependencia del medio
tñnico extracelular, reflejando niveles diferentes del PT
en medio de una situaciñn dinímica en la cual pueden
cambiar sus propiedades electrofisiolñgicas .
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