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ABSTRACT. Electrical activity of rat peritoneal macro-
phages at 4 °C and atter warmed at 37 °C in presence of
phagocytosable latex particles was study. Thae cells at
4 °C presented low transmembrane potencial with values
of 8,8 mV 6 min after the addition of latex particles. The
cells, after being washed and returned to 37 °C, slowly
increased thaeir transmembrane potential (15,6 mV at
17 min); a second iatex addition did not influence either
the necessary time or transmembrane potential magni-
tude (15 mV at 18 min). Cells incubated in free—Ca®
madium and EDTA 4 mmol/L during 30 min, showed
decline in resting potential, and the addition of latex is
fotlowed by a gradual depolarization. It was discussed
the posibility that the Na-K pump take apart in the resto-
ring of resting potential and the importance of the
increase of intracellular Ca®* concentration for mem-
brane hyperpolarizations development during phagoci-
tosis

RESUMEN. Se hizo un estudio de ia actividad eléctrica
de los macréfagos peritoneales de rata incubados a 4 °C
y después del calentamiento a 37 °C en presencia de
particulas de latex. Las células a 4 °C presentaron bajos
potenciales de transmembrana con un valor de 8,8 mVy
despolarizaciones de hasta 5 mV a los 6 min de la adi-
¢cion de latex . Las células una vez lavadas y devueltas a
37 °C aumentaron lentamente su potencial (15,6 mV a
los 17 min); una segunda adicion de latex no influyé en
el tiempo necesaric ni en la magnitud del potencial de
transmembrana alcanzado) (15 mV a los 18 min). Las
células incubadas durante 30 min en-saluciones libres
de calcio y EDTA 4 mmol/L, mostraron disminuciones
del potencial de reposo y la adicién del latex se acom-
pafio de una gradual despolarizacion. Se discute la posi-
bilidad de la participacién de la borba Na—K en Ja resti-
tucién del potencial de reposo y la importancia de!
aumento de las concentraciones intracelulares de Ca™
en el desarrollo de hiperpolarizaciones de membrana
durante la fagocitosis.

INTRODUCCION

Es indudable que la fagocitosis es un proceso biold-
gico fundamental el cual se acompafia de mqtiples cam-
bios bioquimicos, morfologicos y eléctricos.

£l proceso de la fagocitosis depende de la energia
metabdlica’ y consta al menos de tres etapas separadas:
uni6n de la particula a la membrana plasmatica; endoci-
tosis de la particula (formacién del fagosoma) y fusidn
lisosoma—fagosoma {formacién del fagolisosoma) %.De
ollas al menos las dos Gitimas son dependientes de la
ternperatura y la primera aunque ocurre a bajas tempe-
raturas, puede incrementarse linealmente con el
aumento de ésta en dependencia del receptor involu-
crado .

Actualmente existen demostraciones inequivocas
de que las proteinas contractiles estan presentes en
estas células no musculares * sugiriendo que los micro-
filamentos pueden participar en el movimiento de la
membrana plasmética durante la endocitosis ®, exis-
tiendo ademas evidencias de que estos cambios morfo-
i6gicos se acompaifan de cambios del potencial de
transmembrana {PT)} como la traduccion de variaciones
en el rransporte idnico a través de la membrana plasma-
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tica. Las corrientes ionicas involucradas durante el
movimiento de estas membranas esta asociado fuerte-
mente al contenido de calcio aligual que en otros tejidos
contractiles® y el desarrollo de hiperpolarizaciones del
potencial a corrientes de potasio sensible al calcio % La
presencia de despolanzaciones de membrana ante est-
mulos quimiotacticas * eléctricos'® y durante la inhibi-
cion de la fagocitosis ', sugieren un movimiento ionico
previo al incremento de la permeabilidad para el potasio
quien bien pudiera ser desencadenado en la endocitosis
por la unidn de la particula con el receptor.

Teniendo en cuenta que la exposicion a bajas tempe-
raturas es capaz de inhibir los movimientos de mem-
brana necesarios para la interiorizacion de las particu-
las y que el transporte activo de iones a diferencia del
pasivo tiene un alto coeficiente de temperatura '’ es
propdsito del presente trabajo estudiar los cambios
eléctricos que acompanan a la union particula—receptor
cuando ésta ha sido desagregada de la endocitosis.

MATERIALES Y METODOS

Macrdfagos. Las células mononucleares fagociticas
fueron obtenidas de la cavidad peritoneal de ratas



machos de 200 a 260 g de peso, por implantacion de un
anilio de teflén estéril con agar, el cual se retiraba
72 h después,

El anillo con el agar una vez extraido se tavaba en
solucién Tyrode a 4 °C, pH 7.4 burbujeado con una
mezcla gaseosa que contenia 85 % de 0,y CO,al5%. La
s0lucidn se mantenia fria montando la cdmara de perfu-
sion en un receptaculo de poliespuma que contenia hieto
y sal coman.

Particulas para inducir fa fagocitosis. Se utilizé como
material fagocitable 0,1 mbL de particulas de latex
{Difco) de 0.8 xde didmetro en una proporcién 1:10v/v
lavadas en Tyrode, a una concentracidn de 2-10° parti-
culas/ml .

Montaje efectrofisioldgico. Para 10s registros intracelula-
res se usaron microalectrodos de vidrio llenados con KCI
3 mol/L y resistencia entre 30y 50 M2 con potenciales
de punta menores a 5 mV, conectados a un compensa-
dor de alta impedancia a {a entrada de un preamplifica-
dor MEZ—-8201, visualizandose los registros en 1a pan-
taila de un osciloscopio VC~8 y fotografiados con una
camara quimografica PC--2A a velocidades de 5 y 10
mmy/s, todos de la Nihon—Kohden.

Ensayos de fagocitosis. Las celulas una vez coloca-
das en la camara de perfusion se mantenian por un
periodo de 30 min a 4 °C, tiempo durante el cual se
tomaban registros de diferentes células para establecer
el PT antes de la fagocitosis. Alos 30 min se adicionaban
2 gotas de {atex, haciéndose registros continuos hasta
40 min después.Transcurrido este tiempo se retiraba el
electrodo y se lavaba la preparacion con Tyrode, dejan-
dose en solucion salina fisioldgice (Tyrode} a 37 °C .

Los registros intracelulares se realizaron a partir del
primer minuto de incubacion.

‘Celulas en soluciones libres de calcio. Las celulas fue-
ron incubadas duranic 30 min en solucion Tyrode libre
de calcio y EDTA 4 mmol/L adicionando 0,5 mmol/L de
Mg?®* para asegurar que la concentracion de este ion no
disminuyera y Tris para mantener el pHen 7,4; latempe-
ratura de incubacion fue de 37 °C. Después de 30 min de
incubacién el potencial se estabilizaba procediéndose
entonces a la adicion de 0,1 mL de latex, haciéndose
registros eléctricos durante 1 h .

Procesamiento estadistico ae las muestras. Se com-
pard el PT antes y durante la fagocitosis de: 4 y 37 “C;
4 °C y Citocalasina B; asi como los tiempos en que ocu-
rren los cambios durante la fagocitosis a 4 °C y en pre-
sencia de Citocalasina B.

Los datos se procesaron haciende uso del analisis
de la varianza a traves del test de planos factoriales v
ulterior comparacion con la prueba de rango multiple de
Duncan.

RESULTADOS

Células incubadas a 4°C . Las células incubadas a
4 °C durante 38 min mostraror potenciales de trans-
membrana de 8,8 mV, siendo significativamente mena-
res que los valores encontrados previamente'® en
macrofagos incubados a 37 °C en iguales condiciones

La adicion de particulas de 1atex a estas células se
acompafié de despolarizacivnes del potencial que
comenzaban en ¢l primer minuto de la adicién con valor
promedio de 6,8 mV, para llegar hasta 5 mV alos 6 min
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(Tabla ). Los registros eléctricos en momentos posterio-
res hasta 40 min no mostraron cambios adicionales del
potencial, de modo que las ¢élulas no recuperaron su
valor inicial. La figura 1 muestra los cambios del PT a
4 °C antes v durante la incubacion.

TABLA |
Valores del potencial de macréfagos incubados a 4 °C
y reposicién a 37 *C antes y después de adicionar latex

Temparatura PT durante la incubacién FT después del latex
rc (mv} (mVv)
37 13,2+ 05
n=170
4 -3 =] 6807015 1 0.8(6)
n=7
Rscuperacién 7.7 1 0,9(8) 102 0.70% 15 Y1900
a 37 *C despubs n=4
de incubacién a 7,8 1 1,4(8); 9.6 11,8011 19 10,3015 22 104000
4°C 6.6 24010
n=a7 n=2

*difarencia significativa (p<0,05) con su potencial pre—latex
**diferencia significativa {p<0,05) can su potencial 8 los 8 min de incubacion
1) tiempo de racuperacion a 37 °C (min)a—9,b—~ 18, ¢ — 30y d — 40

Fig. 1. Camnbios del PT durante la incubgcicn & 4 °C. 8} PTde
cﬂu!a incubade an solucidn Tyrode a 4°C durante 30 min, bj
despolarizacidn del PTdentro del primer minuto de la adicidn
del tétex y c) PT 40 min después de inducida /g fagocitosis
con létex, retirada del microelectrodo

Reposicion a 37 °C . Una vez que las células se
habian despolarizado a! inducir la fagocitosis a 4 °C, se
lavaban con solucidon Tyrode a 37 “C y mantenian a esta
temperatura en solucion fisialogica. Se observd que la
recuperacion del potencial era lenta, con valofes de
7.8 mV a los 8 min, alcanzando su amplitud maxima a
los 17 min de recuperacion a 37 "C con valor promedio
de 15,6 mV (Tabla I}, no detectandose nuevas varia-
ciones significativas del potencial hasta los 30 min;
tiempo maximo de registro.



A dos de estas celulas se les adiciond latex despueés
de permanecer 30 min a 37 °C, obteniéndose nuevas
hiperpolarizaciones.

Para destacar la posibilidad de que el nimero de
particulas de latex unidas a Ia membrana a 4 °C fuers
suficiente, se decidid afiadir nuevamente latex a partir
de los 8 min de recuperacion a 4 °C, observandose gque

stas siguieron el mismo patron de hiperpolarizacién del
potencial tanto en tiempo como en magnitud que aque-
llas células que siguieron recuperandose sin nueva adi-
cion de latex. La fiaura 2 muestra los cambios del PT de
una célula recuperandose a 37 °C .
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Fig. 2. Cambios de! PT durante 20 min de recuperacion &
37°C de una célula a la cual se le habia inducido fa
ta gocitosis a 4°C. a) PTa Jos 5 min de recuperacion a 37 °C,
byc)recuperacion a los 10y 16 min respectivamente a 37°C
-y d retirada dal electrodo ;;c(:).z 20 min de recuperacidn a
Medios ibres de calcio. Las celulas incubadas por
periodos de 30 min en solucion Tyrode de calcio mostra
ron disminuciones de} PT hasta valores de 9,4 mV . La
adicion de particulas de latex a estas células se acom-
paii¢ desde el primer minuto de cambios despolarizan-
tes, alcanzando la maxima despolarizacion a los 16 min
con unvalor de 6 mV {Tabla l}). En los 60 min siguientes
a la adicidn de las particulas, estas células no recupera-
ron su potencial pre—latex.

TABLA Il
Cambios del potencial de macréfagos en
solucienes libres de calcio

PT antes del PT después de la adicion del latex
latex
1y}
Tyrode libre 9,4 £ 0,6 8 +0,5(1); 6,8 £ 0,5(5),
de Ca®* + EDTA 6 10,6(16)
4 mmol/L
n=2956 n=10

:iéiferancia significativa {p<0,05) respecto a su potencial pre—
tax
{) tiempo en minutos
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que el ion
calcio sstd involucrado en los eventos eléctricos que
acompaiian a la fagocitosis, asi como la participacion de
la bomba de Na* en el mantenimiento del potencial de
estas céiulas.

Los bajos PT observados posteriormente a los 30
min de incubacion a 4 °C parecen revelar en estas células
la presencia de una bomba de sodio electrogénica, la
cual contribuye con 6 mV al PT en reposo. No obstante,
esta despolarizacion pudiera reflejar la acumulacion de
K* en el espacio extracelular consecuente a la inhibicion
da una bomba electroneutra, conllevando que arelacion
K/K, sea menor gque en condiciones normales, dismi-
nuyendo de esta forma el PT '4,

Gallin y Livengood % han encontrado en macrofagos
del bazo de ratéon despolarizaciones de hasta 6 mV
cuando eflas fueron tratadas con euabaina, concluyendo
que ellas reflejan mas la contribucidon de la bomba en
condiciones de estado estacionario que el aumento de la
concetracion del K* extracelular. Sin embargo, a diteren-
cia de los resultados obtenidos por estos autores se ha
encontrado que la exposicion de los macrofagos perito-
neales de ratas @ medios son aumentos de la [K*], hasta
13,5 mmol/L, producen cambios despolarizantes de
6 mV '%. No obstante estos autores registraron los cam-
bios de resistencia de membrana durante la inhibicion
con ouabaina observando que so6lo del 3 al 5 % de las
células disminuian su resitencia, lo cual apoya el punto
de vista de que las despolarizaciones observadas son el
resultade de 1a inhibicidn de la bomba Na’ — K' y no una
accion detergente selectiva.

Previamente se informo que cuandola fagocitosis es
impedida por un inhibidor metabélico {2 deoxiglucosa) '
o por un desacoplador del citoesgueleto (Citocalasina
B) '!la respuesta eléctrica ante un estimulo fagocitico es
una despolarizacion del PT en el primer minuto de adi-
cionadas las particulas fagocitables. Esta despolariza
cion se interpreté como el movimiento idnice de mem-
brana que acomparnia a la union de la particula al recaptor
de membrana, ya fueran éstos especificos o inespecifi
cos. La presencia de despolarizaciones del PT al inducit
la fagocitosis a 4 °C en cuya condicion puede ocurrir ia
unién pero no el englobamiento de la particuta ', apoya
fuertemente el planteamiento anterior.

Las despolarizaciones observaagas en presencia de
tatex a 4 °C no difieren en magnitud ni en ei momento de
aparicion de aguéllas vistas en medios con Citocalasina
B '8, sin embargo, difieren significativamente en el
tiempo necesario para alcanzar ta maxima despolariza-
cién, siendo mucho mas prolongadas a 4 °C, lo que
podria implicar la existencia de un componente ionico
adicional en esta condicién.

La demostracion de que a 4 °C las transformaciones
necesarias para que las proteinas contractiles de los
macrofagos en la emisidn de pseuddpodos y engloba-
miento de las particulas estan imposibilitados'™ junto a
la ausencia de cambios hiperpolarizantes del potencial,
son un nuevo indice de la posible relacion existente entre
la actividad fagocitica y el desarrollo de corrientes hiper-
polarizantes.

Romero®® ha sefialado que la incubacion de eritroci-
tos a 4 °C impide la entrada de calcio a estas células; si
esto fuera valido también para los macrofagos, el
aumento de la permeabilidad para el K* dependiente del



caicio se veria impedida y en consecuencia no se desa-
reollarian los cambios hiperpolarizantes, los cuales estu-
vieron ausentes en estas experiencias.

L.os cambios del PT durante la recuperacion a 37 °C
los cuales se desarroliaron mucho mas lentamente y que
s6lo sobrepasan en unos pocos milivoltios el valor
medio observado antes de la fagocitosis en células incu-
badas en Tyrade a 37 °C '3 probablemente estén asocia-
dos a la activacion de la bombay a movimientos iéni-
cos de transmembrana restituidores de las concentra-
ciones a la normalidad y noa cambios de permeabitida-
des que acompafan a la fagocitosis. Por lo expuesto
anteriormente, se postula que los cambios observados
en el PT después de recalentar 17 min a 37 °C estan a
conductancias activas relacionadas a la bomba de Na—
K, la cual es capaz de restituir el PT mucho antes que el
contenido idnico retorne a la normalidad.

Page y Storn?' encontraron gue el musculo cardiaco
sometido a Ringer frio, recobraba su potencial de mem-
brana ern 9 min cuando se calentaba a 28 °C, mientras
quse el contanido ionico tardaba 30 min en retornar a la
nermalidad.

Ademas de las consideraciones hechas, Romero®
ha sefialade que cuando las células rojas son sometidas
a incubacién a 4 °C y posteriormente son restituidas a
temperaturas crecientes, la concentracion del calcio
intracelular aumenta poco en los primeros minutos y
comienza a ser realmente considerable a partir de fos

30 min.
Al igual que otros autores "?*7**, en trabajos pre-
vios'*'® se ha sefialado y discutido la importancia del

calcio en los fendmenos de membrana relacionados con
la fagocitosis yen elsubsecuente desarrollo de hiperpo-
larizaciones, asi como el retardo que ocurre en los cam-
hios hiperpolarizantes que acompaiian a la fagocitosis
de particulas de latex en medios deficientes en calcio '8
alo cual se suma ahora la ausencia de hiperpolarizacio-
nes en medios libres de este ion, todo lo cual concuerda
y apoya el planteamiento de que estas células requieren
la entrada de calcio previo al desarrollo de hiperpolariza-
cionas y probablemente necesiten al menos 20 min de
recalentamiento a 37 °C antes de recuperar su equilibrio
idnico perdido a 4 °C, para encontrarse nuevamente en
condicionas, ante un estimulo fagocitico, de desarrollar
hiperpolarizaciones dependientes de cofrientes de K*
sensibles al Ca **.

En resumen, la inhibicion de la bomba de Na* por la
exposicién de las células a baias temperaturas resultod
en un decremento del PT. Este fue seguido de nuevas
disminuciones o despolarizaciones del PT conla adicién
de particulas de latex, sugiriendo que éste es el evento
eléctrico que acompafia a la adhesion de la particula al
receptor. Los aumentos del potencial durante los prime-
ros 30 min de reposicidn de las células a 37 °C parecen
estar en funcion de la actividad de la bomba Ne* — K*
mas que a los cambios de la P, sensibles al calcio
durante la fagocitosis.
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