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ABSTRACT. Macrophage plasma membrane represent an essential
interest for study of main functions of this cell, for instance phagocy-
tosis and in general for the role which it can play in Immune Response .
We have developed a metodology for plasma membrane isolation of
peritoneal cultured macrophages based in other experiences which
consisted in its prefixing with an stabilizing agent, gently Dounce homo-
genization and purification in discontinuos buffered sucrose gradients .
Fractionation was morphologically monitored . Plasma membrane show-
ed between 35 - 45% on protein components and 6% carbohydrates,
considering the dry mass of isolated fraction . This metodology allow to
continue and extend studies of this organell which we have been carried
out in our department .

RESUMEN. La membrana plasmatica del macrofago presenta on mar-
cado interes para el estudio de las funciones principales de esta celula
como por ejemplo, la fagocitosis y en general por so papel en la Res-
puesta Inmune. Se presenta aqui una metodologia para la obtenci6n
de membrana plasmatica de macr6fagos peritoneal cultivado de ration
basada en experiencias anteriores que consisti6 en la prefijaci6n de esta
con un agente estabilizante, homogeneizaci6n en Dounce y purificacion
en gradientes discontinuos de sacarosa tamponada, siguiendose un cri-
terio de pureza estrictamente morfol6gico . La membrana plasmatica
mostr6 entre un 35 a 45% de proteinas y 6% de carbohidratos, partiendo
de la masa seca de la fraccidn aislada . Esta metodologia permite con-
tinuar y ampliar Ins estudios de este organelo que se han venido rea-
lizando en nuestro departamento.

INTRODUCCION

El papel del macrofago en los procesos inflamatorios e inmunologicos
cada dia cobra mayor importancia a la luz de los estudios en los que
se ven involucrados los que han demostrado que esta celula interviene
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en mecanismos rods complicados que una simple actividad fagocitica
(Dannember, 1975; Unanue, 1975) .

La membrana plasmatica de esta celula es an centro de atencion in-
mediato debido a su importancia en los procesos de fagocitosis y me-
diacion quimica y celular, a traves de sus receptores superficiales (Noa
y Kouri, 1977; Ravinovich, 1970) . En estos mementos se le considera
como una expresion de diferenciaci6n de 1_a secuencia monoblasto de
medula-monocito-macrofago tisular (Bianco y Edelson, 1978) .

Se han realizado aislamientos de membrana plasmatica de macrofago
peritoneal de cobayo (Henon y cols., 1977; Remold-O'Donnell, 1977) y
alveolar de conejo (Nachman y cots., 1971; Wang y cols., 1975) por frac-
cionamiento celular asi como fraccionamiento analitico de macrofago
peritoneal de ration en el que se obtuvo una fraccion microsomal hete-
rogenea (Canonico y cols., 1978) .

Con este trabajo nos proponemos, acopiando las experiencias anterio-
res, optimizar una metodologia de aislamiento de membrana plasma-
tica de macrofago peritoneal de raton con el fin inmediato de determi-
nar sus componentes mayores para posteriormente abordar el estudio
de receptores superficiales de importancia inmunol6gica .

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratones albinos del bioterio CENIC de aproximadamente
20g de peso, preparandose cultivos de macr6fagos peritoneales de
acuerdo a lo reportado anteriormente (Cohn y Benson, 1965; Finlay y
cols., 1975) con algunas modificaciones que rindieron pellets de aproxi-
madamente 50 X 106 celulas en cada experimento de fraccionamiento,
despues de efectuar la cosecha segun to reportado para este tipo celular
(Rabinovich y Destefano, 1976 ; Rodriguez, 1981) . (Fig. 1) .

La viabilidad de las celulas se contro16 por el test de exclusion con
azul de tripan. Las celulas fueron preparadas para examen al micros-
copio electronico segun lo reportado (Otero y cols ., 1981).

En on principio se ensayaron diferentes metodos de aislamiento desde
la vesiculaci6n con aldehidos (Scott, 1976), homogeneizaci6n clasica,
hasta el metodo de obtencion de fantasmas celulares (Warren y cols .,
1966) adoptado definitivamente aprovechando la experiencia y modifi-
caciones introducidas en celulas BHK-21 y HS5 (Lage y Montagnier,
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1977) y puesto a punto con algunas variaciones como la introduccion
de un gradiente final discontinuo de sacarosa descrito en el aislamiento
de membrana plasmatica de macrofagos alveolares de conejo (Wang y
cols ., 1975).

50 RATONES DE = 20g

INYECCION INTRAPERITONEAL DE 2 .5 MLDE

MEDIO TIOGLICOLATO DE SODIO ESTERIL

72 HORAS

SACRIFICIO P

	

ASFIXIA Y

EXPOSICION DEL PERITONEO

INYECCION INTRAPERITONEAL DE SMLDE MEDIO 199

.10U/ml HEPARINA Y 105u/ml PEN ICILINA-ESTREPTROMICINA

MASAJE SUAVE(CAVIDAD)

EXTRACCION CON JERINGUILLA PASANDO

A FRASCO ROUX ESTERILMENTE )

V
MANTENER 24HORA5 , 37±C,ATM C02 5'/.

Fig . 1 . Esquema del cultivo de macrofagos peritoneales de raton .

El fraccionamiento fue monitoreado por microscopia de contraste de
fase basandonos en el tamaiio y forma de los fantasmas obtenidos de
acuerdo a lo descrito para macrofago alveolar de conejo (Nachman y
cols., 1971) .

Partiendo de la fraccion de membrana plasmatica liofilizada y disuelta
en triton x-100 al 1 % el contenido proteico fue estimado por el metodo
de Lowry y cols . (Lowry y cols ., 1951) .

Los azucares totales neutros se determinaron por la reaccion de la an-
trona utilizando glucosa como patron (Williams y Chase, 1968) .
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LAVADODEL TAPIZ

CON PBS A 37±C

90ML LIDOCAINA \12 m/M EN PBS A 4±C

~ 5 MIN SOBRE HIELD

RASPADO SUAVE CONPOLICIA

DE GOMA BLANCA

CENTRIFUGAR 410gX 1CMIN (TUBO0E 100ML)

RESUSPENDEREN 10 M1 PBS A 4±C

Y CONTAR EN CAMARA DE NEUBAUER

CENTRIFUGAR 100_

	

10 MIN

RESUSPENDER EN ZnC1 2 1mM CONC

6XI06 CELLJLAS/ML (7MIN T AMBIENT_)

ANADIR SACAROSA PARA 0 .25M

1
CENTRIFUGAR 230gX 10MtN

RE SU S PEN DE R (H2O DEION., 2OX 1(6 C / ML )

5 MIN T AMBIENTE

TAMPONAR CON BUFFER Na3PO4 20 mM

M9CI 2 30mM

	

pH 8

2a
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RESULTADOS Y DISCUSION

El esquema definitivamente adoptado se muestra en las Figs. 2a y 2b .

HOMO GENIZACION EN DOUNCE (3000LPES , 4±C)

v
ANADIR SACAROSA PARA 025 M

COLOCAR CUIDADOSAMENTE SOBRE CAPA OE

IOML SACAROSA 20 'I. TAMPON N>)PO4 MgC(2 PH 76

-r I-I-
CE N TRIFUG230gX20MIN

COLEG7ARFpSE SUPERIOR (4±C)

CON EL PELLET SE REPITE NINCNAMIENiO

CON H2 .EL PELLET FINAL SE DESECHA

L05 SOBRENADANTFS UNIDOS SE

CENTRIFUGAN A 1630gX 60MIN

V
RESUSPENOER ELPELLET EN 6ML SACAROSA

559.,TAMPONADA TRIS-HCI20mM,M9C1 2 3mMpH7A

SAC 309.

	

T915-HC1 20mM

SAC 40-1.

	

M9CI2 JmM

SAC 459 .

	

PH 74

SAC 559.	 1	1--
CENTRIFUGAR 90000 gX 120 MIN

COLECTAR INTERFASES 30/40 V 40/45

RESUSPENDER EN 80 ML TRIS-1 CI ~-

CENTRIFUGAR 20009X60MIN

2b

IFRACCIONI

1 Fl AL	

Fig. 2. Fraccionamiento de membrana plasmatica de macrofago peritoneal
de ration.

Aunque el reporte original indica el tratamiento con lidocaina a tem-
peratura ambiente (Rabinovich y Destefano, 1976), en nuestro caso re-
sulto mejor cosechar las celulas a 4±C que segun la literatura favorece
el desprendimiento de la monocapa . (Figs. 3 y 4) .
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Tenemos evidencias en nuestro departamento que cl raspado del tapiz
celular con tapbn blanco preserva la ultraestructura, to coal fue com-
probado en nuestro sistema . La viabilidad oscilo entre un 80 y 85%
en cada experimento .
La prcfijacion y el hinchamiento (Fig . 5) pudieron controlarse scgfin
los parumetros reportados asi coma la homogeneizacion que resulto
productiva a Is concentration celular indicada (6 X 10' de celulas/ml)
aunquc fue n_cesario estandarizar el numero de golpes en el Douncc
a nuestras condiciones .

5 . Hinchamientu usm6tico despu°s de la prefijacion con ZnCI, (720 x) .

Asumimos a priori el coeficiente de sedimentaci6n indicado para los
fantasmas celulares (6 X 10' g/minutos) resultando satisfactorio ya que
cl sobrenadante mostro fundamentalmente fantasmas y otras vesiculas
y el pellet agrupo n6cleos y celulas no rotas. (Figs . 6 y 7) .

La variation final incluy6 el tampon reportado en la metodologia para
celulas BEK-21 y HS5 (Lage y Montagnier, 1977) por parecernos mss
adecuado clue el original (Wang y cols., 1975) .
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De los analisis qulmicos practicados a la fraction de membrana plas
matica (Fig . 8) se desprende una composition mayor de proteinas que
fluctua entre 35 y 45±i± asi como an 6±i± de carbohidratos (sin considerar
hexosaminas) teniendo en cuenta cl contenido lipidico por diferencia,
to clue esta de acuerdo con referencias anteriores (Nachman y cols .,
1971) .

Fig. 8 . Fracci6n final del fraccionamiento . Obs°rvense los fanrasmas celulares
(membrana plasmitica) (1440 x) .

CONCLUSIONES

Esta metodologia puede adoptar fragmentos grandes de membrana plas-
matica de macrofago peritoneal cultivado de raton miles para el estu-
dio de componentes mayores .
La membrana plasmatica de esta celula mostro la composition siguicn-
tc: protcinas 35-454, carbohidratos 6% .
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REFERENCIAS

BIANCO C. AND EDELSON P. J. Plasma membrane. Expression of Macrophage diffe-
rentiation. Original article Series, Vol XIV, Number 2 pp 119-124 . The National
Fundation, 1978.

CANONICO P. G., BEAUTAY H . AND NYSSENS-JADIN M. Analytical Fractionation of Mouse
Peritoneal Macrophages . Physical and Biochemical Properties of Subcellular
Organells from resident (unstimulated) and cultivated cells . Jour. of the Retic .
Sec. 24, 115, 1978 .

COHN Z. A. AND BENSON B . The differentation of mononuclear phagocytes. Morphol-
ogy cytochemistry and biochemistry . J. Exp. Med . 121, 153, 1965a .

DANNEMBERG A . M. Macrophages in inflamation and infection. N. Engl . 1. Med.
293, 484, 1975 .

FINLAY C., DAVIES P. AND ALLISON A. C. Changes in cellular enzyme levels and the
inhibition of selective release of lysosomal hydrolases from macrophages by
indomethacin. Agents and Actions 5, 345, 1975 .

HENON M., BEDOUIN A. ET POLONOVSKI J. Obtention, identification et caracterisation
d'une preparation de membranes plasmiques de macrophages de cobaye . C. R .
Acad. Sc. Paris t 285 (Serie D-121), 1977 .

LAGE-DAVILA A. AND MONTAGNIER L. Biochem. Biophys . Res. Commun 79, 577, 1977 .

LOWRY O. H., ROSEBROUGH W . J ., FARR A . L. AND RANDALL R. J . Protein Measurement
with the folinphenol reagent. J . Biol. Chem . 193, 265, 1951 .

NACHMAN R., FERRIS B. AND HIRSCH J. Macrophage plasma membrane I. Isolation
and studies on protein components . J . Exp. Med. 133, 785, 1971 .

NOA M . Y KouRf J. Ultraestructura de las celulas mononucleares fagociticas duran-
te la fagocitosis inducida por 1'atex . Revista CENIC, Ciencias Bioldgicas, 8,
39, 1977 .

OTERO A., SANADRIA J. Y DE LA ROSA M . C. Estudio de la composici6n celular y ultraes-
tructura del exudado peritoneal de ratas tratadas con diferentes estimulantes.
Revista CENIC, Ciencias Biol6gicas, 12, 119, 1981 .

RAVINOVITCH M. In "Mononuclear Phagocytes" R . Van Furth ed . pag. 198, Davis,
Philadelphia, Pensilvania, 1970 .

RAVINOVIICH M. AND DESTEFANO M . J. Cell shape changes induced by cationic anes-
thetics . J. Exp. Med. 143, 290, 1976.



120

	

A. OTERO Y J. KOURI

REMOLD - O'DONNELL E. Purification of plasma membrane of Guinea pig perito-
neal macrophages . Prep. Biochem. 7, 441, 1977 .

RoDRfGuEz T. Tests de Candidatura, CENIC, 1981 .

SCOTT R. E. Plasma membrane vesiculation : A new technique for isolation of plasma
membrane . Science 195, 743, 1976.

UNANUE E. R. The regulation of Immune Response by macrophages. In "Mononu-
clear phagocytes in Immunity, Infection and Pathology" . R. Van Furth ed.
pag . 722, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, 1975 .

WARREN L., GLICK M . C. AND Noss M. K. Membranes of animal cells I . Method of
isolation of the surface membrane . J. Cell Physiol. 68, 269, 1966 .

WILLIAMS C. A. AND CHASE M. W. In methods in Immunology and Immunochemis-
try. Academic Press Inc. New York 2, 288, 1968 .

WANG P., SHIRLEY P . S., DECHATELET R. L. AND Me CALL CH . E. Purification of plasma
membrane from B .C.G. induced rabbit alveolar macrophages . Jour. Retic.
Soc . 19, 333, 1975 .


