Revista de Ciencias Biolégicas, 13, 1, 1982 111

Aislamiento y caracterizacion de membrana plasmatica
de macroéfago peritoneal de raton

A. OrBrRO Y J. B. KOURI

Dpto. de Biologia Celular, Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, Ciudad de la Habana, Cuba

Recibido: 15 de diciembre de 1980
Recibido: 16 de febrero de 1981

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 macréfago presenta un mar-
cado interés para el estudio de las funciones principales de esta célula
como por ejemplo, la fagocitosis y en general por su papel en la Res-
puesta Inmune. Se presenta aqui una metodologia para la obtencién
de membrana plasmiatica de macrdfagos peritoneal cultivado de ratén
basada en experiencias anieriores que consistié en Ia prefijacién de ésta
con un agente estabilizante, homogeneizacién en Dounce y purificacién
en gradientes discomtinuos de sacarosa tamponada, siguiéndose un cri-
terio de pureza estrictamente morfolégico. La membrana plasméatica
mostré entre un 35 a 45% de proteinas y 6% de carbohidratos, partiendo
de Ia masa seca de la fraccién aislada. Esta metodologia permite con-
tinuar v ampliar los estudios de este organelo que se han venido rea-
lizando en nuestro departamento.

INTRODUCCION

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

La membrana plasmitica de esta célula es un centro de atencién in-
mediato debido a su importancia en los procesos de fagocitosis y me-
diacién quimica y celular. a través de sus receptores superficiales (Noa
v Kouri, 1977; Ravinovich, 1970). En estos momentos se le considera
como una expresion de diferenciacion de la secuencia monoblasto de
meédula-monocito-macréfago tisular (Bianco y Edelson, 1978).

Se han realizado aislamientos de membrana plasmatica de macréfago
peritoneal de cobayo (Henon y cols., 1977; Remold-QO'Donnell, 1977) v
alveolar de conejo (Nachman y cols., 1971; Wang v cols., 1975) por frac-
cionamiento celular asi como fraccionamiento analitico de macréfago
peritoneal de raton en el que se obtuvo una fraccién microsomal hete-
rogénea (Canonico v cols., 1978).

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

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratones albinos del bioterio CENIC de aproximadamente
20g de peso, preparandose cultivos de macréfagos peritoneales de
acuerdo a lo reportado anteriormente (Cohn y Benson, 1965; Finlay vy
cols., 1975) con algunas modificaciones que rindieron pellets de aproxi-
madamente 50 X 10° células en cada experimento de fraccionamiento,
después de efectuar la cosecha segin lo reportado para este tipo celular
(Rabinovich y Destefano, 1976; Rodriguez, 1981). (Fig. 1).

La viabilidad de las células se controlé por el test de exclusién con
azul de tripan. Las células fueron preparadas para examen al micros-
copio electrénico seguin lo reportado {Otero y cols., 1981).

En un principic se ensayaron diferentes métodos de aislamiento desde
la vesiculacién con aldehidos (Scort, 1976), homogeneizacién clasica,
hasta el método de obtencién de fantasmas celulares (Warren y cols.,
1966) adoptado definitivamente aprovechando la experiencia y modifi-
caciones introducidas en células BHK-21 y HS5 (Lage y Montagnier,
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1977) y puesto a punto con algunas variaciones como la introduccidén
de un gradiente final discontinuo de sacarosa descrito en el aislamiento
de membrana plasmatica de macréfagos alveolares de conejo (Wang v
cols., 1975).
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Fig. 1. Esquema del cultivo de macréfagos peritoneales de ratom.

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

Partiendo de la fraccidén de membrana plasmatica liofilizada v disuelta
en tritén x-100 al 1% el contenido proteico fue estimado por el método
de Lowry v cols. (Lowry v cols., 1951).

Los azdcares totales neutros se determinaron por la reaccién de la an-
trona utilizando glucosa como patrén (Williams y Chase, 1968).
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‘'RESULTADOS Y DISCUSION

El esquema definitivamente adoptado se muesira en las Figs. 2a v 2b.
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Fig. 2. Fraccionamiento de membrana plasmatica de macréfago peritoneal
de ratdn.

Aunque el reporte original indica el tratamiento con lidocaina a tem-
peratura ambiente (Rabinovich y Destefano, 1976}, en nuestro caso re-
sulté mejor cosechar las células a 4°C que segan la literatura favorece
el desprendimiento de la monocapa. (Figs. 3 y 4).
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Tenemos evidencias en nuestro departamento que ¢l raspado del tapiz
celular con tapén blanco preserva la ultraestructura, lo cual fue com-
probado en nuestro sistema. La viabilidad oscilé eatre un 80 y 83%
en cada cxperimento.

La prefijacion y el hinchamiento (Fig. 5) pudieron controlarse scgiin
los parametros reporiados asi como la homogeneizacion que resultod
productiva a la concentracion celular indicada (6 X 10° de células/mD
aunquc fue necesario estandarizar el ntimero de golpes en el Dounce
a nuestras condiciones.

Fig. 3. Hinchamicnto osmético después de la prefijacidn con ZnCl, {720 x).

Asumimos a priori el coeficiente de sedimentacién indicado para los
fantasmas celulares (6 X 10° g/minutos) resultando satisfactorio ya que
¢l sobrenadante mostré fundamentalmente fantasmas y otras vesiculas
y el pellet agrupd nicleos y células no rotas. (Figs. 6 y 7).

La variacion final incluyé el tampon reportado en la metodologia para
células BEK-21 y HS5 (Lage y Montagnier, 1977) por parecernos mas
adecuado quc el original (Wang v cols., 1975).
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De los analisis quimicos practicados a la fraccién de membrana plas-
matica (Fig. 8) se desprende una composicion mayor de proteinas que
fluctia entre 35 y 45% asi como un 6% de carbohidratos (sin considerar
hexosaminas) teniendo en cuenta ¢l contenido lipidico por diferencia,
lo que csta de acuerdo con referencias anteriores {Nachman vy cols.,
1971).

Tig. 8 Fraccién final del fraccionamiento. Obsérvense los fantasmas celulares
{(membrana plasmatica) (1440 x).

CONCLUSIONES

Esta metodologia puede adoptar fragmentos grandes de membrana plas-
matica de macréfago peritoneal cultivado de raton titiles para el estu-
dio de componentes mayores,

La membrana plasmatica de esta célula mostréd la composicion siguicn-
le: proteinas 35-45%, carbohidratos 6%.
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