
Revista CENIC, 11, 1, 1980

	

33

Evidencias ultraestructurales de la liberaciƒn de enzimas
lisosomales en cultivo de macrƒfagos expuestos a preparaciƒn

de pared de estreptococo

T. Mois„s Y C. FINLAY

Centro Nacional de Investigaciones Cient„ficas,
Ciudad de la Habana, Cuba

Recibido: 11 de enero de 1978

ABSTRACT. The capacity of macrophage in vitro to release selectively
their lysosomal enzymes has been demonstrated in recent years . With
the use of cytochemical reaction of acid phosphatase the lysosomal
enzyme release could be demonstrated in macrophages which presented
opened phagolysosomes with extracellular reaction product closely as-
sociated to plasma membrane. Our results showed that culture of
mouse peritoneal macrophages exposed to group A Streptococcal Cell
Wall Substance (PPG) release selectively their lysosomal enzymes . The
enzyme release is minimal at one hour of begining phagocytosis and
was evident at 3 hours later.

RESUMEN. La liberaciƒn selectiva de enzimas lisosomales in vitro en
macrƒfagos peritoneales ha sido demostrada en los £ltimos a€os . Me-
diante el uso de la reacciƒn citoqu„mica para la fosfatasa …cida se pudo
demostrar la liberaciƒn selectiva de enzimas lisosomales en macrƒfa-
gos los cuales presentaron fagolisosomas abiertos con producto de
reacciƒn extracelular estrechamente asociado a la membrana plasm…-
tica. Nuestros resultados mostraron que los macrƒfagos peritoneales
expuestos a pared de estreptococo grupo A (PPG) liberan selectiva-
mente sus enzimas lisosomales siendo esta m„nima una hora despu®s
de la fagocitosis y evidente 3 horas despu®s .

INTRODUCCION

La capacidad de algunos tipos de c®lulas para liberar selectivamente sus
enzimas lisosomales ha sido observada en situaciones fisiolƒgicas y pato-
lƒgicas. La remodelaciƒn ƒsea inducida por la hormona paratiroidea
(Vaes, 1969) es un ejemplo de liberaciƒn extracelular fisiolƒgica y la
liberaciƒn de grandes cantidades de proteasa …cida en cultivos de rudi-
mentos ƒseos tratados con antisuero y complemento (Dingle y cols ., 1969)
es un ejemplo de liberaciƒn patolƒgica .
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Ha sido demostrada por m®todos bioqu„micos la exocitosis selectiva
de hidrolasas lisosomales en cultivos de macrƒfagos tratados con zimo-
z…n (Weissman y cols., 1971), inmunocomplejos (Cardella y cols ., 1974),
asbestos (Davies y cols., 1974a) y preparaciones de estreptococo (Davies
y cols ., 1974b). En neutrƒfilos se han presentado varias evidencias mor-
folƒgicas de exocitosis (Henson, 1971; Hawkins y Peeters, 1971), mien-
tras que sƒlo conocemos de un reporte ultraestructural sobre exocitosis
en macrƒfagos alveolares (Ackerman y Beebe, 1974) expuestos a zimo-
z…n, no habi®ndose realizado en este estudio ninguna demostraciƒn ci-
toqu„mica que permita una mejor visualizaciƒn de dicho proceso .

El objetivo de este trabajo es presentar evidencias morfolƒgicas y cito-
qu„micas de la exocitosis selectiva de enzimas lisosomales inducida por
preparaciones de pared de estreptococo con determinaciones bioqu„mi-
cas realizadas en cultivos paralelos .

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentaciƒn . Se emplearon ratones suizos de ambos
sexos y peso alrededor de 25 g. Los animales fueron suministrados por
el bioterio del CENIC .

Obtenciƒn y cultivos de macrƒfagos. Se empleƒ el mismo procedimien-
to que hemos reportado anteriormente (Finlay y cols ., 1975) con algunas
modificaciones . La cavidad peritoneal de ratones muertos por inhala-
ciƒn de cloroformo se lavƒ con medio 199 (Burroughs Wellcome) con-
teniendo antibiƒticos y heparina . Se depositaron 5 ml del l„quido colec-
tado en cada placa de Petri . Despu®s de incubarlos a 37 grados C en
atmƒsfera al 5% de Co l durante unas 18 horas, se aspirƒ el medio de
cultivo lav…ndose la capa de c®lulas con soluciƒn salina y antibiƒticos .
Despu®s de 24 horas de incubaciƒn se aspirƒ el medio y se a€adiƒ medio
de igual composiciƒn, conteniendo tambi®n 25 ug .m1-' de PPG, 24 ho-
ras m…s tarde se terminƒ el experimento, aspirando el medio de cultivo
lavando la capa de c®lulas con C1Na 0 .85% y procesando las c®lulas para
microscopia electrƒnica o - determinaciones enzim…ticas .

Determinaciones enzim…ticas . Se realizaron determinaciones enzim…ti-
cas al medio de cultivo de cada placa !de Petri y al homogeneizado celu-
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lar obtenido, a€adiendo a las placas una soluciƒn de CiNa 0 .8570 con-
teniendo tritƒn X-100 al 0.170 y posteriormente se rasparon conun tapƒn
de goma de silicƒn . Las determinaciones se efectuaron en condiciones
que permitieron la liberaciƒn lineal de los productos de la reacciƒn con
respecto al tiempo de incubaciƒn y a la cantidad de muestra empleada .

La actividad de la B galactosidasa (B Gal) se determinƒ por el m®todo
de Conchie y cols . (1959). El substrato empleado fue el P-Nitrofenil B-D
Galactopiranƒsido (Koch Ligth) . La actividad de la N-Acetil B-D Gluco-
saminidasa (N . Ac . Glu) se determinƒ por el m®todo de Woolen y cols .
(1961) . El subtrato utilizado fue P-Nitrofenil-2 Acetamido-2 desoxy-B-D-
Glucopiranƒsido (Koch Light) disuelto en tampƒn citrado 0.1 M. En
ambos casos expresamos la actividad en nM de producto liberado
h-' placa- ' .

Los tiempos de incubaciƒn y dem…s condiciones fueron similares a las
empleadas anteriormente (Finlay y cols ., 1975) .

La actividad de la deshidrogenasa l…ctica (LDH) se determinƒ midiendo
la velocidad de oxidaciƒn del nicotinamida adenindinucleƒtico reducido
a 340 nM, siguiendo exactamente las instrucciones del Biochemical LDH
test combination de la Boheringer. Expresamos los resultados en mU .
placa- ' .

En los experimentos donde realizamos determinaciones enzim…ticas se
utilizaron 4 placas de Petri por concentraciƒn de PPG.

Preparaciƒn de pared de estreptococo (PPG) . La preparaciƒn de pared
de estreptococo nos fue suministrado por Davies preparada seg£n el m®-
todo descrito por Schwab (1965) .

An…lisis estad„stico . Se expresaron los resultados por las medias y la des-
viaciƒn standard de cada grupo . Se utilizƒ el test "t" de student previa
comprobaciƒn de homogeneidad de las varianzas para buscar las dife-
rencias significativas entre los grupos .

Estudio al M.E. de los macrƒfagos . De cada tiempo de incubaciƒn se to-
maron 2 placas de Petri y las c®lulas adheridas al vidrio fueron lavadas
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una vez con soluciƒn salina fisiolƒgica a 37 grados C, se fijaron inme-
diatamente en Glutaraldeh„do al 2 .5% en tampƒn cacodilato 0 .1 M duran-
te una hora a 4'C. Despu®s de lavarse durante una noche las c®-
lulas fueron desprendidas mec…nicamente con un tapƒn de goma sili-
conada y centrifugadas a 2,500 r.p.m. durante 15 minutos . Despu®s de
obtenido el pellet se dividiƒ en dos porciones, una de ellas se post-fijƒ
en 0004 al 1% en tampƒn cacodilato durante 30 minutos a 4†C .
Despu®s de lavados en tampƒn cacodilato se sometieron a un ba€o de
uranilo al 0.5% en tampƒn veronal-Acetato pH 5 a temperatura ambien-
te durante 30 a 45 minutos, se lavaron r…pidamente en sucrosa fr„a al
7.5% (tres lavados), se deshidrataron pas…ndose por concentraciones
crecientes de alcohol et„lico y luego en ƒxido de propileno incluy®ndose
finalmente en epƒn 812 (Luft, 1961) .

Demostraciƒn de la fostatasa …cida para M .E. de los macrƒfagos .

La otra porciƒn del pellet correspondiente a cada tiempo de incubaciƒn
fue fijada en Glutaraldeh„do al 2 .5% en tampƒn cacodilato 0 .1 M du-
rante una hora a 4†C. Se lavaron durante una noche en tampƒn
cacodilato y se incubaron con el medio de Novikoff (Cytidine 5'mono-
phosphate, CMP) con sucrosa al 5% durante una hora (Novikof,f, 1963) .
Se lavaron tres veces en sucrosa fr„a al 7 .5%, se post-fijaron en tetraƒxi-
do de osmio al 1% en tampƒn cacodilato durante 30 minutos y se lava-
ron varias veces en sucrosa fr„a al 7.5q, . Seguidamente se sometieron
a un ba€o de uranio al 0 .5,4e en tampƒn Veronal-Acetato pH 5 a tem-
peratura ambiente durante 30 a 45 minutos, se lavaron r…pidamente
en sucrosa fr„a -al 7.5 5/, (tres lavados), se deshidrataron pas…ndose por
concentraciones crecientes de alcohol et„lico, ƒxido de propileno, e in-
cluy®ndose finalmente en epƒn 812 (Luft, 1961) .

Todos los bloques fueron cortados en un ultramicrƒtomo LKB ULtro
tome III mont…ndose secciones plateadas sobre rejillas de 400 mesh
sin membrana soporte . El post-contraste se realizƒ con Uranil Acetato
saturado en alcohol met„lico y posteriormente en Citrato de Plomo se-
g£n Reynolds (1963) y las muestras fueron observadas en un microsco-
pio electrƒnico Hitachi HS-7 .
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RESULTADOS

Determinaciones enzim…ticas . Las dos enzimas lisosomales estudiadas
se incrementaron significativamente (P<0.001) en el medio extracelular
a las dos horas de haberse a€adido a los cultivos 25 ug.ml-1 la PPG, y el
incremento fue mayor a la tercera hora .

Los niveles enzim…ticos de la LDH en el medio extracelular no aumenta-
ron durante todos los experimentos .

La actividad enzim…tica intracelular se mantuvo esencialmente igual du-
rante el experimento . (Tabla I) .

TABLA I

* P < 0.001

Actividad enzim…tica de macrƒfagos cultivados en presencia de preparaciƒn de
pared de estreptococo A. Se le a€adieron 25 ug . ml-1 de PPG a cultivos de 24 horas
de macrƒfagos peritoneales de ratones . A partir de entonces y cada hora despu®s
se sacaron 4 placas para determinaciones enzim…ticas . La actividad de las enzimas
lisosomales se expresa en nM de producto liberado h-1 placa-1 . La actividad de la
LDH en mu . placa -1 . La actividad en los medios es la obtenida despu®s de restar
a cada medio la actividad de los medios d® cultivo incubados en iguales condicio-
nes sin c®lulas.

Tiempo
en
horas

fi Galactosidasa
N-Acetil

1-D Glucosaminidasa
Deshidrogenasa

L…ctica

C®lulas Medio C®lulas Medio C®lulas Medio

0 5.71--1 .99 0 1059.14-183 .60 8.93‡ 0 136.09-13 .42 0

1 14.36-2.09* 0 1328 .11.-315.95 89.28- 15 .46* 169.33--33 .24 0

2 5.95-1 .53 2.65-0.83* 121428-573.53 227 .48- 58 .43* 150.34-22 .15 0

3 7.32‡5.97 14.36‡6.73* 989.95-201 .34 589 .28-137 .36* 148 .75-15 .07 0
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Estudio Ul traes tructural . Las c®lulas lavadas y fijadas inmediatamente
despu®s de la adiciƒn de PPG no presentaron ninguna evidencia de fa-
gocitosis. Estos macrƒfagos cultivados durante 48 horas presentaron un
n£cleo irregular con la cromatina rechazada hacia la membrana nuclear .
El citoplasma abundante mostrƒ un n£mero variable de filopodias, mito-
condrias variables en n£mero y tama€o, un aparato de Golgi desarrolla-
do, centriolos, gr…nulos densos de diversos tama€os y algunos cuerpos
transl£cidos (semejantes a vacuolas conteniendo l„pidos) . El ret„culo
endoplasm…tico rugoso se observƒ como canales de luz estrecha siendo
muy escaso en la mayor„a de las c®lulas .

Fig . 1 . Macrƒfago peritoneal una hora despu®s de la exposiciƒn a la preparaciƒn
de pared de estreptococo . Se observa PPG (flecha) cerca de la membrana plas-

m…tica rodeada de la misma . 7,846 x .

Los macrƒfagos fijados a la hora de haberse a€adido la PPG presenta-
ron algunos de ellos PPG cerca de la membrana plasm…tica y rodeado
de filopodias . La PPG se observƒ como estructuras filamentosas, arrolla-
das electrondensas, y en las c®lulas incubadas para la demostraciƒn de la
fosfatasa …cida se demostrƒ producto de reacciƒn asociado a dicho ma-
terial (Fig . 1). Otros macrƒfagos conten„an PPG en el interior de vacuolas
sin producto de reacciƒn as„ como vacuolas conteniendo PPG y produc-
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lo de reacciƒn (Fig . 2) . A las tres horas se observaron c®lulas con va-
cuolas abiertas al medio extracelular conteniendo PPG y producto de
reacciƒn (Figs . 3 y 4), no observ…ndose la ruptura de los bordes mem-
branosos que pudiera falsear la interpretaciƒn morfolƒgica .

39

Fig. 2. Macrƒfago peritoneal una hora despu®s de la exposiciƒn a la preparaciƒn
de pared de estreptococo . Se observa PPG y producto de reacciƒn (flecha) en

varios fagolisosomas . 7,846 x .

Fig. 3 . Macrƒfago peritoneal tres horas despu®s de 1'a exposiciƒn a PPG. Se observa
un fagolisosoma abierto con PPG y producto de reacciƒn (flecha) en medio extra-

celular. 2,307 x.
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Fig. 4 . Macrƒfago peritoneal tres horas despu®s de la exposiciƒn a PPG . Se observa
un fagolisosoma abierto conteniendo PPG y producto de reacciƒn en forma de

numerosos gr…nulos. 14,769 x.

DISCUSION

La liberaciƒn extracelular de enzimas lisosomales es indispensable para
que se produzca da€o tisular, mediado por hidrolasas lisosomales . Va-
rios modelos experimentales se han utilizado para estudiar la inflama-
ciƒn crƒnica inducida por estreptococo A. (Ginsburg, 1972) . La PPG al
ser inyectada subcut…neamente en conejos produce lesiones granuloma-
rosas crƒnicas recurrentes (Ohanian y Schwab, 1967) tambi®n son capa-
ces de inducir lesiones semejantes a la fiebre reum…tica en corazones de
ratones(Ohanian y cols., 1969) y conejos (Rickles y cols., 1969), adem…s
causan poliartritis severas en ratas (Cromartie y cols., 1968). Davies
y cols ., (1974b) encontraron que PPG a concentraciones no tƒxicas cuan-
do son a€adidas a cultivos de macrƒfagos peritoneales durante 24 horas
inducen un incremento del tama€o de estas c®lulas, acompa€ado de un
aumento significativo de la actividad intracelular de varias enzimas liso-
somales y de la LDH, as„ como una liberaciƒn selectiva de parte de las
enzimas lisosomales al medio extracelular . Ellos no aportaron eviden-
cias ultraestructurales de este fenƒmeno .



LIBERACION ENZIMAS LISOSOMALES

	

41

Nuestros resultados exporimentales confirman los hallazgos bioquimi-
cos reportados por Davies y cols . (1974 b) evidenciado ya a la tercera
hora de anadida la PPG on aumento significativo en el medio extrace-
lular de las dos enzimas lisosomales estudiadas sin incremento de la
LDH. Tambien nuestros experimentos aportan datos ultraestructurales
sobre el mecanismo de la exocitosis selectiva de enzimas lisosomales
inducida por PPG en cultivos de macrofagos. Las fotos obtenidas
demuestran vacuolas que contienen producto de reaction de fosfatasa
acida y PPG abiertas al medio extracelular . Estas celulas mantenian
integridad ultraestructural . Nuestros resultados pueden deberse a que
macrofagos que han fagocitado PPG mantienen abierta al medio extra-
celular la vacuola que contiene la PPG despues que se ha fusionado con
un lisosoma, tambien es posible que en on lisosoma secundario que
contiene PPG al unirse a una nueva vacuola fagocitica vierta al medio
extracelular parte del contenido enzimatico ; por ultimo, es tambien po-
sible que la PPG acttie sobre la membrana lisosomal determinando que
se fusione con la membrana plasmatica .

Los experimentos que hemos realizado no nos permiten determinar ine-
quivocamente si una de estas alternativas prima sobre las demas o si
ocurren varias de ellas al unisono . Nuestros resultados nos permiten
demostrar que no se trata de movimiento de lisosomas primaries hasta
fusionarse con la membrana plasmatica como en el caso del modelo
empleado por Hawkins y Peelers (1971), al estudiar la exocitosis selec-
tiva de enzimas lisosomales en polimorfonucleares ni que la liberation
enzimatica obtenida es consecuencia de muerte celular .
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