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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. Qur 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 liberacion selectiva de enzimas lisosomales in vitro en
macréfagos peritoneales ha sido demostrada en los ultimos afios. Me-
diante el uso de la reaccidn citoquimica para la fosfatasa 4cida se pudo
demostrar la Iiberacidon selectiva de enzimas lisosomales en macrofa-
gos los cuales presentaron fagolisosomas ablertos con producio de
reaccidn extracelular estrechamente asociado a la membrana plasma-
tica. Nuestros resultados mostraron gque los macréfagos peritoncales
expuestos a pared de estreptococo grupoe A (PPG) liberan selectiva-
mente sus enzimas lisosomales siendo esta minima una hora después
de Ia fagocitosis y evidente 3 horas después.

INTRODUCCION

La capacidad de algunos tipos de células para liberar selectivamente sus
enzimas lisosomales ha sido observada en situaciones fisiolégicas y pato-
légicas. La remodelacién ésea inducida por la hormona paratiroidea
(Vaes, 1969) es un ejemplo de liberacién extracelular fisiologica v la
liberacién de grandes cantidades de proteasa acida en cultivos de rudi-
mentos 6seos tratados con antisuero v complemento (Dingle y cols., 1969)
es un ejemplo de liberacién patolégica.
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Ha sido demostrada por métodos biogquimicos la exocitosis selectiva
de hidrolasas lisosomales en cultivos de macréfagos tratados con zimo-
zan (Weissman y cols., 1971), inmunocomplejos (Cardella y cols., 1974},
asbestos (Davies v cols., 1974a) y preparaciones de estreptococo (Davies
y cols., 1974b). En neutréfilos se han presentado varias evidencias mor-
foldgicas de exocitosis {Henson, 1971; Hawkins v Peeters, 1971), mien-
tras que s6lo conocemos de un reporte ultraestructural sobre exocitosis
en macrofagos alveolares (Ackermaw y Beebe, 1974) expuestos a zimo-
z4n, no habiéndose realizado en este estudio ninguna demostracion ci-
toquimica que permita una mejor visualizacién de dicho proceso.

El objetivo de este trabajo es presentar evidencias morfolégicas y cito-
quimicas de la exocitosis selectiva de enzimas lisosomales inducida por
preparaciones de pared de estreptococo con determinaciones bioquimi-
cas realizadas en cultivos paralelos.

MATERTIALES Y METODOS

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

Obtencién y cultivos de macréfagos. Se emple6 el mismo procedimien-
to que hemos reportado anteriormente (Finlay y cols., 1975) con algunas
modificaciones. La cavidad peritoneal de ratones muertos por inhala-
cién de cloroformo se lavéd con medio 199 (Burroughs Wellcome) con-
teniendo antibiéticos y heparina. Se depositaron 5 ml del liquido colec-
tado en cada placa de Petri. Después de incubarlos a 37 grados C en
atmésfera al 5% de Co: durante unas 18 horas, se aspiré el medio de
cultivo lavandose la capa de células con solucién salina y antibiéticos.
Después de 24 horas de incubacién se aspiré el medio y se afiadié medio
de igual composicién, conteniendo también 25 ug.ml? de PPG, 24 ho-
ras mas tarde se terminé el experimento. aspirando el medio de cultivo
lavando la capa de células con CINa 0.85% vy procesando las células para
microscopia clectréonica o determinaciones enziméticas.

Determinaciones enzimdticas. Se realizaron determinaciones enzimati-
cas al medio de cultivo de cada placa ‘de-Petri y al homogeneizado celu-
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Iar obtenido, afadiendo a las placas una solucién de CINa 0.85% con-
teniendo tritén X-100 al 0.1% y posteriormente se rasparon com un tapén
de goma de silicén. Las determinaciones se efectuaron en condiciones
que permitieron la liberacién lineal de los productos de la reaccién con
respecto al tiempo de incubacion y a la cantidad de muestra empleada.

La actividad de la B galactosidasa (B Gal} se determind por el método
de Conchie y cols. (71959). El substrato empleado fue el P-Nitrofenil B-D
Galactopiranosido {Koch Ligth). La actividad de la N-Acetil B-D Gluco-
saminidasa (N. Ac. Glu) se determiné por el método de Woolen y cols.
1961). El subtrato utilizado fue P-Nitrofenil-2 Acetamido-2 desoxy-B-D-
Glucopiranédsido {(Koch Light) disuelto en tampén citrado 0.1 M. En
ambos casos expresamos la actividad en nM de producto liberado
h placa™.

Los tiempos de incubacién y demdas condiciones fueron similares a las
empleadas anteriormente (Finlay v cols., 1975). '

La actividad de la deshidrogenasa lactica (LDH) se determiné midiendo
la velocidad de oxidacién del nicotinamida adenindinucleético 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 enzimaticas se
utilizaron 4 placas de Petri por concentracién de PPG.

Preparacion de pared de estreptococo (PPG). La preparacién de pared
de estreptococo nos fue suministrado por Davies preparada segun el mé-
todo descrito por Schwab (7965).

Andlisis estadistico. Se expresaron los resultados por las medias y la des-
viacion standard de cada grupo. Se utilizo el test “t” de student previa
comprobaciéon de homogeneidad de las varianzas para buscar las dife-
rencias significativas entre los grupos.

Estudio al M.E. de los macrdfagos. De cada tiempo de incubacién se to-
maron 2 placas de Petri y las células adheridas al vidrio fueron lavadas
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una vez con solucién salina fisiclogica a 37 grados C, se fijaron inme-
diatamente en Glutaraldehido al 2.5% en tampén cacodilato 0.1 M duran-
te una hora a 4°C. Después de lavarse durante una noche las cé-
lulas fueron desprendidas mecénicamente con un tapén de goma sili-
conada y centrifugadas a 2,500 r.p.m. durante 15 minutos. Después de
obtenido el pellet se dividié en dos porciones, una de ellas se post-fijo
en 0,0, al 1% en tampon cacodilato durante 30 minutos a 4°C.
Después de lavados en tampdn cacodilato se sometieron a un baflo de
uranilo al 0.5% en tampoén veronal-Acetato pH 5 a temperatura ambien-
te durante 30 a 45 minutos, se lavaron rapidamente en sucrosa fria al
7.5% (tres lavados), se deshidrataron pasiandose por concentraciones
crecientes de alcohol etilico v luego en 6xido de propileno incluyéndose
finalmente en epén 812 (Luft, 1961).

Demostracion de la fostatasa dcida para M.E. de los macrofagos.

La otra porcién del pellet correspondiente a cada tiempo de incubacion
fue fijada en Glutaraldehido al 2.5% c¢n tampén cacodilato 0.1 M du-
rante una hora a 4°C. Se lavaron durante una noche en tampédn
cacodilato v se incubaron con el medio de Novikoff (Cytidine 5’mono-
phosphate, CMP) con sucrosa al 5% durante una hora (Novikoff, 1963).
Se lavaron tres veces en sucrosa fria al 7.5%, se post-fijaron en tetraéxi-
do de osmio al 1% en tampodn cacedilato durante 30 minutos v se lava-
ron varias veces en sucrosa fria al 7.57. Seguidamente se sometieron
a un bafio de uranio al 0.5% en tampén Veronal-Acetato pH 5 a tem-
peratura ambiente durante 30 a 45 minutos, se lavaron rapidamente
en sucrosa fria al 7.5% (ires lavados), se deshidrataron pasandose por
concentraciones crecientes de alcohol etilico, ¢xido de propileno, e in-
cluyéndose finalmente en epdén 812 (Luft, 1961).

Todos los bloques fueron cortados en un ultramicrétomo LKB ULtro-
tome III montindose secciones plateadas sobre rejillas de 400 mesh
sin membrana soporte. El post-contraste se realizé con Uranil Acetato
saturado en alcohol metilico y posteriormente en Citrato de Plomo se-
giin Reynolds (1963) y las muestras fueron observadas en un microsco-
pio electrénico Hitachi HS-7.
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RESULTADOS

Determinaciones enzimdiicas, Las dos enzimas lisosomales estudiadas
se incrementaron significativamente (P<0.001) en el medio extracelular
a las dos horas de haberse afadido a los cultivos 25 ug.ml™ la PPG, y el
incremento fue mayor a la tercera hora.

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

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

TABLA I
N-Acetil Deshidrogenasa
Tiempo B Galactosidasa 8-D Glucosaminidasa Lactica
el '
horas Células Medio Células Medio - Células  Medio
0 571+199 0 1059.14+183.60 893+ 0 136.09+1342 - 0O
1 14.36£2.09* 0] 13281131595 89.28+ 1546% 169.33=33.24 o

2 595x1.53 263x0.83% 12142857353 22748+ 5843* 1503442215

e B =)

3 7324597 14.36+673% 98995+201.34 58928+13736* 148751507

Actividad enzimdtica de macrdfagos cultivados en presencia de preparacidon de
pared de estreptococo A. Se le anadieron 23 ug. ml-1 de PPG a cultivos de 24 horas
de macréfagos peritoneales de ratones. A pariir de entonces vy cada hora después
se sacaron 4 placas para determinaciones enzimaticas. 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 despuéds de restar
a cada medio la actividad de los medios dé cultivo incubados en iguales condicio-
nes sin células.

* P <0001
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Estudio Ultraestruciural. Las células lavadas y fijadas inmediatamente
después de la adicion de PPG no presentaron ninguna evidencia de fa-
gocitosis. Estos macréfagos cultivados durante 48 horas presentaron un
miicleo irregular con la cromatina rechazada hacia la membrana nuclear.
El citoplasma abundante mostré un nimero variable de filopodias, mito-
condrias variables en niumero y tamafio, un aparato de Golgi desarrolla-
do, centriolos, granulos densos de diversos tamafios v algunos cuerpos
translicidos (semejantes a vacuolas conteniendo lipidos). El reticulo
endoplasmatico rugoso se observé como canales de luz estrecha siendo
muy escaso en la mayoria de las células.

Fig. 1. Macrofago peritoneal una hora después de la exposicidn a la preparacion
de pared de esireptococo. Sc observa PPG (flecha) cerca de la membrana plas-
madtica rodeada de Ja misma, 7,846 x.

Los macrofagos fijados a la hora de haberse anadido la PPG presenta-
ron algunos de ellos PPG cerca de la membrana plasmatica y rodeado
de filopodias. La PPG se observé como estructuras filamentosas, arrolla-
das clectrondensas, y en las células incubadas para la demostracion de la
fosfatasa acida se demostiré producto de reaccién asociado a dicho ma-
terial (Fig. 1). Otros macrofagos contenian PPG en el interior de vacuolas
sin producto de reaccién asi como vacuolas conteniendo PPG y produc-



LIBERACION ENZIMAS LISOSOMALES 39

to de reaccion (Fig. 2). A las tres horas se observaron células con va-
cuolas abiertas al medio extracelular conteniendo PPG y producto de
reaccion (Figs. 3 v 4), no observandose la ruptura de los bordes mem-
branosos que pudiera falsear la interpretacién morfoldgica.

Fig. 2. Macrdfago peritoneal una hora después de la exposicidn a la preparacidn
de pared de estreptococo. Se observa PPG v producto de reaccion (flecha) en
varios fagolisosomas. 7,846 x.

Fig. 3. Macréfago peritoneal tres horas después de Ia exposicién a PPG. Se observa
un fagolisosoma abierto con PPG y producto de reaccién (flecha) en medio exira-
celular, 2,307 x.



40 T. MOISES Y C. FINLAY

Bl

Fig. 4, Macréfago peritoneal tres horas después de la exposicién a PPG. Se observa
un fagolisosoma abierto conteniendo PPG y producto de reaccién en forma de
numerosos granulos. 14,769 x.

DISCUSION

La liberacién extracelular de enzimas lisosomales es indispensable para
que se produzca dafio tisular, mediado por hidrolasas lisosomales. Va-
rios modelos experimentales se han utilizado para estudiar la inflama-
cién crénica inducida por estreptococo A. (Ginsburg, 1972). La PPG al
ser inyectada subcutdneamente en conejos produce lesiones granuloma-
tosas crénicas recurrentes (Qhanian y Schwab, 1967) también son capa-
ces de inducir lesiones semejantes a la fiebre reumadtica en corazones de
ratones(Ohanian vy cols., 1969} y conejos (Rickles y cols., 1969), ademas
causan poliartritis severas en ratas (Cromartie v cols., 1968). Davies
y cols., (1974b} encontraron que PPG a concentraciones no téxicas cuan-
do son afiadidas a cultivos de macréfagos peritoneales durante 24 horas
inducen un incremento del tamafio de estas células, acompafiado de un
aumento significativo de la actividad intracelular de varias enzimas liso-
somales y de la LDH, asi como una liberacién selectiva de parte de las
enzimas lisosomales al medio extracelular. Ellos no aportaron eviden-
cias ultraestructurales de este fendmeno.
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Nuestros resultados expcrimentales confirman los hallazgos bioguimi-
cos reportados por Davies y cols. (1974 b) evidenciado va a la tercera
hora de afiadida la PPG un aumento significativo en el medio extrace-
Iular de las dos enzimas lisosomales estudiadas sin incremento de la
LDH. También 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 reaccion de fosfatasa
acida y PPG abiertas al medio extracelular. Estas células mantenian
integridad ultraestructural. Nuestros resultados pueden deberse a que
macréfagos que han fagocitado PPG mantienen abierta al medio extra-
celular la vacuola que contiene la PPG después que se ha fusionado con
un lisosoma, también es posible que en un lisosoma secundario que
contiene PPG al unirse a una nueva vacuola fagocitica vierta al medio
extracelular parte del contenido enzimatico; por udltimo, es también po-
sible que la PPG actie sobre la membrana lisosomal determinando que
se fusione con la membrana plasmatica.

o

Los experimentos que hemos realizado no nos permiten determinar ine-
quivocamente si una de estas alternativas prima sobre las demds o si
ocurren varias de ellas al unisono. Nuestros resultados nos permiten
demostrar que no se trata de movimiento de lisosomas primarios hasta
fusionarse con la membrana plasmdtica como en el caso del modelo
empleado por Hawkins y Peeters (/971), al estudiar la exocitosis selec-
tiva de enzimas lisosomales en polimorfonucleares ni que la liberacién
enzimdatica obtenida es consecuencia de muerte celular.

REFERENCIAS

ACKERMAN N. R. anp Beepe J. R. Release of Lysosomal Enzymes by Alveolar Mo-
nonuclear Cells. Naifure, 247, 475, 1974.

CarpeLra C. J., Davies P. anp Arcyson A. C. Immune complex induce selective re-
lease of lysosomal hydrolases from macrophages. Nafure, 247, 46, 1974,

ConcHIE J., Fanpay J. anp Levy G. A, Mammalian' glycosidase:; distribution in the
body. Biochem J., 17, 318, 1959.

CrOMARTIE W. J., CRADDOCK J; E. anD Scitwag J. H. Production of chronic arthritis
in rats with group A streptococcal cellular components, Fed. Proc. 27, 471, 1968.



LEBERACION ENZIMAS LISOSOMALES 41

Nuestros resultados expcrimentales confirman los hallazgos bioguimi-
cos reportados por Davies y cols. (1974 b) evidenciado va a la tercera
hora de afiadida la PPG un aumento significativo en el medio extrace-
Iular de las dos enzimas lisosomales estudiadas sin incremento de la
LDH. También 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 reaccion de fosfatasa
acida y PPG abiertas al medio extracelular. Estas células mantenian
integridad ultraestructural. Nuestros resultados pueden deberse a que
macréfagos que han fagocitado PPG mantienen abierta al medio extra-
celular la vacuola que contiene la PPG después que se ha fusionado con
un lisosoma, también es posible que en un lisosoma secundario que
contiene PPG al unirse a una nueva vacuola fagocitica vierta al medio
extracelular parte del contenido enzimatico; por udltimo, es también po-
sible que la PPG actie sobre la membrana lisosomal determinando que
se fusione con la membrana plasmatica.

o

Los experimentos que hemos realizado no nos permiten determinar ine-
quivocamente si una de estas alternativas prima sobre las demds o si
ocurren varias de ellas al unisono. Nuestros resultados nos permiten
demostrar que no se trata de movimiento de lisosomas primarios hasta
fusionarse con la membrana plasmdtica como en el caso del modelo
empleado por Hawkins y Peeters (/971), al estudiar la exocitosis selec-
tiva de enzimas lisosomales en polimorfonucleares ni que la liberacién
enzimdatica obtenida es consecuencia de muerte celular.

REFERENCIAS

ACKERMAN N. R. anp Beepe J. R. Release of Lysosomal Enzymes by Alveolar Mo-
nonuclear Cells. Naifure, 247, 475, 1974.

CarpeLra C. J., Davies P. anp Arcyson A. C. Immune complex induce selective re-
lease of lysosomal hydrolases from macrophages. Nafure, 247, 46, 1974,

ConcHIE J., Fanpay J. anp Levy G. A, Mammalian' glycosidase:; distribution in the
body. Biochem J., 17, 318, 1959.

CrOMARTIE W. J., CRADDOCK J; E. anD Scitwag J. H. Production of chronic arthritis
in rats with group A streptococcal cellular components, Fed. Proc. 27, 471, 1968.



42 T. MOISES ¥ C. FINLAY

Davies P. C., ALLisoN A. C., ACKERMAN J., BUTTERFIELD A, aND WILL1aMSs S. Asbestos
induces selective release of lysosomal enzymes from mononuclear phagocyies.
Nature, 251, 423, 1974.

Davies P., Page R. C. ALLisoN A. C. Changes in cellular enzyme levels and extra-
cellular release of lysosomal hydrolases in macrophages exposed to group A
estreptococcal cell wall substance. J. Exp. Med., 139, 1262,_1974.

DinGLE J. T., FriL H. B., anp Gravert A, M. Endocytosis of sugars in embryonic
skeletel tissues in organ culture. IV. Lysosomal and other biochemical effects:
general discusion. J. Cell. Sci,, 4, 139, 1969.

FinLay C., Daviegs P., ArpisoN 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.

GINSBURG 1. Meéhanism of cell and tissue injury induced by Group A. Streptococci.
Relation to post streptococcal sequelae. J. Infect. Dis., 126, 294, 1972,

HawxiNs D. anp PeeTERs S. The response of polymorphonuclear leukocytes to im-
mune complexes in vitro. Lab. Invesi, 24, 483, 1971,

Henson P. M. The immunologic release of constituents from neutrophil leukocytes.
II Mechanism of release during phagocytosis and adherence to nonphagocyt-
able surface, J. Imnunol.,, 107, 1547, 1971.

Luer J. K. Immprovements in epoxy resin embedding methods. J. Biophys. Biochem.
Cytol., 9, 409, 1961.

NovIKorF A. B. Lysosomes in the physiology and pathology of cells: Contributions
of staining methods. In Ciba Foundation Symposium on Lysosomes {De Reuck
A. V. S. and Cameron M. P. eds), Little, Brown and Co., Boston, 36, 1963.

OHaNIAN S. H., ScHwas J. H. anp CRoMARTIE W. J. Relation of rheumatic like

cardiac lesions of the mouse to localization of group A streptococcal Cell Walls.
J. Exp. Med., 129, 37, 1969.

OHANTAN S, H. anp ScHwae J. H. Persistence of group A streptococcal cell walls
related to chronic inflammation .of rabbit dermal connective tissue. J. Exp.
Med., 115, 1137, 1967.

ReynoLps E. 8. The use of lead citrate at high pH as an electron opaque stain in
eleciron microscopy. . Cell, Biol, 17, 208, 1963.

RICKLES N, ZILBERSTEIN 7., Kravs 8., Arap G., KaUFSTEIN M., aNp GINSBURG I. Per-
sistence of Group A streptococci labeled with fluorescence isothiocyanate in
inflammatory sites in the heart and muscle of mice and rabbits. Proc. Soc.
Exp. Biol. Med., 131, 525, 1969.

Scawas J. H. Biological properties of streptococcal cell wall particles. 1. Determina-
tion of the chronic nodular lesion of connective iissue. J. Bacteriol., 90, 1405,
1965.



LIBERACION ENZIMAS LISOSOMALES 43

Vaes G. Lysosomes and the cellular physioclogy of bone resorption In Lysosomes
in Biology and Pathology J. T. Dingle and H. B. Fell editors. North Holland.

Pub. Co. I.: 217, 1969.

WEISSMANN G., ZUrier R. B.., SpieLer P. J. anp Cowpstein I, R. Mechanism of Lyso-
somal enzyme release from leukocytes expose to immune complexes and other
particles. J. Exp. Med., 134, 149, 1971.

WooLeN J. W., HEYWORTH AND WaLker P, G, Studies on glucosaminidasa and N-Acetyl-
B-Galactosaminidasa. Biochem, J., 78, 111, 1961.





