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ABSTRACT. Bagasse powder induces selective release of three acid
hvdrolases: B-galactosidase, catepsin D and N-Acetyl g-D-glucosaminidasc
when added to rabbit alveolar macrophage cultures 200 and 400 pg ml-
of bagassc powder induce exocitosis of lyvsosomal enzymes in 24 hours
culturcs. The results presented in this paper could be relevant to the
pathogeny of bagassosis.

RESUMEN. Macrdfagos alveolares de conejo fueron cultivados en pre-
sencia de diferentes concentraciones de polvo de bagazo durante 24 y
48 horas. Estas células a las 24 horas liberan selectivamente enzimas Ii-
sosomales cuando las concentraciones del polve fueron 200 y 400 pg ml-1;
a las 48 horas concentracioncs de 100 y 200 pg ml-! causan muerte
celular. Las cnzimas estudiadas fucron catepsina D, N-Acetil-8-D-glucosa-
minidasa v S-galactosidasa. La deshidrogenasa lactica se utilizd como
marcador citoplasmadtico. Estos resultados sugieren que los macréfagos
alveolares pucden ser un factor significativo cn la patogenia de la
bagazosis.

INTRODUCCION

La Bagazousis pertenece al grupo de enfermedades pulmonarcs llamadas
alveolitis alérgicas extrinsecas (Akoun, 1974a, 1974b). Pcpys en trabajos
publicados en 1969 sugirio que cllas son causadas por un fenémeno de
Arthus pulmonar. La histologia de las lesiones de la bagazosis tanto
humana (Buechner, 1967) como experimental (Smetana y cols., 1962;
Gerstl v cols. 1949) no rcfuerzan esta hipdtesis. En ambos casos la
lIesion fundamental ¢s una neumonia intersticial difusa con predominio
de células mononucleares y muy escasos polimorfonucleares.
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A_partic de 1971 se han bublicado trabajos demostrando que tanto ios
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sin P.B. y placas con medio sin células ni P.B. Para los controles y cada
concentracién de P.B. se emplearon 4 placas. Terminamos el experimento
aspirando el medio de cultivo, lavamos la capa celular con 4 ml de NaCl
0,9% a 37°C, le afiadimos 2,5 ml de NaCl 0,9% con Triton x-100 y albu-
mina bovina, ambos a concentracién final de 0,1%.

Desprendimos las células con ayuda de un tapén de goma de silicon.
Realizamos determinaciones enziméticas al medio de cultivos y al homo-
geneizado celular de cada placa.

Utilizamos polvo de bagazo recogido de una fédbrica de papel a partir
de bagazo que nos fue gentilmente suministrado por la Lic. Dalia Rojas.
Tamizamos el polvo hasta obtener particulas de menos de 38 pm. En
cada experimento utilizamos P.B. previamente esterilizado por autoclave.
Momentos antes de afiadirse a los cultivos los suspendimos en 10 ml de
M-199 y los sonicamos a 1,8 amperes durante 3 minutos en un soni-
cador M.S.E.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

Los substratos fueron adquiridos en Koch-Light o Sigma. Las técnicas
enzimaticas empleadas fueron las siguientes: '

Deshidrogenasa lactica (L.D.H.) E.C. 1.1.1. 27.

Determinamos la velocidad de oxidaciéon del nicotinamida adenin-dinu-
cleétido reducido a 340 nm, siguiendo exactamente las instrucciones del

Biochemical LDH test combination de la Boheringer.
Expresamos los resultados en mU - placa™.

B galactosidasa (Bgal) E.C. 3.2.1.23. Determinamos su actividad por el
método de Conchie y cols., (1959). El substrato empleado fue el p-nitro-
fenil-3-D-galactopiranésido.

N-Acetil B-D-glucosaminidasa (N.Ac. Glu) E.C. 3.2.1.30 empleamos el

" método de Woolen y cols. (1961). El substrato utilizado fue p-nitrofenil-
2-acetamido-2-deoxy-B-D-Glucopiranosido disuelto en tampén citrato 0,1 M.

En ambos casos expresamos la actividad en nm de producto liberado
hr.placa™. Los tiempos de incubaciéon y demds condiciones fueron los
mismos empleados por Finlay y cols., (1975).

Catepsina-D, utilizamos el método de Anson, (7937). I.a unidad empleada
corresponde a la cantidad de enzima que liberan en una hora, una can-
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tidad de oligopéptidos, acidos solubles que dan por el método de Lowry
una intensidad de color equivalente a un pg de Albumina bovina.

Analisis estadisticos.— Se expresan los resultados por la media y la
desviacién standard de cada grupo.

Se utilizd el test “t” de Student previa comprobacién de homogeneidad
en las varianzas.

RESULTADOS

Obtuvimos y cultivamos los macréfagos alveolares como describimos en
materiales y métodos. Después de lavar las placas afiadimos tres con-
centraciones diferentes de polvo de bagazo: 100, 200 v 400 pg-ml?; 24 y
48 horas después terminamos los experimentos. Las determinaciones de
LDH se realizaron el mismo dia, el resto de las determinaciones enzima-
ticas se realizaron en los cuatro siguientes dias a la terminacién de los
experimentos.

TABLA I

Accion de diferentes conceniraciones de polvo de bagazo (P.B.)
sobre los cultivos de macrdfagos alveolares de conejo

Tiempo Concentracion
de cultivo de P.B.
(horas) (pg - ml-1) Act. en células Act. en medio
24 0 126.5 = 10.35 379 =27
100 1084 = 834+ 39.24 + 327
200 1044 + 3.65* 3929+ 324
400 854+ 365 36.13 =248
48 0 120.2 = 26.3 234 +12
100 77.0 = 10.5+ 379 +9.6+
200 639+ 57* 63.6 +=5.2**

La actividad de la LDH, un marcador citoplasmatico se expresa tanto en el medio
como en las células por mU placa-1. Los resultados corresponden a la media v a la
desviacién standard de cada grupo de 4 placas. El test de “t” se refiere a cada
concentracion de P.B. comparada con el control a cada tiempo de cultivo. Estos

resultados corresponden a un experimento.

+ P 0.02; ++ P < 0.025;

* P < 0.001

** P < 0.001
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experimentos. Las muestras de los homogeneizados celulares y del medio
se mantuvieron durante todo el tiempo a 4°C. Presentamos en este trabajo
los resultados obtenidos en un experimento. Iguales resultados se obtu-
vieron en tres experimentos.

La actividad de las tres enzimas lisosomales estudiadas se incrementa
significativamente en los medios de 24 horas, de los cultivos suplemen-
tados con P.B. a las concentraciones de 200 y 400 pg - ml '. A la concentra-
cion de 100 pg - ml! se incrementd significativamente la actividad de la 8
gal (Fig. 1) (P < 0,001) y catepsina D {Fig. 2) (P < 0,02). La N - AcGlu (Ta-
bla I) a 100 pg - ml™ incrementd su actividad pero no significativamente.
La actividad de la LDH en el medio de estos cultivos no se incrementan,
lo que indica liberacién selectiva de enzimas lisosomales al medio de
cultivo. A las 48 horas incrementa a 100 y 200 pg-ml' pero también a
esas concentraciones incrementa la actividad de la LDH en el medio
(P <0025 y P < 0,001 respectivamente) evidenciando muerte celular.
Davies y cols.,, {1974) también reportaron muerte celular al cultivar
macréfagos con fibras de asbestos durante 48 horas. Es posible que
estas células carentes de suero sean mas suscepiibles a la accidn
toxica de las particulas. La actividad de la catepsina D en las células
disminuye en los cultivos con 200 vy 400 wg-ml' de P.B. (P < 0,001) v a
iguales concentraciones también disminuye la 28 gal celular (P < 0,025
y P < 0,01 respectivamente). La actividad de la N. AcGlu celular no
varia a ninguna de las concentraciones estudiadas en los cultivos de
24 horas. También la actividad de la LDH celular disminuve significa-
tivamente en todas las concentraciones de polvo de bagazo. Sin embargo
sélo en cultivos de 48 horas es acompafiada de un incremento extra-
celular,

Las observaciones morfoldgicas de los cultivos demuestran que las cé-
lulas sometidas a la accidn del polvo de bagazo se redondean mas que
los controles y aumentan el nimero de vacuolas zl incrementarse la
concentracion de polvo empleada. Estos datos, no incluidos en el pre-
sente trabajo, seran publicados préximamente (Finlay y Sarracent en
preparacién).

DISCUSION
En las mds recientes revisiones sobre las alveolitis alérgicas extrinsecas

(Morgan, 1974; Banaszak y Thiede 1974; Akoun 1974b) se le asigna un
papel determinante en la patogénesis de la enfermedad al Termoactino-
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mices vulgaris. Esto se debe a los hallazgos de Salvaggio y cols., (1969}
que demostraron precipitinas en el suero de pacientes contra extractos
de T. vulgaris; también Hearn y cols., (1968) enconlraron que pacientes
con bagazosis sometidos a la inhalacién de extracto de T. vulgaris pre-
sentaban reacciones sistémicas y pulmonares pocas horas después de
aspirar el extracto. Ningunoc de estos investigadores sugieren participa-
cién de los macrdfagos alveolares en la patogenia de este grupo de enfer-
medades. Allison y Davies, (/974) valoran esta posibilidad, aunque sin
aportar datos experimentales.

TABLA II

Efecto de diferentes concentraciones de polvo de bagazo (P.B.)
sobre la liberacion selectiva de N-Acetyl-8-D. glucosaminidasa.
Macréfagos alveolares de conejo cultivados a diferentes tiempos

Tiecmpo Concentracion
de cultivo de P.B.
(horas) {ng - ml-1) Act. en células Act. en medio
24 0 18888 +2119.2 720.8 = 1475
100 18485.9 = 1819.1 95311529
200 18180.3 = 1370.8 2050.8 = 172.0**
400 16680.3 = 2163.0 3555.5 = 222.0%*
48 0 16833.4 + 3155.3 930.1 == 2459
100 16249.8 = 481.1 2040.3 + 367.0%*
200 11180.4 =+ 1593.6** 4317.1 = 427 4%

El test de “t” se refiere a cada concentracidn de P.B. comparada con el control de
un tiempo de incubacion. Los resultados corresponden a un experimento. Emplea-
mos cuatro placas para cada concentracién de P.B. Los resultados corresponden
a la media y la desviacion standard.

5 P < 0.001

Nuestros resultados demuestran que macréfagos alveolares de conejo, in
vitro, son capaces en presencia de polvo de bagazo a concentraciones
superiores a 100 pg . ml?, de exocitar selectivamente una proporcion sig-
nificativa dc sus enzimas lisosomales. Hemos cvidenciado que tres hidro-
lasas acidas se comportan de igual forma. Las particulas de polve utili-
zadas no tenian un diametro homogéneo. Nuestros métodos de separacion
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s6lo nos permitieron emplear particulas con iamafio promedio inferior
a 38 pm. Es posible que de haber utilizado particulas de tamafio promedio
inferior a 15 ym hubiéramos obtenido una mayor liberacién de enzimas
lisosomales y evidenciarla a menores concentraciones de polvo. En tra-
bajos reportados anteriormente (Swietana y cols.,, 1962) se ha logrado
reproducir experimentalmente la enfermedad con particulas de polvo de
tamaflu igual o algo mayores a las empleadas por nosotros.

Las células sometidas a la accién del polvo de bagazo se redondean v
vacuolizan, estos cambios se incrementan al aumentar la concentracién
del polvo. La morfologia de cstas células nos sugiere que los macrofagos
han fagocitado las particulas de polvo.

La ausencia de suero en el medio de cultivo elimina la posibilidad de
que ¢l sistema del complemento intervenga en la exocitosis que hemos
demostrado. Las concentraciones de polvo de bagazo utilizadas por no-
sotros y otras todavia mayores, no hemolizan los glébulos rojos de car-
nero, (observacion personal) indicandonos que el contenido en silice es
insuficiente para explicar nuestros resultados. Es por lo tanto posible
sugerir que la fagocitosis de polvo de bagazo per se, induce la exocitosis
de enzimas lisosomales. Este hecho pudiera tener importancia en la pato-
genia de la bagazosis. En estos momentos estamos realizando experi-
mentos para determinar el comportamiento en nuestro sistema de dis-
tintas fracciones de polvo de bagazo esterilizadas por auto clave, con el
objetivo de conocer si la facultad de inducir exocitosis reside en alguna
de ellas. Ademds, por ser nucstro modelo experimental sencillo inicia-
mos trabajos encaminados a estudiar este fenémeno en animales de expe-
rimentacién pucs el resultado de cstos trabajos pudicra ser util en la
prevencion de esta enfecrmedad, al aportar datos sobre la ctiologia de la
enfermedad y el tipo de particu'a que la causa.
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Grafico 1. Accién de diferentes concentraciones de polvo de bagazo (P.B.) sobre

la liberacion selectiva de galactosidasa. Macrofagos alveolares de conejo cultivados

durante 24 horas. Actividad ¢n células — — — — — v cn medio . Cada

punto expresa la media de 4 placas a cada una de las cuales se le hizo una deter-

minacién, y la barra su desviacién standard. Estos resultados corresponden a un
experimento,
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Grafico 2. Accidn de diferentes concentraciones de polve de bagazo scbre la libe-
racién selectiva de catepsina D, Macrofagos alveolares de conejo cultivades du-
rante 24 horas. Las barras claras representan la media de la actividad de Ias
células de 4 placas a cada una de las cuales se le hizo una determinacién con su
correspondiente desviacion standard y las oscuras la media de la actividad en ei
medio de las mismas cuatro placas con sus correspondientes desviaciones standard.
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