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ABSTRACT. Bagasse powder induces selective release of three acid
hydrolases : Fs-galactosidase, catepsin D and N-Acetyl il-D-glucosaminidasc
when added to rabbit alveolar macrophage cultures 200 and 400 gg ml - '
of bagasse powder induce exocitosis of lysosomal enzymes in 24 hours
cultures . The results presented in this paper could be relevant to the
pathogeny of bagassosis .

RESUMEN. Macrófagos 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 ti-
sosomales cuando las concentraciones de] polvo fueron 200 y 400 gg ml - r ;
a las 48 horas concentraciones de 100 y 200 gg ml -r causan muerte
celular . Las enzimas estudiadas fueron catepsina D, N-Acetil-Fs-D-glucosa-
minidasa y R-galactosidasa . La deshidrogenasa láctica se utilizó como
marcador citoplasmático . Estos resultados sugierenn que los macrófagos
alveolares pueden ser un factor significativo en la patogenia de la
hagazosis .

INTRODUCCION

La Bagazosis pertenece al grupo de enfermedades pulmonares llamadas
alveolitis alérgicas extrínsecas (Akoun, 1974a, 1974b) . Pepys en trabajos
publicados en 1969 sugirió que ellas son causadas por un fenómeno de
Arihus pulmonar. La histología de las lesiones de la bagazosis tanto
humana (Buechner, 1967) como experimental (Smetana y cols., 1962;
Gerstl y cols. 1949) no refuerzan esta hipótesis . En ambos casos la
lesión fundamental es una neumonía intersticial difusa con predominio
de células mononucleares y muy escasos polimorfonucleares .
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A partir de 1971 se han publicado trabajos demostrando que tanto los
macrófagos peritoneales (Weissmann y cols. 1971) como los alveolares
(Ackerman y Beeke, 1974) son capaces de liberar selectivamente, al medio
extracelular, enzimas lisosomales al fagocitar partículas digeribles (Car-

della y cols. 1974) o no digeribles (Davie.s y cols. 1974) . Allison Y Davies
(1974), han revisado recientemente las evidencias experimentales que
demuestran que las enzimas lisosomales de las células fagocíticas son
capaces de degradar componentes tisulares .

El objetivo de este trabajo consiste en estudiar "in vitro", la acción del
polvo de bagazo, obtenido de una fábrica que lo utiliza como materia
prima para la fabricación de papel, sobre el aparato vacuolar de macró-
fagos alveolares de conejo .

MATERIALES Y METODOS

Utilizamos conejos de Nueva Zelandia blancos de ambos sexos, peso 2,5
a 3,5 kg ; obtenidos del bioterio del CENIC . Les inyectamos subcutánea-
mente 20 mg de bacilo de Calmette Guerin (B .C.G.) muertos por auto-
clave v liofilizados, en 2 ml . de coadyuvante incompleto de Freund . Tres
semanas después les inyectamos nuevamente B.C.G ., esta vez 5 mgsubcu-
táneo suspendidos en 2 ml de cloruro de sodio (NaC1) al 0,9'; . Cuatro a
siete días después de la segunda inyección, sacrificamos los animales obte-
niendo los macrófagos alveolares siguiendo la técnica descrita por Myrvik
y cols. (1961) . Todos los pasos hasta la siembra de las células se reali-
zaron asépticamente a 4°C . Arrastramos las células intrapulmonares con
NaCl 0,9', adicionado con penicilina 200 u, estreptomicina 200 IAg y

hcparina 10 u . por ml . Centrifugamos el líquido del lavado pulmonar a
800 RPM durante 10 minutos en una centrífuga MiMral 4L. Aspiramos
el sobrenadante, resuspendimos el pellet celular en líquido de igual com-
posición y las lavamos centrifugando y resuspendiendo, en iguales con-
diciones 2 veces . Por último las resuspendimos en un volumen conocido
de medio de cultivo Parker (M-199) conteniendo Penicilina y Estrepto-
micina 100 u y 100 ml ' . Contamos el número de células empleando una
cámara de Neubauer v adicionamos M-199 hasta obtener una concentra-
ción de 300 000 células por ml . Sembramos 5 ml en cada placa de Petri
v las incubamos a 37°C en atmósfera de 5'l de CO, . Al día siguiente
lavamos las placas 4 veces con NaCI 0,9', a 37°C (4 ¡vil por lavado), aña-
diéndoles, después, del último, 5 ml de M-199 con antibióticos y dife-
rentes concentraciones de polvo de bagazo (P .B .) según cl diseño experi-
mental. Cada experimento incluyó placas controles _on células y medio
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sin P.B . y placas con medio sin células ni P .B . Para tos controles y cada
concentración 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 37C, le añadimos 2,5 ml de NaC1 0,9% con Triton x-100 y albú-
mina bovina, ambos a concentración final de 0,1% .

Desprendimos las células con ayuda de un tapón de goma de silicón .
Realizamos determinaciones enzimáticas al medio de cultivos y al homo-
geneizado celular de cada placa .

Utilizamos polvo de bagazo recogido de una fábrica de papel a partir
de bagazo que nos fue gentilmente suministrado por la Lic. Dalia Rojas .
Tamizamos el polvo hasta obtener partículas de menos de 38 pm. En
cada experimento utilizamos P .B. previamente esterilizado por autoclave .
Momentos antes de añadirse 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 analítico .

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

Deshidrogenasa láctica (L.D.H.) E.C. 1 .1 .1 . 27 .

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

Biochemical LDH test combination de la Boheringer .

Expresamos los resultados en mU • placa-' .

/3 galactosidasa (/3gal) 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-galactopiranósido .

N-Acetil /3-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-/ -D-Glucopiranósido disuelto en tampón citrato 0,1 M .

En ambos casos expresamos la actividad en nm de producto liberado
hr1 . placa-'. Los tiempos de incubación y demás condiciones fueron los
mismos empleados por Finlay y cols ., (1975) .

Catepsina-D, utilizamos el método de Anson, (1937) . La unidad empleada
corresponde a la cantidad de enzima que liberan en una hora, una can-
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tidad de oligopóptidos, ícidos solubles que dan por el mótodo de Lowry
una intensidad de color equivalente a un tg de Albémina bovina .

Anílisis estadásticos .- Se expresan los resultados por la media y la
desviaciñn standard de cada grupo .

Se utilizñ el test "t" de Student previa comprobaciñn de homogeneidad
en las varianzas .

RESULTADOS

Obtuvimos y cultivamos los macrñfagos alveolares como describimos en
materiales y mótodos . Despuós de lavar las placas a•adimos tres con-
centraciones diferentes de polvo de bagazo : 100, 200 y 400 °g' ml -' ; 24 y
48 horas despuós terminamos los experimentos . Las determinaciones de
LDH se realizaron el mismo dáa, el resto de las determinaciones enzimí-
ticas se realizaron en los cuatro siguientes dáas a la terminaciñn de los
experimentos .

TABLA I

Acciñn de diferentes concentraciones de polvo de bagazo (P.B.)
sobre los cultivos de macrñfagos alveolares de conejo

La actividad de la LDH, un marcador citoplasmítico se expresa tanto en el medio
como en las cólulas por mU placa-' . Los resultados corresponden a la media y a la
desviaciñn standard de cada grupo de 4 placas . El test de "t" se refiere a cada
concentraciñn de P .B. comparada con el control a cada tiempo de cultivo . Estos
resultados corresponden a un experimento .

P<0.02 ;

	

ü P<0.025 ;

	

* P<0.001

	

** P<0.001

Tiempo
de cultivo
(horas)

Concentraciñn
de P.B .

(°g ú ml-') Act. en cólulas Act. en medio

24 0 126 .5 „ 10.35 37.9 „ 2.7
100 108.4 „ 8.34, 39.24-3.27
200 104.4 „ 3.65* 39.29-3.24
400 85.4- 3.65 36 .13 --„:2.48

48 0 120.2-26 .3 23.4 - 1 .2
100 77.0- 10.5* 37.9 -9.6-
200 63.9 „- 5 .7* 63.6 „ 5.2**
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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 p .g ú ml' . A la concentra-
ciñn de 100 °g ú ml-' se incrementñ significativamente la actividad de la R
gal (Fig . 1) (P < 0,001) y catepsina D (Fig . 2) (P < 0,02) . La N-AcGlu (Ta-
bla I) a 100 °g . ml-' incrementñ su actividad pero no significativamente .
La actividad de la LDH en el medio de estos cultivos no se incrementan,
lo que indica liberaciñn selectiva de enzimas lisosomales al medio de
cultivo. A las 48 horas incrementa a 100 y 200 °g-ml -' pero tambión a
esas concentraciones incrementa la actividad de la LDH en el medio
(P < 0,025 y P < 0,001 respectivamente) evidenciando muerte celular .
Davies y cols., (1974) tambión reportaron muerte celular al cultivar
macrñfagos con fibras de asbestos durante 48 horas . Es posible que
estas cólulas carentes de suero sean mís susceptibles a la acciñn
tñxica de las partáculas . La actividad de la catepsiua D en las cólulas
disminuye en los cultivos con 200 y 400 p .g - m1 ' de P.B . (P < 0,001) y a
iguales concentraciones tambión disminuye la f gal celular (P < 0,025
y P < 0,01 respectivamente) . La actividad de la N. AcGlu celular no
varáa a ninguna de las concentraciones estudiadas en los cultivos de
24 horas. Tambión la actividad de la LDH celular disminuye significa-
tivamente en todas las concentraciones de polvo de bagazo . Sin embargo
sñlo en cultivos de 48 horas es acompa•ada de un incremento extra-
celular .

Las observaciones morfolñgicas de los cultivos demuestran que las có-
lulas sometidas a la acciñn del polvo de bagazo se redondean mís que
los controles y aumentan el némero de vacuolas al incrementarse la
concentraciñn de polvo empleada. Estos datos, no incluidos en el pre-
sente trabajo, serín publicados prñximamente (Finlay y Sarracent en
preparaciñn) .

DISCUSION

En las mís recientes revisiones sobre las alveolitis alórgicas extránsecas
(Morgan, 1974; Banaszak y Thiede 1974 ; Akoun 1974b) se le asigna un
papel determinante en la patogónesis 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; tambión Hearn y cols ., (1968) encontraron que pacientes
con bagazosis sometidos a la inhalaciñn de extracto de T . vulgaris pre-
sentaban reacciones sistómicas y pulmonares pocas horas despuós de
aspirar el extracto . Ninguno de estos investigadores sugieren participa-
ciñn de los macrñfagos alveolares en la patogenia de este grupo de enfer-
medades. Allison y Davies, (1974) valoran esta posibilidad, aunque sin
aportar datos experimentales .

TABLA II

Efecto de diferentes concentraciones de polvo de bagazo (P.B.)
sobre la liberaciñn selectiva de N-Acetyl-/3-D. glucosaminidasa.
Macrñfagos alveolares de conejo cultivados a diferentes tiempos

** P < 0.001

El test de "t" se refiere a cada concentraciñn de P .B. comparada con el control de
un tiempo de incubaciñn . Los resultados corresponden a un experimento. Emplea-
mos cuatro placas para cada concentraciñn de P .B. Los resultados corresponden
a la media y la desviaciñn standard .

Nuestros resultados demuestran que macrñfagos alveolares de conejo, in
vitro, son capaces en presencia de polvo de bagazo a concentraciones
superiores a 100 °g - ml- ', de exocitar selectivamente una proporciñn sig-
nificativa de sus enzimas lisosomales . Hemos evidenciado que tres hidro-
lasas ícidas se comportan de igual forma . Las partáculas de polvo utili-
zadas no tenáan un diímetro homogóneo. Nuestros mótodos de separaciñn

Tiempo
de cultivo
(horas)

Concentraciñn
de P.B .

(°g . ml''-') Act. en cólulas Act. en medio

24 0 18888 „ 2119.2 720 .8 -„:147 .5
100 18485 .9 „ 1819 .1 953 .1 „ 152 .9
200 18180 .3 „ 1370 .8 2050 .8 „ 172.0**
400 16680 .3 „ 2163 .0 3555 .5 „ 222.0**

48 0 16833 .4 1- 3155 .3 930 .1 „ 245.9
100 16249 .8 „ 481 .1 2040 .3 „ 367.0**
200 11180 .4 -!- 1593 .6** 4317 .1 „ 427.4**
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sñlo nos permitieron emplear partáculas con tama•o promedio inferior
a 38 °m. Es posible que de haber utilizado partáculas de tama•o promedio
inferior a 15 °m hubióramos obtenido una mayor liberaciñn de enzimas
lisosomales y evidenciarla a menores concentraciones de polvo . En tra-
bajos reportados anteriormente (Sm etana y cols., 1962) se ha logrado
reproducir experimentalmente la enfermedad con partáculas de polvo de
tama•o igual o algo mayores a las empleadas por nosotros .

Las cólulas sometidas a la acciñn del polvo de bagazo se redondean y
vacuolizan, estos cambios se incrementan al aumentar la concentraciñn
del polvo . La morfologáa de estas cólulas nos sugiere que los macrñfagos
han fagocitado las partáculas de polvo .

La ausencia de suero en el medio de cultivo elimina la posibilidad de
que el sistema del complemento intervenga en la exocitosis que hemos
demostrado. Las concentraciones de polvo de bagazo utilizadas por no-
sotros y otras todaváa mayores, no hemolizan los glñbulos rojos de car-
nero, (observaciñn personal) indicíndonos que el contenido en sálice 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 . Ademís, por ser nuestro modelo experimental sencillo inicia-
mos trabajos encaminados a estudiar este fenñmeno en animales de expe-
rimentaciñn pues el resultado de estos trabajos pudiera ser étil en la
prevenciñn de esta enfermedad, al aportar datos sobre la etiologáa de la
enfermedad y el tipo de partácula que la causa .
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Grífico 1 . Acciñn de diferentes concentraciones de polvo de bagazo (P . B.) sobre
la liberaciñn selectiva de galactosidasa . Macrñfagos alveolares de conejo cultivados
durante 24 horas . Actividad en cólulas

	

y en medio	. Cada
punto expresa la media de 4 placas a cada una de las cuales se le hizo una deter-
minaciñn, y la barra su desviaciñn standard . Estos resultados corresponden a un

experimento .
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Grífico 2. Acciñn de diferentes concentraciones de polvo de bagazo sobre la libe ,
raciñn selectiva de catepsina D . Macrñfagos alveolares de conejo cultivados du-
rante 24 horas. Las barras claras representan la media de la actividad de las
cólulas de 4 placas a cada una de las cuales se le hizo una determinaciñn con su
correspondiente desviaciñn standard y las oscuras la media de la actividad en el
medio de las mismas cuatro placas con sus correspondientes desviaciones standard .
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