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RAN PARTE de los esfuerzos de los estudiosos de la arquitectura
Gbioquimica de la célula han sido polarizados hacia aquellas par-
ticulas sub-celulares que se obtienen por ultracentrifugacién fracciona-
da siguiendo el esquema original de Claude®, con las modificaciones
mtroducidas por Hogeboom, Schneider y Palade'é. Estas técnicas permi-
ten la separacion de nucleos, mitocondrias, microsomas y un sobrena-
dante citoplasmico, que han sido el objeto de la atenciéon de los que
me precedieron en este Simposio. Sin embargo, aplicando nuevas téc-
nicas de fraccionamiento sub-celular, como son la centrifugacién dife-
rencial de gradiente de densidad y la de equilibrio en gradiente de den-
sidad (mediante el uso de agua pesada, glucégeno, etc.), algunos in-
vestigadores como de Duve y su grupo®? han descrito mas reciente-
mente otras particulas con caracteristicas morfologicas y bioquimicas di
ferentes de las mencionadas arriba. Entre estas nuevas particulas se con-
siderardn solamente las mas importantes, los lisosomas y otras que ex-
hiben caracteristicas similares desde el punto de vista morfoldgico v/o
bioquimico.

El Profesor de Duve y sus colaboradores y otros grupos dc inves-
ti[gadores, como el de Novikoff, han encaminado sus esfuerzos hacia la
obtencion de métodos que proporcionen pruebas inequivocas de la
existencia de dichas particulas, como son la aplicacion de la microsco-
pia electrénica, técnicas citoquimicas y procedimientos bioquimicos. Por
lo menos en el caso de los lisosomas todos los datos coinciden en que
estas estructuras tienen una existencia real y funciones bioquimicas es-
peciales dentro de la célula.

Antes de seguir adelante, creemos que es de interés enfatizar algunas
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de las ideas generales de de Duve acerca de la bondad de los métodos
de fraccionamiento sub-celular por medio de la centrifugacién. Consi-
dera este investigador®,'? que las técnicas en uso en la gran. mayoria de
los laboratorios, derivadas fundamentalmente del procedimiento original
de Hogeboom y colaboradores, no permiten la separacién perfecta de
las distintas entidades subcelulares y que las fracciones obtenidas estan
contaminadas unas con otras, ademas de que algunas de ellas incluyen
verdaderos artefactos de laboratorio. Por ejemplo, los microsomas son
particulas de naturaleza relativamente artificial, segin se ha comproba-
do por microscopia electrénica y analisis bioquimico, pues consisten esen-
cialmente de restos del reticulo endopldsmico con sus dos constituyen-
tes principales: membranas ergastoplasmicas y ribosomas!?. Novikoff y
colaboradores'® ya habian comprobado que las particulas subceiulares
son heterogéneas desde el punto de vista enzimatico. Estos investiga-
dores observaron que la fosfatasa acida v la uricasa muestran un com-
portamiento peculiar de sedimentacion, intermediario entre los de la
oxidasa succinica mitocondrial y la esterasa microsomal. En el labora-
torio de de Duve se realizaron observaciones similares en lo que res-
pecta a otras enzimas. Como hipotesis de trabajo, este autor propuso
que las enzimas se localizan fundamentalmente en un solo sitio o tipo
de particula de la célula (postulado de la localizacién unica) y que las
particulas individuales de un cierto grupo son homogéneas enzimati-
camente (postulado de la homogeneidad). De acuerdo con estos pos-
tulados se puede asumir que solamente aquellas enzimas que sistema-
ticamente resisten a una variedad de procedimientos de fraccionamien-
to pueden agruparse realmente en un tipo nico de organelo, mientras
que aquellas que pueden disociarse de una a otra en proporcién consi-
derable, de acuerdo con varias condiciones de fraccionamiento, dcben
tomarse como pertenecientes a particulas diferentes.

Les postulados que se han mencionado, tomados como base para
un enfoque analitico, los ha aplicado con éxito de Duve al caso de las
enzimas localizadas en las mitocondrias y con menos exactitud al de las
hidrolasas lisosomales®. Dicho investigador y sus colaboradores obser-
varon que la distribucion de la fosfatasa acida en fracciones subcelula-
res de higado cambian segin fuese el método de fraccionamiento utili-
vado. cuando se usaban métodos basados en el procedimiento de Hoge-
iroom y colaboradores, encontraron una gran concentracién de la enzi-

=n las mitocondrias y mucho menor en los microsomas. Cuande
> . nen sus propias téenicas, los autores lograron separar una fraccion
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mis (empleando equilibrio de densidad en gradiente de -sacarosa-agua
pesada) entre mitocondrias v microsomas; la reparticion de la fosfatasa
acida fue entonces diferente, ya que la mayor parte de la actividad se
concentré en las llamadas mitocondrias ligeras y esta observacién se. re-
pitié constantemente!,’ ¢, Concluyeron los. autores que dicha enzima
era caracteristica de la mueva fracciéon en la que predominaba su acti-
vidad y en donde abundaban, como se vié mas tarde, un cierto tipo es-
pecial de particulas con membrana simple y sin plegamientos interio-
res, a las que denominaron lisosomas. Cuando se aplico el mismo cri-
terio a otras enzimas, comprobaron que la citocromo-oxidasa es carac-
teristica de las mitocondrias v que la gucosa-6-fosfatasa se localiza fun-
damentalmente en los microsomas!s. v ~

De Duve y su grupo comprobaron que en los. lisosomas se encuen-
tran una docena de enzimas liticas?,?,'?: nucleasas:(ribonucleasas y de-
soxirribonucleasa ), fosfomonoesterasa, fosfatasa de fosfoproteinas, pro-
teasas (catepsinas), enzimas que atacan los enlaces principales de los
mucopolisacaridos (Beta -glucuronidasa, Beta -N-acetil-glucosamidasa, Be-
ta -galactosidasa y Alfa -manosidasa) y aril-sulfatasas A y B. En la figura 1
se representa graficamente el concepto bioquimico del lisosoma. Las en-
zimas se encucntran encerradas dentro de la particula que esta rodeada
de una membrana de naturaleza lipoproteica que impide en forma efec-
tiva su salida y por lo tanto la degradacién de sustratos externo-s.}N.,o
obstante divesos agentes pueden romper la ‘membrana lisosomal .y
tivar” las enzimas, segun la expresion de de Duve. Entre dichos agen'
tes se consideran los siguientes:

1) Fragmcentacion  mecanica por :los homogenelzadores usuales
(Turmix, Waring).

2) Ruptura osmotica, por exposicion a medios hipoténicos o a
soluciones isoténicas de sustancias a las cuales la membrana es permea-
ble (glicerol, NaCl, KCI, etc. _

3) Dlsgreoacwn fisica; incluye la congolamon v descongelac:on re—'
petidas, la -accion de agentes tensioactivos (saponinas, desoxicolato, TTi-
ton -X-100). 0 la de solventes de las grasas (tetracloruro de carbono).

4) - Lisis térmica o autolitica (incubacié-n a 37 vy a. pH 5 duran:
te 2 o 3 horas). . S ,

5) . Lisis enzimatica por tratamiento con lc01tlnasa de Clostrz—
dium- Welchii, pancreatina, tripsina o - qmmlotrlpgma (la-lisozima y la
rlbonudedsa son 1inactivas). S

- ‘Por: ‘microscopia- ¢lectrénica, combinada. con técnicas - histoquimi-
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cas'®?¢ -de la fraccién correspondiente, se han podido diferenciar per-
fectamente los lisosomas de las mitocondrias. Como ya se menciono
antes, las primeras no tienen membrana doble ni pliegues o tabiques
mteriores, estructuras que son tipicas de las segundas. :

:» . Se ha concluido que los llamados “cuerpos pericanaliculares” del
higado.no son otra cosa que lisosomas. Existe también evidencia de la
existencia de particulas con caracteristicas bioquimicas de lisosomas,
aunque no siempre aunadas a similitudes morfolégicas, en otros o6rga-
nos como rifion (véase la figura 4), bazo, cerebro, glandula mamaria,
tiroides, pituitania y pancreas’?. kn células de muy diversa procedencia
s¢ han descrito particulas similares a los lisosomas, como en embrién
de pollo, leucocitos, amibas, etc. En células vegetales Buvat y colabora-
dores'* ha encontrado ciertos “cuerpos densos”, mas pequefios que las
mitocondrias, que muestran varias de las caracteristicas de los lisoso-
mas y que parecen ser diferenciaciones locales del reticulo endoplasmico.

La naturaleza de tipo digestivo del equipo enzimatico de los lisoso-
mas, que les permite degradar la mayor parte de los constituyentes na-
turales de la célula, con excepcion de lipidos, parece indicar que las fun
ciones fisiologicas de estas particulas estan estrechamente relacionadas
con los procesos de ingestion celular del tipo de la fagocitosis y de la pi-
nocitosis. Esta hipotesis estd reforzada por la observacion de que en
células fagociticas abundan los lisosomas y por las relaciones que pare-
cemr existir entre estas y los fagosomas. Por ultimo, los datos histoqui-
micos indican que en las vacuolas digestivas existe por lo menos una de
las enzimas tipicas de los lisosomas, la fosfatasa acida. Es probable que
los lisosomas estén asociados con el almacenamiento de productos de
desecho dentro de la célula y en cste sentido pucden tener algin pa-
pel importante en procesos de envejecimiento!2.

De acuerdo con de Duve?,'?, los lisosomas pueden tener un papel
primordial en la autolisis fisiolégica. Este punto no parece haberse es-
tudiado sistematicamente, aunque se pueden citar los trabajos de Wee-
ber®4,25 sobre la intervencién de la catepsina en la reabsorcién de la
cola de las larvas de Xenopus. Dicho autor comprobé que la actividad
especifica de la enzima disminuye durante el periodo de crecimiento y
aumenta inmediatamente en el curso de la metamoérfosis hasta llegar a
mas de veinte veces la actividad inicial, en sus ctapas terminales. Es-
tos hechos parecen indicar, segin de Duve?, que la catepsina tiene fun-
cicnes en la autolisis y no en procesos sintéticos, aunque se ignora si
en estos tejidos estd ligada a lisosomas. La posible intervencién de los
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Figura 1. Esquema del concepto de lisosoma desde €] punto de vista bioguimico.
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tisosomas en fenémenos como la involuciéon de los érganos linfoides,
la del atero después del parto, las secreciones holocrinas, es un tema
que merece estudiarse.

Sobre el papel de los lisosomas en los procesos de autohsxs sola-
mente se tienen datos concretos en relacion a los efectos del avuno.
Beaufay® observé un aumento en la ruptura de estas particulas en el
higado en animales mantenidos en ayuno durante 4 a € dias, al compa-
rar con animales normales.

Es posible que los lisosomas intervengan también en procesos de
“necrosis. Beaufay y de Duve? estudiaron este aspecto en el caso del hi-
gado. Los autores ligaron el ileo de un l6bulo hepatico, en el cual se
indujo isquemia y compararon sus actividades enzimaticas con las de
la parte intacta de la glandula. Comprobaron que en el 16bulo isqué-
mico se inicid inmediatamente la ruptura de lisosomas y que esta fue
- completa practicamente, a las 2 o 4 horas. El mismo grupo de de Du-
~ve ha observado que hay una ruptura de tales particulas en el higado
de animales sometidos a una dieta incompleta, que produzca necrosis
‘hepdtica o cuando se intoxican con tetra-cloruro de carbono. En los ani-
males sacrificados en el estado de coma, €l higado se redujo a menos
~de la mitad de su peso, la ruptura de los lisosomas fue practicamente
completa, la actividad de la citocromo-oxidasa disminuyé de 50 a 809,
y la de las enzimas lisosdbmicas permanecié intacta (se concentrd cerca
de dos veces, por efecto de la reabsorcién parcial de otros constituyen-
tes). Los signos descritos parecen ser la imagen de un 6rgano en vias
de digestiéon por sus propios lisosomas, activados por una desintegra-
cién previa de sus membranas. Deckers-Passau, Maisin y de Duve!® vy
de¢ Duve, Passau y Maisin® encontraron que el higado de animales tra-
lados con dimetil-aminoazobenceno mostré marcado aumento de la ac-
- tividad de catepsina e incremento de la ruptura de los lisosomas. Cuan-
“do los animales se protegieron contra la accién cancerigena de este co-
lorante mediante un régimen adecuado, no se encontraron estas manifes-
taciones.

Todos los hechos mencionados indican una correlacion indudable
entre los fendmenos de necrosis v el grado de ruptura de los lisosomas,
aunque este hecho no significa que exista un efecto causal entre estas
particulas y la muerte celular. Es posible que ésta ocurra cuando se lle-
ga 2 un estado de irreversibilidad de procesos muy labiles, tales como
la fosforilacion oxidativa y que la consecuencia sea la ruptura de las
particulas®.
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Desde el punto de vista teleoldgico, la activaciéon rapida, post-mor-
tal, de estos granulos, seria ventajosa para asegurar la desintegracién y
eiminaciéon de las células muertas. E1 mecanismo que interviniese seria
diferente de acuerdo con ¢l agente causal de la necrosis, pero a cada
uno de los factores que originaron la anomalia se afiadiria posiblemen-
te la anoxia (de Duve®). Se ha observado® que en cortes de higado en
anaerobiosis hay una ruptura mds rdpida de lisosomas que en aerobio-
sis. Hay que recordar que la anoxia induce, entre otros efectos, a un
aumento de la glicolisis y al abatimiento del pH intracelular, lo que
finalmente conduciria a la ruptura de las membranas - lisosémicas por
las catepsinas interiores.

OTRAS PARTICULAS RELACIONADAS CON LOS TISOSOMAS. FAGOSOMAS.

Cuando se administra intravenosamente peroxidasa de rabano (por
cjemplo a ratas), esta proteina es sustraida rapidamente del torrente
sanguineo y se localiza en ciertos tejidos, especialmente en higado y 1i-
n6n (Strauss??,?%, en los cuales se asocia a ciertas particulas citoplas-
micas a las que s¢ denominé “fagosomas”. Los fagosomas del rinén
son probablemente idénticos a las llamadas “gotillas proteicas” que va-
ros autores describieron con anterioridad y que Strauss consideré co-
mo cstrechamente relacionadas con los lisosomas, ya que sus prepara-
ciones purificadas mostraron un alto contenido en hidrolasas?!. Recien-
temente Jacques ha estudiadc los fagosomas y observé que se comportan
como lisosomas en lo que se refiere al modo como liberan sus enzimas
cuando se sujetan a algunos de los tratamientos que ya se han mencio-
nado antes 7. En algunos sistemas de centrifugacion exhiben propieda-
des similares a los lisosomas pero no en todos, por lo que se concluye
que aunque ambas particulas tienen algunas caracteristicas comunes, no
pueden identificarse como una misma entidad. Segin de Duve!? estas
cbservaciones no invalidan la posibilidad, ya sugerida v apoyada por ob-
servaciones citoquimicas, de que los lisosomas pudieran tener alguna in-
tervencién en la digestion intracelular del material capturado por los
fagosomas. Aunque un mecanismo de esta naturaleza es todavia tema
sujeto a especulaciones, se ha sugerido que los lisosomas se fusionan
con los fagosomas para formar una vacuola digestiva. También se sabe
gne la formacién de fagosomas no ocurre exclusivamente como conse-.
cuencia-de la ingestion de proteinas extranas sino también €N presenciy
dc varios inateriales circulantes normales. L
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PARTICULAS DE URICASA

Se pensé por algan tiempo que estas particulas estaban vinculadas
con los lisosomas, en el higado de la rata, pero recientemente se ha de-
mostrado?® que la uricasa se asocia a un grupo diferente de particulas.
f.os lisosomas y las particulas de uricasa se comportan igual en las téc-
nicas de centrifugacion cuando se utiliza sacarosa 0.25 M, pero en gra-
diente de sacarosa-D,O las segundas muestran mayor equilibrio de den-
sidad y mucho menor en gradiente de glucdgeno-sacarosa 0.5 M. La
catalasa y la D-amino-dcido oxidasa se comportan cualitativamente igual
que la uricasa en estos sistemas, pero esta similitud dista mucho de
ser perfecta sobre bases cuantitativas. Estas tres enzimas, o bien estan
asociadas en un solo tipo de particula o pertenecen a estructuras dife-
ventes con propiedades muy similares. No se conoce con certidumbre la
naturaleza morfolégica de estas particulas, ya que las preparaciones mas
puras que se han examinado hasta el momento estan contaminadas con
lisosomas, “cuerpos densos pericanaliculares” y “microcuerpos”!! No se
conoce pricticamente nada respecto a las funciones de las estructuras
asociadas con la uricasa, la catalasa y la D-aminoacido oxidasa. Se sabe
inicamente que el peréxido de hidrégeno que producen la primera y
tercera de las enzimas es destruido por la catalasa.

PARTICULAS DE MONOAMINO-OXIDASA.

La monoamino-oxidasa del higado de la rata se asocia principalmen-
te con las mitocondrias y parcialmente con los microsomas. A diferen-
cia de la mayor parte de las proteinas microsomales y fosfolipidos, la
enzima se equilibra a menor densidad, en contraste también con otras
enzimas quc acompafian a los microsomas'®. Esta observacién sugierc
que la monoamino-oxidasa microsomal del higado de la rata podria per-
tenecer a un grupo especial de particulas, pero se requiere mayor aporte
de datos para aceptar o desechar esta hipotesis.

RESumMEN

Por las investigaciones realizadas principalmente por el grupo del
Profesor de Duve empleando técnicas especiales de centrifugaciéon, se
sabe que ademds de las particulas més estudiadas hasta el momento,
como son las mitocondrias y los microsomas, existen en pequefias canti-
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dades otras nuevas particulas que tienen un equipo enzimatico altamente
especializado v que seguramente desempefian funciones determinantes
dentro de la célula. Entre las estructuras mas importantes se han descrito
brevemente lisosomas, fagosomas, “particulas de uricasa y manoamino-
oxidasa, etc.

El descubrimiento de nuevas particulas sub-celulares del tipo de las
aqui comentadas abre un campo muy amplio, va que es posible que exis-
tan otras no descritas hasta el momento, que puedan separarse por me-
dio de esquemas de fraccionamientos de centrifugaciéon mads elaborados,
como los que aplicaron de Duve y sus colaboradores y que les permitieron
reconocer a los lisosomas y otras particulas relacionadas. En este tipo
de trabajo han mostrado ser auxiliares muy valiosos los estudios parale-
los de morfologia en las fracciones aisladas, principalmente la micros-
copia electrénica y la aplicacion de métodos citoquimicos. Los esque-
mas convencionales de fraccionamiento, basados en el esquema orginal
de Claude y de Hogeboom, Schneider y Palade, no permiten en general,
¢l reconocimiento de las nuevas particulas que se han descrito.
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