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1.  

TytenDLICCIfitt 

Dada la complejidad de las células eucariotes:. es fAcil 

intuir la e::istencia de programas genéticos que codifiquen 

eventos co y post-traduccionales necesarios para la 

transferencia de polipéptidos desde su lugar de sintesis a 

los sitios en que deben realizar su función, tanto intra 

como eutracelularmente. En contrapartida, es dificil pensar 

en la evistencia de un mecanismo simple que permita a cada 

uno de los polipbptidos recitbn sintetizados llegar a su 

destino, ya que en la cblula hay tantos de ellos, como 

organelos suhcelulares y compartimentos membranales 

existan (Mara 51 1980). 

En los &Motos anos, se ha podido demostrar la presencia 

de una nueva variedad de determinantes topolAgicos, 

presentes en los diversos dominios de determinadas proteínas 

y cuya función no sólo es la de ser parte conformacional de 

la misma, que poseen elementos informativos, suceptibles de 

ser reconocidos por receptores especificos. Estos elementos 

informativos forman parte de un "código postal" que 

determina no sólo el lugar de la sintesis, sino también la 

ruta de transporte, y el destino final, tanto íntracelular 

como mtracelular de una variedad de proteínas (9abatini 

1987, It'reil 1981, Walter 1984, Dlobel 1979,1902, 1984 y 

Marll 1990). 

En este trabajo se describen resultados obtenidos en la 

cararteriración do un nuevo sistema de transporte cuya 
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funcibn em reconocer intracelularmente las hidrolasas Acidas 

(presentes wtracelularmente), internarlas y transportarlas 

a lo lisosomas. 

myrgclpogygl_s-ii$3".opicos 

Los trabajos del grupo de Palade (1975) sobre ln síntesis 

transporte y secreciAn de zimbgeno sirvieron como punto de 

prirtiM^ y cnmo modelo a trabajos subsecuentes acerca de la 

sintesim y el transporte intracelular de las proteínas. 

Jamieson y Palade (1977) propusieron un modelo para 	la 

sIntesim y el transporte vectorial de 	las proteínas 

secretorias en el pancreas, el cual incluye los siguientes 

pasos: 

1.- fantesis de las proteínas en ~somas unidos al 

retículo endoplismico. 

2.- Descarga vectorial y segregación de los polipóptidos 

nacientes dentro de las cisternas del reticulo endoplasmico. 

3.- Transporte intracelular de las proteínas secretorias 

desde el retículo endoplIsmico al aparato de Golgi mediante 

vesículas transportadoras. 

4.- Segregación y empaque de las protelnan secretorias 

en las vesículas del aparato de Golgi. 

5.- Almacenamiento temporal de las proteínas secretorias 

y por bitio° descarga de los productos al espacio 

intracelular mediante 	la enocitosis. 

El grupo de Leblond (1977) corroboró estas observaciones 

y mostró que la incorporación de los carbohidratos a las 
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glicoprntelnas esta acoplada a su síntesis y transporte. 

Asl, la manosa se incorpora a los ~tidos durante su 

síntesis en el retículo endoplasmico. La Fucosa, la 

galactosa, la N-acetil glucosamina y el acido slalico, se 

incorporan a los glicophptidos durante su paso por el 

aparato de Golgi. 

Aunque el transporte vectorial propuesto por Palade y 

cols <1977) para las protefnas secretorias, fue aceptado 

como vNlido para el transporte de las enzimas lisosomales y 

la formación de los lisosomas primnrios en las células como 

los macrbfagos y los polimorfonucleares (Cohn 1966 y Baiton 

y col 1976); varias preguntas quedaron por contestarse: 

a) cuales son los mecanismos de transporte de las 

protelnas desde el retículo endoplasmico al Bolgi. 

b) cómo y dónde la célula separa las proteínas que deben 

ser secretadas, de aquellas que forman parte del sistema 

lisosomal. 

c) cual es la ruta que siguen las hidrolasas acidas a 

través del aparato de Golgi para formar los lisosomas 

primarios. 

Se han propuesto, varias hipótesis para contestar estas 

preguntas, algunas de ellas 	han ido descartandose, en 

base a nuevos hallazgos. Asf, Novikoff U973,1976,19773) en 

base a estudios histnquimicos y ultraestructurales sobre la 

distribución intracelular de la fosFatasa acida, propuso la 

euistencia de móltiples vi as de transporte, asf como 

móltiples sitios para la segregación de las hidrolasas 
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Ncid:N, los cuales incluyen al 	Golgi, al 	retículo 

endoplAsmico y a los lisosomas. Esta región Fue llamada 

GER!. 

El grupo de Goldstone y Koining (1973a, 1973b) basAndose 

en experimentos de fraccionamiento subcelular, propuso la 

existencia de regiones restringidas del retículo 

endoplAsmico para la sIntesis de las enzimas lisosomales, 

diferentes a las regiones en que se sintetizan las 

protelnas secretorias. Por bltimo, el grupo de Sly y cols 

1197R1 1900,19131,1902) propuso la presencia de señales 

específicas, presentes en las hidrolasas ácidas, que 

sirven a la cblula para segregarlas de las protefnas 

secretorias, separación que ocurre en la región del Golgi. 

Aunque todos los grupos hablan concluido que la 

segregación de protetnas es intracelular, el grupo de 

Neufeld propuso un modelo que vino a ser una alternativa 

opuesta a la segregación interna; es decir, la segregación 

de proteínas ocurre extracelularmente (Hickman y Neufeld 

1972 y Hickman y col 1974) Seghn este grupo, las hidrolasas 

Midas son secretadas Junto con los productos de secreción. 

Las enrimas lisosomales son recapturadas mediante un 

mecanismo de endocitosis adsortiva, el cual involucra un 

receptor especifico, que participa en su 	transporte a 

los lisosomas. Esta hipótesis conocida como de secreción-

recaptura, se basó en el hecho de que los Fibroblastos en 

cultivo, provenientes de pacientes con mucolipidosis II 

(m11;), exhiben una severa deficiencia intracelular y un 
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acumula entracelular de «atiples enzimas hidroliticas 

(Weismann y co1.1971a, 1971b). Estas enzimas son incapaces 

de ser endocitadas tanto por 	los fibroblastos humanos 

normales, como por 	los fibroblastos provenientes de 

pacientes con M111, canocidos como células 1. Por el 

contrario los fibroblastos provenientes de MII1 son capaces 

de internar y retener hidrol asas Acidas secretadas por 

fibroblastos humanos normales (Neufeld 1971,Lagunoff 1973, 

Shapiro 1976,Von Figura and Kresee 1979,Vladatiu 1979. ), lo 

que condujo a concluir que la acumulación eutracelular se 

debe a la incapacidad de las enzimas para llegar a su 

destino final, dado que al ser secretadas por las células 1, 

no san recapturadas, debido a la deficiencia de un marcador 

canto que les permitiera ser endocitadas. 

La hipbtesis de "secreción-recaptura" tuvo gran 

importancia, ya que propuso por primera vez, la existencia 

de un marcador combn para todas las enzimas lisosomales, el 

cual es necesario para su adecuada compartimentacibn. Por 

otra parte, indujo a una serie de grupos a estudiar: a) la 

naturaleza química del marcador camón, b) el transporte 

intracelular de las enzimas lisosomales, cl la secrecibn y 

d) la recaptura de las mismas. 

Observaciones derivadas de estos trabajos generaron otras 

hipotesis, que en alguna forma son modificaciones de la 

secreción recaptura. Asl por ejemplo, Llyod (19771, sugirió 

que las hidrolasas Acidas entran a los 	lisosomas vía el 

Solgi al GERL y dado el constante reciclamiento de la 
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memlw-cena, viajan desde el plasmalema a los lisosomas y 

viceversa; su propuesta es que el marcador de reconocimiento 

no es necesario para la entrada de las enzimas lisosomales, 

sinn más bien, su presencia se requiere para la retención 

dP las hidrolasas Acidas dentro de los lisosomas. Por otra 

parte, e: grupo de Von Figura 	(Von Figura y Webwer 1970 

Von Figura y Voss 1979), propuso que las hidrolasas Acidas 

al llegar a la región de Oolgi se unen a su receptor, asi 

adsorbidas a la membrana son transportadas a la membrana 

plasmAtica para de allí ser transportadas a los lisososas, 

sin disociarse de su receptor. En el raso de las células 1, 

dado que carencen del marcador comén, viajan a la superficie 

celular no unidas a las membranas, par lo consiguiente, 

serán secretadas al medio externo, sin poder ser 

recapturadas. 

Estas hipótesis fueron descartadas arios después, debido a 

nuevas observaciones. Ast par ejemplo, los trabajos 

realizados par los grupos de Hickman y Neufeld (1972), 

Weissman y Herschkowitz 	(1974), Neufeld y col (1975), 

mostraron 	que no todas las enzimas lisosomales son 

secretadas en las fibroblastos de células 1, tal es el caso 

de ln glucnsidasa 1 y la fosfatasa Acida. Por otro lado, el 

grupo de 	Reuser (1976) encontró que tanto la 

n-galactnsidasa como la ur-glucosidasa no son transferibles 

intercelularmentes  al estudiar la complementación metabólica 

entre fibroblastos deficientes en dichas enzimas y 

fibrohlastne normales. Otros grupos como Vladutiu y Rattazzi 
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(1979), Von Figura y Weber (197S), Hasalik y col (1979) y 

Sly y col (1971) mostraron, que los fibroblastos secretan 

tnicamente, entre 	4% y S) del total de heuosaminidasa 

durante un peribdo de 24 hrs; 	indicando, que solamente 

alrededor de un 15 a 20 % de la enzima que se sintetima de 

novo es secretada. El grupo de Sly Monzálem-Noriega y 

cols 1980) aportó la evidencia *lbs clara en contra de la 

hipótesis de secreción recaptural al encontrar que, cuando 

se crecen fibroblastos humanos en presencia de un inhibidor 

competitivo (llanosa-h-fosfato) de la endocitosis de enzimas 

lisososales, no se logra obtener una depleción intracelular 

de las enzimas lisosomales, 	ni un acómuio eutracelular, 

como provee la hipótesis de secreción-recaptura. Ello 

sugirió, la existencia de vías intracelulares para el 

transporte y la compartimentación intracelular de este grupo 

de enzimas, asi como, una segregación intracelular de las 

enzimas lisosomales, en donde una pequefla parte de las 

enzimas 	son secretadas y recapturadas por los mismos 

fibroblastos, y por otrps tipos celulares (Sly 1902). 

Posteriormente, el grupo de Hotman y Bower (1984) encontró 

que una porción es transportada unida al receptor vía la 

membrana plasmAtica y tal vez represente el 10% que se 

secreta COMO consecuencia del reciclamiento de la membrana. 

1.- NATURALEZA DEL MARCADOR COMUM 

Fueran los trabajos de Morell y Ashwell (1971), sobre la 
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vida media de las proteínas séricas los que dieron la 

primera pauta del papel que Juegan los carbohidratos como 

sehales para que las glicoproteinas 	sean retiradas del 

plasma. Este tipo de proteínas tiene una vida media, en el 

torrente circulatorio, que va desde horas hasta días. Sin 

embargo, cuando se retiran especificamente los residuos de 

acido sialico, presente en la parte Mis distal de las 

cadenas glicosidicas, quedan expuestos los residuos de 

galactosa, entonces su vida media en plasma es sólo de 

minutos. Posteriormente, se encontrb la presencia de un 

receptor en las membranas plasmaticas 	de las 	células 

parenquimatosas de titilado, que reconoce aquellas proteínas 

circulantes que contienen residuos terminales de la 

galactosa. Este receptor retira de la circulaclbn a tales 

proteínas y las transporta a los lisosomas tAshwell y Morell 

1974, Ashwell y Harford 1902). 

Estos resultados llevaron a sugerir que, posiblemente, 

las enzimas lisosomales sean reconocidas de una manera 

similar a traviis de un residuo glicosidico, para poder ser.  

internadas -a los 	fibroblastos. 	Hickaan y col (1974), 

cuantificaron la capacidad endocitica y catalitica para la 

0-hexosaminidasa ~guille de ser oxidada con peryodato, 

encontrando que la primera se reduce en un 100X, sin sufrir 

cambio alguno su actividad catalítica, sugiriendo que el 

marcador común de reconocimiento para enzimas lisosomales es 

un carbohidrato. Por otro lado, Blaser y col <1975) y 
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Ni col y col (19741, al estudiar el punto isoelbctrico para 

la (i-glucuronidasa humana encontraron, que las formas mAs 

acMdtcas de la enzima se internalizan a una velocidad muy 

alta, en cambio las no acidiras se internalizan muy poco. 

La naturaleza quImica del componente acidico fue demostrada 

por Kaplan y col 	en (1977a,b) utilizando una serie de 

aztecares, como posibles inhibidores competitivos 	de la 

internación de la B-glucuranidasa, encontraran: a) que 

algunos 	de los 	azocares fosfarilados inhibían, en 

diferentes grados, la endo►citosis de la enzima, b) que 

aquellos azocares con mayor potencia inhibitoria eran 

molbculas de fosfomanana 	y manosa-6-fosfato (Man-6-P) 

sugiriendo que oste residuo, es el camponenete acidico 

anteriormente descrito y cl que al pre-tratar la enzima 

ron la fosfatasa alcalina, se inhibe la capacidad endocltica 

de la ft-glucuronidasa, lo cual sugiere la presencia de un 

enlace monoster en. el marcador de la Man-6-P. Estas 

Observaciones, fueron corroboradas en otras enzimas 

lisosomales provenientes de varios tejidos (Kaplan y col, 

1977b, Sando y Neufeld,1977 Ullrich y co1,1978, Van Figura 

y Kelin 1979, Shapiro 1979, Sly 1981, 1982). 

Posteriocente, Natowictz y col 	(1983), encontraron 

que el marcador de reconocimiento Man-6-P esta en cadenas 

glicosIdicas de alto contenido en canosa, ya que al incubar 

la (3-glucuronidasa en presencia de la endoglicosidasa 

pierde su' capacidad de internación. Asi pues, el marcador 

romon que Hickman y Neufeld (1974) propusieron para la 
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internación de 	las enzimas lisosomales es un azdcar 

fosforilado en la posición 6 de la Aranosa 04an-6-P1„ 

presente en las cadenas de alto contenida en manosa. Este 

marradnr esté ausente en las enzimas provenientes de células 

I (Hasilik 1981, Reitman 1901„Waheed y cols 1982); de ahl 

la inhabilidad de este tipo de células para compartimentar 

adecuadamente a las enzimas lisosomales. Este marcador no 

sólo, es requorido en la internación de las enzimas 

lisosomales sino también para el transporte interno de las 

hidrolasas que van del Golgi a los lisosomas (González-

Noriega y col 1980 , Hasalik y col 1980, Sly y Físcher 

1982). 

2. -  ENDDerrows DE LA$.1NZIMOSAJPOPMALW 

El 	grupo de Neufeld (1971, 1972, 1973 y 1977) al 

estudiar el proceso de recaptura de las enzimas lisosomales 

en fibroblastos humnanos en cultivo observó que las células 

eran capaces de internar estas enzimas a mayor velocidad 

que otras proteínas, que normalmente se encuentran en 

torrente circulatorio como la albumina, también 	se 

encontró, que su internación se ajusta a los requisitos 

esperados para un proceso de pinocitosis absortiva. Esta 

observación 	hizo pensar que un receptor podrla estar 

involucrado en el proceso de endocitosis de astas enzimas 

‹Steinman y col 1974, Silverstein y col 1977, Goldstein y 

rol 1979,' Prattan 1980 1; es decir, el sistema es mediado 

por un receptor, ya que: es saturable, es especifico, se 
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inhibe competitivamente, es dependiente de temperatura, 

tiempo y energla. Se ha encontrado que el 	nómero de 

receptores en la membrana en 	de 15 a 30,000 sitios de 

unión. La Vm de internación es de 2.2x10-2M y la velocidad 

máxima de internación es aproximadamente 100 veces mayor que 

la reportada para moléculas que penetran por un proceso de 

pinocItosis fluida (15 mlimg/hr) ( Nicoll y col 1974, Von 

Figura y Klein 1974, Kaplan y col 	1977a, b, Sando 1976, 

Randa y Neufeld 1976, Heibert y col 1976, , Shapiro y col 

1975, y Bando y Neufeld 1977,Ullrich y col 1978,Sly y col 

1978, Von Figura 1978,1979,Rome y col 1979, González Noriega 

y col 1980, Fischer y col 1980). Las enzimas lisosomales 

unidas a su receptor son internadas, en vesicular cubiertas 

de clatrina (Neufeld y col 1971 , Von Figura y Weber 1978, 

Von Figura y col 1979). Una vez dentro dm las chlulas, son 

transportadas a su destino final, las lisosomas. Esta 

observación ha sido demostrada utilizando diferentes 

enfoques: a) Las enzimas lisosomales, ahadidas exbgenamente, 

son capaces de degradar los mucopolislcaridos acumulados en 

cantidades patógenas en los fibroblastos en cultivo con 

diferentes tipos de eucopolisachridosis 	(Neufeld 1971, y 

Lagunoff 1973), b) Estudios citoqulmicos demuestran que las 

enzimas lisosomales endocitadas se encuentran en vesículas 

perinucleares (Lagunoff y col 1973), y c) Al fraccionar las 

celulas que han endocitado la enzima aftadida ~llenamente, 

esta se localiza en las fracciones celulares a la misma 
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densidad que corresponde a los lisosomas (Achord 1977, Dach 

y col 1977,81y y col 1978, Rome y col 1979). 

Estudios de unión de las enzimas lisosomales a su 

receptor (Gonzblez Noriega y cola 1980, Fischer y cols 

1980a,b) han permitido observar que la mbuima unión ocurre a 

pH 7.3; pH que corresponde al medio de cultivo ast como al 

del medio del liquido ertracelular. Por el contrario el pH 

de mh”ima disociación ocurre a pH 4.8 que corresponde a los 

lisosomas y a los compartimientos prelisosomales 

(receptosomas) ( Wibo y Pool 1974, Sando y Neufeld 1977, 

Somblez Noriega y cols 1980, Maufield y col 1982). Por 

otra parte, las aminas secundarias como cloruro de amonio y 

cloroquina que tienen prnpiedades lisosomotróficas (De Duve 

1974) 	causan una inhibición de la endocitosis de las 

enzimas lisosomales al incrementar el pH de las vestculas 

acidicas (Wibo y Pool 1974) y por lo tanto, alteran la 

disociación intracelular, del complejo ligando receptor 

internalizados, dependiente de pH (González Noriega y cols 

1980). Esta observación permitió corroborar el destino de 

estos complejos dentro de la célula, asa como intuir que el 

receptor debe ser reciclado, ya que la enzima lisosomal es 

transportada desde el receptosoma hasta los lisosomass al 

parecer es en el receptosoma (Willingham y Pastan 1980, 

Pastan 198111983) donde se disocia el complejo ligando 

receptor y as1 el receptor retorna a la membrana plasmática 

(fig 1 tomada de Kornfeld 1987). De esta waloca el 

receptosoml representa un pont,:, 	interacción entre el 
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Figure I. Schematic pathway of lysosomal enzyme targeting lo lysosornes. Lysosomal enzymes and secretory proteins are synthesized in 
the rough endopiasinit reticulum (RER) and glycosylated by the transfer of a preformed oligosaccharide from dolichol-P-P-
oligosaccharide (Dol). In the RER, the signal peptides (gamh) are excised. The proteins are translacated to the Golgi where the ofigosat-
charides of secretory proteins are processed to complex.type units and the oligosaccharides of lysosomal enzymes are phosphorylated. Most 
of the lysosomal enzymes bind to mannose 6.phosphate receptors (MPIks) (-11~—) and are translocated to an acidified prelysosomal 
compartment %herr the ligand dissociates. The receptors retycle back to the Golgi or to the ten surface. and the enzymes are packaged 
finto lysosomes where cleayage of 'heir propieces is compieted ( 	). The P, may alío be cleaved from the mannose residues. A small 
nurnber ol the lysosornal enzymes fail in bind to the receptors and are secreted along with secretory proteins (••• —*). These enzymes mac 
bind tu surface MPRs in coated pits 	) and be internalized finto the prelysosomal compartment. (Ui  N•Acetylglucosarnine. (0) 
Mannuse. t á) Giucose, 	Galactose. (•1 Sialic acid. Nlodified from ref 2 .  

Figura 1. Vías de transporte de hidrolasas ácidas desde el retí 
culo endoplásmico a los lisosomas. Tomada de Kornfeld S, 1986, 
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camino biosirtbtico de las enzimas lisosomales y el camino 

endocitico para que las enzimas converjan en los lisosomas 

CPrown y col 1986). Por lo que respecta a los trabajos de 

Fischer y cols C1980 a,b), demuestran que existe una poza de 

receptores internos, cuatro veces mayor que el nómero de 

receptores (sitios de unión) euternos 	y se encuentran 

ocupados por enzimas endógenas, siendo facilmente 

disociables en presencia de Man-6-P, observando que los 

receptores localizados en la fraccion lisosomal o en 

membranas plasmhticas se encuentran libres casi en su 

totalidad alrededor de un 90 %. Evidencias actuales han 

demostrado la ausencia de los receptores en los lisosomas 

(Vornfeld 1987). Otros estudios sobre las propiedades del 

receptor, mostraron que bste tiene una vida media de 27 hrs 

y su ~tesis es inhibible en presencia de la cicloheximida 

afectando la unión y la internación de la enzima 

Monzblez-Noriega y cols 1980,Creek y Sly 1983), 

entructuralaente el receptor es una glicoproteina 

transmembranal de peso molecular de 215K0, independiente da 

cationes divalentes, con una gran afinidad por 

fosfomonobsteres presentes en las cadenas de las 

oligosachridos de las enzimas hidroliticas (Von Figura 

1986). 
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3. TRANSPORTE INTERW DE LAS  PROTEINAS LISOSOMALES: 

En los óltimos arios, se han encontrado diversos tipos de 

evidencias que confirman la existencia de un transporte 

vectorial para las enzimas lisosomales y la existencia de 

mecanismos de segregación intracelular para las protelnas 

transportadas hasta el Golgi f Savaeedra y González Noriega 

1905). 

Las proteínas en general, no sólo poseen información 

intrinseca que determina su estructura secundaria y 

terciaria, sino también información que determina su 

topologia 	celular, 	(Marx 	1980). 	Observaciones 

experimentales y consideraciones tboricas que han sido 

resumidas e interpretadas par Blobel (1978, 1979,1980,1982) 

sugieren la existencia de 	una serie de sellales o 

determinantes topológico% los cuales poseen información 

sobre: MEM° de síntesis, b)transporte al lómen del 
• 

reticulo 	endoplasmico 	rugoso, 	Oglicosidación, 

dicompartamentacilan, y f) reconocimiento especifico de las 

enzimas por los receptores. 

a) Sitio de Síntesis de las Enzimas Lisosomales. Las 

proteínas que van a formar parte de los organelos celulares 

como el aparato de Golgi, los lisosomas, las mitncondrias, 

las membranas y las proteínas destinadas a ser secretadas se 

sintetizan en los pnlisomas unidos al retículo endoplasmico 

(Sabatini y col 1982, Hay R 1904, Rosenfeld y col 

1987,1987). 
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b) Transporte al Lamen del Retículo Endoplbsmico. Los 

~somas unidos a la membrana del reticulo endaplismico, 

activan coso un sistema coordinado en la sintesis de las 

glicoproteinas (Kreil 1981, Walter 1984). Inicialmente, se 

pensb que en los polisomas existla una seftal que permitia su 

unión al reticulo endopUsmico. Estudios posteriores 

demostraron que la información se encuentra en ~tidos 

nacientes. En general, los primeros 15 a 3(1 aminobcidos de 

los ~tidos que pertenecen al sistema vesicular de la 

célula son de naturaleza hidrofbbica, siendo esta región 

conocida como "Péptido serial m. Cuando esta regibn emerge en 

los ribososas se le une a ella una nucleoproteina (55), esta 

proteina y el ribosoma son reconocidos por proteinas 

especificas del reticulo endoplasmico rugoso conocidas como 

las ribofarinas CSabatini y cols 191921. Estas forman canales 

que permiten el paso de las proteinas a través de la 

membrana del reticulo, primero al ~tido seflal o seftal 

lider y posteriormente al resto de los aminoácidos que 

componen la proteina. Sin embargo, esta seftal lider puede 

encontrarse no silla en el ami no terminal sino también en 

medio o en su carboxilo terminal de la cadena péptidica. 

Dando origen a una proteína con mbs de una serial lider. 

Dependiendo de donde se localice la serial podremos obtener 

proteinas que pasen al lamen del retículo o bien proteínas 

que sean integrantes de la membrana.(Dlobel 1980,1982,1985). 

Es dificil demostrar In_ vi.vo la presencia del ~tido 

seMal 	ya que inmediatamente que penetra al lbmen del 
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rettculo es hidrolizado por una peptidasa especifica. Esta 

peptidasa corta a la serial lider cuando se encuentra en el 

ami no terminal (Kreil 1901). 

c) Glicasidación. Una modificación que ocurre 

cotraducionalmente es la glicosidación de las proteinas. Se 

ha encontrado que las cadenas glicosidicas se unen a 

residuos de asparagina que estar: dentro de una secuencia 

Asp-X-- Treo/Ser y que se conocen como cadenas tipo N, o 

bien cadenas tipo O que estar: unidas a serina y/o treonina 

(Tabas y Kornfeld 19780  Kornfeld y Tabas 1900, Hubbard y 

Ivatt 1901, Pollack y Atksian 1903, Merion 1902, Kornfeld 

1905). 

La glicosidación del residuo de asparagina se realiza en 

das etapas (fig 2): 1) ~tesis enzimatica de la cadena 

glicostdica en la cara externa de la membrana del rettculo. 

Esta cadena glicostdiFa tiene como estructura comen la 

siguiente forma glucosa3-manosa9-acetil glucosamina2-pp 

dolicol. 

2) Transferencia de la cadena glicosidica de alta canosa 

a la cadena péptica recién sintetizada a nivel de la 

asparagina, la velocidad de transferencia esta modulada por 

los tres residuos de glucosa (Lodish y Kong 1904). 

31 Transporte de las glicoprotetnas del rettculo 

endoplasmico al aparato de Golgi a través de un sistema 

vesicular, este transporte aten no esta muy bien definido, ya 

que durante este transcurso las glicoprotetnas sufren una 

serie de modificaciones postraduccionales mediante la acción 
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FIG. 2. Muestra las diferentes modificaciones-post- - 
traduccionales que sufre una cadena glicosidi 
ca desde su unión a la proteína, durante su - 

síntesis en el retículo endoplásmico en su viaje a tra-
vés de las regiones cis y trans del aparato de Golgi, - 
hasta que es encapsulada en vesículas secretorias (arri 
ba) o lisosomas (abajo). 14a cadena glicosídica consta 
de fosfato (P), B-acetil-glucosamina (GN), manosa (M), 
glucosa (G), galactosa (Gal) y/o de acido siálico (Sial) 
Este proceso ocurre por igual en proteínas integrales o 
soluble. Las enzimas lisosomales se unirían a su recep-
tor una vez fosforilada la cadena. 
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de las glucosidasas I y II presentes en retfculo 

endoplbsmico, liberan la glucosa, para que la presencia de 

manosidasas libere una canosa quedando una secuencia central 

manosa8 	(N-acetil glucosamina)2 asparagina, la cual es 

común para las glicoprotelnas destinadas a ser de alto 

contenido en canosa como serfan las hidrolasas Imidas y de 

tipo complejo como son la clavarla de las protefnas que se 

secretan y parte de las protelnas de membrana. 

d) Compartimentación de las protelnas lisosomales. En 

este momento el aparato de Golgl debe sortear el destino de 

las glicoprotefnas que tienen la secuencia central, se 

especula que la formación de las cadenas complejas ocurre en 

la región trans de Golgi ya que es aquí donde se encuentran 

localizadas alrededor de varias enzimas, que posiblemente 

participan en su formación como son,la manosidasa I, la 

N-acetil glucosamina transferasa 1, la manosidasa II, la 

N-acetil transferasa II, 	la galactosil transferasa y la 

sialil transferasa iHubbard 1991, Lodish 	1984, Dunkly y 

Rothman 1983,1986). Los oligosacaridos destinados a 

secretarse o a ser glicoproteinas de la membrana son 

procesados a 	complejos de Acido sialico. En cambio, la 

formación de las cadenas de alta canosa, que se encuentran 

presentes en las enzimas lisosomales, ocurre 

preferencialmente en la región Cis, donde se localizan las 

enzimas que los modifican y participan en la formación del 

marcador 'de Man-6-P, a través de la participación de das 

enzimas, la Wacetil glucosaminil fosfotransferasa que 
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transfiere N-acetil glucosamina-l-P desde el nuclebtido 

UDP-N-acetil glucosacina a residuos seleccionados de canosa 

sobre las enzimas hidroliticas para darnos intermediarios 

fosfodibsteres, entonces la segunda enzima la N-acetil 

glucosamina-l-fosfodibster 	a-N-acetil 	glucosaminidasa 

remueve los residuos N-acetil glucosamina resultando 

fosfomonobsteres que son residuos de reconocimiento por los 

receptores de alta afinidad para Man-6-P 	y que estan 

localizados en la región Cis de Oolgi (Rothman y col 1982 y 

Pahlmann y cols 1982 , Drow 1985) de aqui la importancia que 

juega el Aparato de tiolgi pues, es en esto arganelo donde 

se llevan a cabo las modificaciones terminales de 

glicosidacibn y donde ocurre 	la segregacibn de las 

proteinas secretorias y de las hi drol asas Acidas. En la 

enfermedad de cblulas I a mucoltpidosis II, 	existe una 

mutación en el gene que codifica la síntesis de la enzima 

N-acetil glucosaminil transferasa por lo tanto las enzimas 

lisosomales no poseen el marcador de Man-4-P y son 

secretadas dado que no pueden anclarse a su receptor para 

dirigirse a los lisosomasi y como reflejo de una incapacidad 

celular para discriminar las enzimas lisosomales a lo largo 

de la vía secretoria son secretadas, sin poder ser 

recapturadas, manifestando la presencia necesaria del 

marcador de Flan-6-P para que este evento ocurra ~Usan y 

Kornfeld 1981, Nasilik y col 1981, Varki y cols 1981, Wahmed 

y cols 1982). 
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Resumiendo, el receptor que reconoce el residuo de 

Man-6-P en las hidrolasas ácidas para su recaptura por 

fibroblastos, es el mismo que la célula utiliza en la ruta 

que siguen las hidrolasas en su camino a lisosomas (Retículo 

Endoplbsmica-Golgi-Lisosomas). Confirmando la existencia de 

una ruta intracelular, asi como que ambos 	sistemas de 

transporte, requieren del mismo marcador Man-6-P dado que la 

enzima intracelular, es disociada del receptor en presencia 

de esta azhcar. 

El 	hecho de que las enzimas lisosomales sean 

fosforiladas en la . región del 	Golgi, confirma que el 

transporte, mediado por el receptor para Man-6-P, no es del 

retículo a los lisosomas como se pensó originalmenmte 

Gonzalez-Noriega y cola 1980), sino del Golgi a los 

lisosomas. 

B.- ANTECEDENTES. ESPECIFICOS 

No Obstante los resultados obtenidos hasta la fecha, en 

relación 	al transporte de las enzimas lisosomales, aón 

queda una serie de preguntas por resolver; se sospecha que 

el receptor de Man-6-P, no es el ;Ubico responsable del 

acarreo de las hidrolasas acidas a los lisosomas (Otrada 

1982,Tietze1902,Gabel 1983,1904) ya que se ha encontrado: 

a) Que las mutantes para el receptor de Man-6-P no 

secretan enzimas en la misma proporción que la deficiencia 

en el marcador de Man-6-P como ocurre con las células 1 

(Babel y cols 1983,1984). 
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b) Otro receptor que reconoce también si residuo 

fosforilado de Man-6-P. Este receptor a diferencia del ya 

descrito, requiere iones calcio para la unión de la enzima 

al receptor, posee diferentes constantes de unión, y se ha 

demostrado su presencia en las células deficientes para el 

primer receptor (Hoflack and Kornfeld 1984,1985 Stein 1987). 

c) Existe una gran heterogeneidad en la distribución de 

las enzimas lisosomales dentro del lisosoma <PM 1975). 

d) Existen cuando menos dos enzimas lisosomales 	la 

foslatasa y la glucosidasa, que seguramente son 

transportadas por otros mecanismos diferentes al de Man-6-P, 

ya que no son secretadas como el resto de las enzimas 

lisosomales en la mucolipidosis 11 o células I tWeissman y 

cols 1971, Neulfeld y cols 1977)1 sin 	embargo, estos 

pacientes tienen prácticamente niveles normales de las 

hidrolasas Acidas en los hepatocitos, las células Kupffer y 

los leucocitos, lo que suguiere un mecanismo distinto al de 

Man-6-P, ya que estas enzimas carecen del 	marcador de 

Man-6-P. 

e) La ft-glucuronidasa a diferencia de otras enzimas 

lisosemales posee doble localizacibn ya que 30% de la enzima 

sintetizada dt- novo permanece en el retículo endoplásmico 

gracias a la presencia, en esta región, de un receptor 

especifico para ella (Paigen 1975). 

f) Se sabe, también, que existen otros receptores 

especificas para cada tipo celular que reconocen ciertos 

azucares en las cadenas glicosidicas presentes en las 
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enzimas lisosomales y en protelnas saricas, así hepatocitos 

reconocen residuos de galactosa y N-acetil galactosamina 

(Ashwell y Moren 1971, Ashwell y Harford 1982)). Los 

macrbfagos y las células de Kupffer reconocen residuos de 

N-acetil o glucosamina y manosa en las enzimas lisosomales 

afladidas exbgenamente (Achord 1975, Stahl 1978, Tietze 

1982), la futesa y la galactosa presentes en la transferrina 

son reconocidas 	por los hepatocitos de los mamiferos 

(Neufeld y Ashwell 1980). 

f) Por bltimo, la existencia de una ruta alternativa para 

la endocitosis adsortiva de las enzimas lisosomales ha sido 

sugerida por Heiber y Jourdian (1976) debido a que han 

encontrado que la endocitosis adsortiva de la 41-

glucuronidasa bovina, no es afectada por la presencia de 

los azhcares fosforilados. 

El objetivo de éste trabajo de tesis, es caracterizar un 

nuevo sistema de internacioft para enzimas lisosomales, que 

fue encontrado en el laboratorio del Dr. Gonzalez-Noriega y 

que posiblemente corresponde al descrito par Heiber y 

Jourdian (1976), y compararlo con el ya descrito para 

enzimas que contienen el marcador fosforilado de manosa, con 

el fin de obtener evidencias que nos indiquen si ambos 

sistemas son independientes y diferentes entre El; así como 

para conocer cómo y cual es su funcion en la células. 

Nuestros estudios confirman la existencia de un sistema 

alternativo de endocitosis de enzimas lisosomales en 

fibroblastos humanos. Asl mismo demostramos que la 



24 

1-glucuronidasa bovina, es recapturada por dos sistemas 

endociticos diferentes e independientes, uno es el 

ampliamente estudiado y caracterizado de Man-6-P y el otro 

descrito por Jourdian (1976). 
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1. -Mod i o do Cul ti yo /MEM) 

Medio Mtnimo - Esoncial Eaglo's 	9.8 g 

Bicarbonato de Sodio 	 2.2 g 

Piruvato do Sodio 	 0.1 q 

Glutamina 200 mM 	 12.0 ml 

Antibiótico: 100Y. 	 20.0 ml 

Suero fetal bovino inactivado 

cltir 1;6°C1 	 100.0 ml 

So aforo con agua bidostilada 1000 	ml 

Stor.:1 dr nntibibticor 100y 

Estreptomi ci na 	 2.0 	g 

Linidados do Penicilina 	 2><10,b LI 

Agua hi riorzt i 1 z4tin 	 2nn 	m1 

--01r11 s 	rir? 	 (EDTA): 

FDTA 

Cloruro do Calcio 

Cloruro do Potasio 

TPT9/Paso 

Polo Fonol 	.9% 
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Aforar a 2000 ml. con agua bidestilado y aiust3do el 

pH 7.4 esterilizar a prosibn 

4.-Solusibn do Tripsinal 

A 1000 ml. de lo solucibn de 'ter reno agregar g do 

Tripsinap e Esterili:ar a procibn 

g.-Medio de Internali=acibn: 

Medio Mínimo Esencial de Eagle's 	9.8 	g 

BES 	 25.0 mM 

Albumina bovina 	 1.0 	m'all 

Aforar a 1000 ml con agua bidostilada aiustando el pH a 

6,8 7.2 

6. -Solución Salina do Fosfatos (PBS) 

Cloruro do Sodio, 	 150.0 	mM 

Cloruro do Potasio 	 8.0 	mM 

Fosfato monobbrico do Sodio 	 80.0 	mM 

Cloruro de Calcio 	 0.9 	mM 

Cloruro do Magnesio 	 90.0 	mM 

Fosfato dibbsico do Potasio 	 1.4 	mM 

Fl cloruro de calcio y de magnesio se preparan por 

separado on lon ml cada uno ya que tienden a 

precipitar. So aJusta pH 6.8 t,  7.2 
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7.0.-Medin dr Cultivo libro dr Mrtioninn: 

Gtocl,  de aminoAcidos 	2Y 

Stoct de leucina 	 20y 

Stock de triptofano 	40Y 

Stock sales 	 41f 

Glucosa y rjliltation 	100w 

Rolo de fenol 	 200y 

Para amino benzoico 	100y 

Vitaminas Gibco 	 100y 

8.-Prenaraci6n de Sustrato (MUG)  

Disolver 10 mM de 4,meti1 umbeliferil 0-d-qlucurtbnido 

IMMO en :200 mM de acetato de sodio phl 4.8. Los residuos de 

4, metil umbeliferil' ~I libre que contaminan el sustrato, 

posteriormente este se eliminan, por decantación y burbuimo 

ron nitrhgenn y lqitacihn a 4°C. Para determinar si ya esta 

libre de Mí se leen los coeficientes de owtinción antes y 

después de la extracción con cloroformo a 317 mM y 34') mM 

para cuantificar la presencia de MUG MU respectivamente 

Moler MG Lectura 517 Y. Dilucieo 

13,600 

Moloc MUrrj.Tptura2 pi ],uglen 

1?2, 720 
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Un .5 	eilminodo ol 	 7,17-! ."diclon,  1 alq'ml do 

albuminn y ce guardo 	00 C rn alicuotar de lo mi. 

1.- Stocl,  4 meta 1 UmbeliForona 20nM 

4 meti1 umbeli-~nn 

Etanol absoluto 

ngua bidectilada 

2.- Solucibn Amortiguadora Glicina - Carbonato pH 10: 

Glicina 
	

M 

Carbonato 

Se ajusta a pH IC 

D.- PuriFicación de la 11-81ucuronidasa 

1.-Solucieln Amortiguadora de Tartratos pH h.2 

Tartrato de Sodio 	 0.825 M 

EOTA 	 0.25 M 

Cloruro do Sodio 	 0.15 	M 

Fosfato de Sodio 	 0.01 	M 

Azida de Sodio 	 0.02 	% 

Se ajusta o pH 6.2 

2.-Solucieln Amortiguadora Tris- 80E0 

1rís'b:sce 	 11.1715 	rt 

FonFato de Sodio Monobbsico 	 0.01 

Cloruro de Sodio 	 0.15 	il 

Atido de Sodirs 	 0.2 



Se ajusta a pH 6.S 

3.-Solucibn Amortiguadora Tris-Base. Libre de Fosfatos 

Trig base 	 0.025 M 

Cloruro Sodio 	 0.15 M 

Ajusta a pH 6.8 

4.- Solucibn Amortiguadora de Elucibn 

Urea 	M nn rolucibn amortiguadora A. 

Todas las soluciones se ajustaron a sus respectivos 

pHs imAndo Acido rlorhidrico o hidrelvido de sodio 

concentrados 

29 
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Tjb. 	MFTPDC19; 

CPLITYPs.....cf ul e8gPL 

La linea celular fibroblastoide 3-392, fué donada 

generosamente por el Pr. M. 	91,.E de la Universidad de 

Washinnton H.,M0. Fué inirisda n partir de una biopsia de 

piel dP un paciente con mucopolisachridosis VII, que se 

caracteriza por ser deficiente para la síntesis de la 

enrima lisosomal A-glucuronidosa. 

Los cultivos celulares fueron crecidos en frascos T,m, 

una ven confluentes se subcultivaron de la siguiente maneras 

se I 	retira el medio de cultivo, se enivaqaron con una 

solurihn quelante de EPTA Wersenol. Para desprender las 

células, se les adiciona tripsina al 0.25% durante 	min. 

las células se resuspendieron con una pipeta Pasteur 

adicionbndole medio de cultivo inmediatamente, para detener 

la acclein de la tripsina. De cada frasco T-ym se prepararon 4 

T-rdp,• 

Para reslinar los experimentos de ¡mitin ó de 

internalizacitin las células se crecen en las calas de Patri 

de '!;mm. Pe rada T -u se prepararon 20 calas de Petri o 'que 

en un lapso de 1 días estuvieran confluentes y listas para 

los emperimentos requerido_.. Tanto a las calas como a los 

frascos de cultivo se les cambia el medio de cultivo cada 

tercer di a y se mantienen en atmósfera Mimeda y 5% de CO2  a 
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P.- rnsplyos F14.77MATMOS: 

La Actividad para la 0-glucuronidasa se midió de acuerdo 

al procedimiento descrito por Masar y cola (1973). A 25 

microlitroe de sustrato se le agregan 100 microlitros de 

MAS In mM, después de 1 hora de incubación a 37°C, la 

reacción se detiene al adicionar 1.9 ml de un amortiguador 

de glicina-carbonatos pH10. iLa cantidad de 4,metil 

umbeliferona liberada se midió en un espectofotómetro Aminco 

a 3é,0 nm de exitación y 480 nm de emisión. 

Una unidad de actividad, es la cantidad de enzima que 

ertr.13ra 	1, 	liberoribn 	de 	une 	nmompl3 	de 

4,metil-umbeliferona por hora. Como estandar se utilizó una 

solución de 4,metil-umbeliferona al 10 nM. 

La cuantificación de la proteina fué hecha 

espectofotométricamente de acuerdo con el método de Lowry 

(1951). Se usb albumina de suero bovino como estandars. 

La actividad especifica se determinó, dividiendo la 

actividad enzimhtica entre los miligramos de proteinas. 

C.- FXPFRIMgMICS DE  INTERNACIM:  

La internación de la enzima lisosomal A-glucuronidasa a 

fibroblastos humanos se determinó siguiendo el método de 

Kaplan y cola 	(1977). A los fibroblastos humanos de la 

linea 5197, crecidos en cajas Petri de 35 mm se les retiró 

rol 	medio 	cul ti vo y se les adicionó 1 ml de medio de 

internalización, conteniendo la n-glucuronidasa. Después de 

l incubación a T7°C, las cojas fueron colncadaq en una capa 
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de hielo, lavadas 5 'ieces con 7. ad de PB cada vez. Se les 

retirb completaawnto la uolución amortiguadora y se les 

adicione% A cada caja 0.5 ml de deowicolato de sodio al 1%. 

nespubg,  dP 20 mi n. a 4°C, el lisado celular que se obtuvó se 

rPruperh ron pipeta Pasteur y se transfirió a tubos 

previamente marc3dos. 1_9 cantidad dp (V-glucuronidasa 

asociada a las chlmias, así como*  la proteína celular se 

cuantificó tomando 25 microlitos del Usado celular. 

La 9rlocidad de internalización se expresa, como la 

cantidad de ermima asociada a las células por unidad de 

tiempo (Unidades de enzima /mg de protetna celular /hora de 

internación). 

D.- FYPERIMENTOP DE UNION J  FID1199LASTOS EN CUWTIVO I  

La unión de la (1-glucuronidasa a fihrablastos humanos se 

dPterminh 7  a 14 dtaa después que la capa de las células 

llegaron a confluencia. Los experimentos se llevaron a 4°C. 

Las casas de Patri 35mm se pre-incubaron 15 min a 4°C en 

cuarto frío. El medio de cultivo se aspiró y las calas 

fueron lavadas dos veces con 5 ml de PDS. A cada caía se le 

artadió 1 ml de medio de internalización 	conteniendo la 

P-glucuronidasa. Después de 2 hrs de incubación a MCI  las 

raías fueron lavadas 5 veces con 5 ml de PDS fria y drenadas 

completamente, La cantidad de (1-glocuronidasa y de proteína 

asociada a las cllulas, se cuantificó en el Usado celular 

obtenido al agregar 0.5 ml de deowicolato de sodio al 1 %. 
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LP rAntidad de ennimR ;rociada a las ctlulas se ey.pre.na  en 

unidadPs dP enzima por mg de protelna celular. 

F.- FYPFPIMFNTOS DE UNION A LAS MEMBRANAS DE FIBROBLASTOS:  

1.- Obtención de las membranas celulares 

Se obtuvieron a partir de monocapas celulares confluentes 

crecidas en Frascos T L=Mo Los Frascos fueron puestos en 

hielo, se les retiró el medio de cultivo y se lavaron 3 

veces con 10 ml de POS, seguidamente se les adicionó 2 ml de 

medio de internación. Las células se rasparon con una 

espétula y se resuspendieron con una pipeta Pasteur. La 

suspensibn celular, se transfirió a un tobo, se congeló 30 

min a -20°C y se homogeneizó con un homogenizador Dounce 

hasta lisar miss del 90% de las células. El lisado celular se 

centrifugb 10 min a 800 g y el sobrenadante nuevamente, se 

centrifugó a 12500 g durante 10 min. a 4°C. De cada frasco 

T-.. ne obtuvieron alrededor de 800 microgramos de 	la 

protelna membranal. 

2.- unión a las membranas 

Se siguió el método descrito por Fischer y Col (1980). 

Cada ensayo se llevó a cabo en tubos Eppendorf en un volumen 

final de 290 a 300 microlitos en medio de internalización 

pH 6.8 ó 7.2, conteniendo 50 microgramos de la proteina de 

membranas y la cantidad adecuada de 0-glucuronidasa. Después 

dp la intuhacibn los tubos se mantuvieron en hielo, se 

centrifugaron en un microcentrlfuga (Beckman) a 10,000 q por 
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10 min el residuo de las membranas se lava tres veces con 

:!00 pl de P85 por resedimentación en la centrifuga. El 

precipitado se resuspendió en 0.2 ml de deomicolato al 1 

L arti,ddad ennimática y la concentración proteica se 

determinó en 4001 de Usado de las membranas. La 

0-olucuronidasa endbgena se sustrajo de todos. los ¡atores 

para obtener la cantidad real de la enzima unida. 

F. EFECTO DE LA CICLOHEXIMIDA EN LA SINTE5I5 DE PROTEINAS:  

Cultivos de fibroblastos humanos fueron incubados hasta 

48 horas en presencia de 0.1 mM de ciclohemimida. Bajo estas 

condiciones la viabilidad celular no se vió afectada la 

incorporación de Metinnina S" (1 ye) es inhibida en más de 

qn%, 	una hora despubs de la adición de 0.1 mM de 

eicloherimida al medio de cultivo (Ganzitalez Noriega y cols; 

1980). 

O.- PREPAPpCION DE COLUMNAS DE AFINIDAD'  

1.- Purificación de anticuerpos contra 0-glucuronidasaL 

Conejos de la linea White Swiss fueron inyettados 

subcutáneamente con 1 ml de a-glucuronidasa bovina comercial 

1mg!m1) en adiuvante completo. Después de 15 citas, se 

repitió la inyección pero con 1 ml de adiuvante incompleto 

conteniendo 1 mg/m1 de b-glucuronidasa, después de otros 15 

dios :le repitib esta inyección. Al cabo de 10 dios se 

monitorio,por doble inmunodifusión, el titulo de anticuerpos 

contrz la '-glucuroríidasa bovina . 



35 

Lbl inchunoglobulinas se purificarnn R partir de los 

Pros de los conelos con títulos más elevados, utilizando 

el mAtodo descrito por Fleischman (1967). A los sueros se 

les adicionó sulfato de amonio a una concentración final de 

40% despubs de incubarse 1 hr a 4°C, se centrifugaron a 

10,00Orpm durante 30 min. El precipitada se disolvió en 

solucibn amortiguadora de fosfatos 20 mM pH 6.3 y su dializó 

veces en ese mismo solución amortiguadora. El material 

dializado fue clarificado por una centrifugacibn Y 

cromatografiado en una columna de DEAE equilibrada con la 

misma solución amortiguadora. 

2.- Preparación de las columnas de afinidad: 

Las inmunoglobulinas purificadas se acoplaron a Sepharosa 

49, utilizando el mbtodo descrito por Cuatrecasas (1970). 

proteina a acoplar se dializó toda la noche en solución 

amortiguadora de bicarbonatos (1M) p118 a 4°C. La sefarosa 4P 

activada se suspendió en una solución de Acido clorhidrico 

1mM durante 10 min, se filtró por decantación en un embudo 

(Buchner), se le retiró el acido mediante lavados 

subsecuentes con agua destilada, se equilibró el pH 	con 

snlución amortiguadora de bicarbonatos 1M 08. Por cada 10 

mg de protelna a acoplar se usó un gramo de resina. La 

sefarosa y a  preparada y la proteina (inmunnglobulinas o 

P-glueuronidasa) 	se agitaron suavemente durante toda la 

mirto a '1°C. Rutinariamente se absorvib un 90% de proteina, 

medida por absorción a 280 nm. 
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Para bloquear ln= nrupnr libre= nn ne.npladn= He 1A re7iml. 

ésta se lavó con una solución amortiguadora de glicil 

glicina (50mM) pH 2.9, la resina se transfirib 	un columna 

r. 1 • 	 '.oda la noche owtensamente con solución 

Ilmnrtiqu74clora Tris 30 mM cloruro de sódio 150 mM y lósfato 

de sodio 10 mM pH 6.B. 

H.- DOBLE mmumpolsusigoL 

Fe 	 el procedimiento descrito por Ouchterlonv y 

Nilsson L (1978). Se prepararon cajas de retr1 con geles de 

nar 	0.I73. en solución salina de cloruro de sodio al 0.95% 

o en solución amortiguadora de fosfatos 40m11, cloruro de 

sodio al 0.95% o en solución amortiguadora de fosfatos 40mM, 

cloruro de sodio 150mM pH7.2. Al solidificarse se le 

hicieron orificios con un sacabocados haciendo una roseta 

(un orificio en medio y de 4 a 1, alrededor). En .el orificio 

del centro se pone la enzima y alrededor los antisueros a 

las diferentes diluciones. Después de ser incubado toda la 

noche, el gel se lavó varias veces con POS y agua 

desionizada, se secb y tirló con azul negro naftol Al 45%. 

PURTFICACION DE LAG ENZIMAS UGLUCUMNIDASA HHMANA  

BOVINA.: 

1.- Turificación de la A-glucuronidasa humana. 

Fue,  parcialmente purificada siguiendo el método descrito 

por Brot y cols (1q719). A cada gramo del tejido humano 

(hiopsial. de higado o bazo) se le adicionó 5 ml. de solución 
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amortiguadora 	dr tartratos, EDTA y Fosfatos pH6.2. 	El 

tejido se homogeniró con un politrón a 4°C, se le ariadit 

doomicolato de sodio a una concentración final de 0.2V.. Se 

agitó 4 4°C por una hora, se filtrb ron gasa y se centrifugó 

a 12,0nOrpm durante 20 min. El sohrenadante se calentó una 

hora 9 ,g150C se centrifugó a 12,000rpm durante 20 min. El 

snbrenadante se precipitó con 55% de sulfato 	de amante) 

dejando agitar una hora a 4°C. El residuo que se ~ovó al 

centrifugar a 12,000 rpm por 20 min se disolvió en solución 

amortiguadora de acetatos 25 mM pH 5 y se diali26 4 hrs 

contra la misma solución amortiguadora; después de lo cual 

se volvió a centrifugar 20 min a 12,000 rpm. El sobrenadante 

EP diali76 en contra de Tris 25 mM cloruro de sodio 1'50 mM y 

fosfatos de sodio 10 mM pH 6.9. Por óltimo, 	se pasó a 

través de una columna de afinidad (de anticuerpos de canelo) 

anti 0-glucuronidasa bovina acoplados a la sefarosa 4B. 

Después de lavar la columna con 	solución amortiguadora 

Tris. A el material que se adsorvió, se eluyó con la Urea 

6M, se dializó en la solución amortiguadnra anterior y se 

concetró en un Ami can. 

2.- Purificación de la A-glucuronidasa bovinas 

La purificación consiste .básicamente de dos pasos a) 

Extracción y h) Adsorción. 

a) ntracciMn1 El teiido bovino se homogeninó con un 

politrtin A 4°C en 5 ml de solución amortiguadora de 

tartratoe 29 mM, EDTA 25" fosfato de sodio 10 mM, cloruro 

de sodio 150 mM pH ¿.2, por cada gramo de teildo. Con el 
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fin de obtener una extracción completa el homogenado se 

incubó 1 hr a 4°C en presencia de 0.2' de deowicolato de 

sodio. Fl homogenado se filtró a travhs de una doble gasa y 

se centrifugó a 100 000 rpm durante 30 min. Al snbrenadante 

se le aoregh sulfato de Imanto a una concentración de 30% y 

se agitó 1 hr a 4°C. El precipitado obtenido se eliminó con 

una centrifugación a 10,000 rpm durante 30 min. El 

sobrenadante del 30% de sulfato-de amonio se llevó a una 

concentración final del 45% de sulfato de amonio, se 

mantiene agithndose lhr a 4°C. Posteriomente, la suspensión 

tle centrifugó a 10,000rpm por 30min, el precipitado se 

disolvió en una relación de 1/10 en solución amortiguadora 

Tris, cloruro de sodio, felsfato de sodio pH 6.9, se dializó 

dos veces contra ese solución amortiguadora para eliminar el 

exceso de sulfato. El homogenado se llevó a pH 5 con biciclo 

acbtico y se dializó 4 hrs a 4° C en solución amortiguadora 

de acetatos 25 mM pH5. El precipitado Mido se eliminó por 

.centrifugación a 10,000 rpm durante 30 min. El sobrenadante 

se llevó a pH 6.8 con Tris 1M, se dializó durante toda la 

noche, a temperatura ambiente con Tris cloruro de sodio en 

presencia de fosfatos o en ausencia de estos últimos segt!in 

requiramos la enzima, con el componente fosforilado o con el 

nuevo marcador. 

b) Adsorción. Para obtener la enzima semipurificada el 

homogenado crudo del paso anterior se adsorbió en una 

columna dé inmunoglobulina de conejo dirigida en contra de 

19 A-glucuronidasa bovina acoplada a la sefarosa 419. Despubs 
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ITe"Rr ls columna ron Pin, el material adsorbido 

9F1 eluyh con 	Urea 5 M en solución amortiguadora Tris, 

fnsfato pH 6.8. Las fracciones donde aparece la actividad de 

la enrima, .ye juntaron, se concentraron a presibn en un 

Amicon con una membrana de poro XM 50, balo una atmósfera de 

nitrógeno a 75psi. Se dializaron para eliminar la urea y s.e 

guardaron en pequerras fracciones de 1 a 3 ml, manteniéndose 

congeladas a _700C. 

El grado de pureza de la enzima se determinó por lo 

actividad especifica como se muestra en la tabla 1 y por 

geles de acrilamida 	al 10 
	

en SDS 	y por una doble 

inmunndifusión fig 3. 
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IgG 

0-glucuro 
nidasa 

Fig. 3. a) Gel de SDS al 10%, en el que se muestra la pureza 
de la enzima ( 0-glucuronidasa) bovina, así como de los anti-
cuerpos. En la casilla A y B se eluyeron anticuerpos de cone 
jos purificados contra 0-glucuronidasa a dos concentraciones 
30 y 15 pgr/ml. En la casilla C, se observa la elución del - 
homogenada" hepático antes de pasar por la columna de afinidad 
50 gr/ml. En la casilla D es 0-glucuronidasa semipurifica-
da 10 pgr/m1 y la casilla E con 25 gr de elución del standar 
de proteínas. 
b) Doble inmunodifusión de 0-glururonidasa semipurificada, --
contra suero de conejos inmunizados contra ella. Se observa 
solo una banda de identidad. 
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A. Purificación de_la 0-g1ucuronigaga,boyina; 

Se han descrito varios métodos para purificar la 

n-glucuronidasa de hígado bovino (Bernfeld 1952, Plapp 1966 

y Himeno Masuru 1974); sin embargo, son largos y tediosos y 

al final se obtiene un bajo rendimiento, alrededor del 12%. 

rn estos procedimientos se incluye una digestibn de 10 días 

en 	ausencia de i nhi hi dores de proteasas, que bien puede 

destruir grupos funcionales de la enzima de nuestro interés. 

Asl mismo, esta enzima semipurificada se puede obtener 

comercialmente, pero dado que es una enzima inestable, su 

actividad varla de lote a lote. Por esta razón, nos vimos en 

la nerRsidad de modificar el protocolo descrito por Plapp y 

col (1966), preparando una columna de afinidad con los 

anticueIpos dirigidos en contra de la 0-glucuronidasa 

(Harris 1973). Para ello, se generaron anticuerpos contra la 

(i-glucuranidasa del hígado bovino obtenida comercialmente, 

Como se describió en material y métodos. Las 

inmunoqlohulinan de conejo obtenidas en contra de la enzima, 

ne purlficaren por precipitación con sulfato de amonio y una 

columnn de interrAmbio iftico COME), seguido de lo cual se 

A~rhib el anticuerpo R una columna de sefarasa acoplada a 

lA 1-glurtironidasa. Con el anticuerpo así obtenido solo se 

chtuv,J5 una banda de precipitación en contra de la 

glucurnnidasa bovina. Los anticuerpos asi purificados se 
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acoplaron a sefarosa 4B segbn el método de Cuatrecasas 

(1q741. 

La nurificariMn incluyó bAsicamente tres pasos: a) 

precipitación rnn sulfato de amonio, b1 choque Acido' y c) 

adnorcibn. En la tabla 1 se muestran los resultados de una 

purificacibn de la enzima. 

rl tejido bovino 1h1gado a bazo) una vez limpio se guardo 

en fragmentos a -204/C sin que la actividad de la enzima se 

pierda. En el cita de la purificación, el tejido se 

descongelb y homogenizb en presencia de inhibidores de las 

prnteasas y de un detergente que facilitb la extraccibn de 

la enzima. El tejido se filtro y centrifugb, balo estas 

condiciones de extracción, rutinariamente se obtienen 

360,000 unidades de enzima/0 de tejido. 

a) Preripitacihn con el sulfato de amonio.- 

El sobrenadante de la centrifugacibn se llevó a 30% dm 

sulfato de amonio, se deja equilibrar 1 hr a 4,1 C agitando, 

el precipitado formado se elimina centrifugando y el 

snbrenadante nuevamente se le adicionó sulfato de amonio a 

una rant:entrar:Un Final del 45% se agitó 1 br. a 4/C, el 

residuo formada se snlubilizb y dializó en solución 

amortiguadora Tris pH 6.8 con dos cambios, en este paso se 

obtiene una recuperacibi del 62% y la enzima se purificó 

11.75 veces. 



TABLA I 

PURIFICACION DE LA B-GLUCURONIDASA DE HILADO BOVINO 

Paso de la 
purificación 

Mqr. totales Unidades tQtales 
x lOwJ  

*U/mgr Porcentaje 
de 

recuperación 

Veces de 
purifi--
cación 

Extracto crudo 68,400 24.3 356 __, 1 

Sulfato de amonio 16,900 16.43 978 68% 2.75 

Choque ácido 6,400 14.57 2,277 60 6.4 

Autodigestión 5,920 13.73 2,319 56 6.5 

Columna de afinidad 43.2 10.8 25,000 44 389 

* U Unidades 
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h) Choque Acido.- 

El pellet ya dializado libre de sulfatos es llevado a pH 5 

con &ciclo acético y se dializa 	4 hr a 4°C contra una 

solución amortiguadora de acetatos pH 5.0, el precipitado 

formado se eliminb con una centrifugación y el sobrenadante 

se lleva a pH 6.R con Tris 1M. Hasta aqui la enzima se 

purifich 6.4 veces. En este paso se recuperó cerca del 90% 

de la enzima. 

En aquellos casos en que se necesitó obtener la 

4-glucuronidasa libre del marcador fosforilado„ la 

preparación enzimihtica se incubó 16 hrs. a 256C, como se 

indicb en Material y Métodos. No se detectó disminucibn de 

la actividad enzimatica„ ni cambios en el grado de pureza de 

la enzima 

c) Adsorcibn.- 

El hamogenado crudo semipurifícado se pasó a través de una 

columna de afinidad sefarosa IgG dirigida contra 

n-glucuronodasa bovina, la columna se lavb con una solución 

amortiguadora de Tris, pH 6.0 hasta obtener una densidad 

bptica a 260 nm igual a la de la solución amortiguadora. 

Posteriormente, la {i-glucuranidasa se eluyó con 6 M Urea, 

las fracciones que contienen la enzima se ¡untaron y se 

concentraron en un Amicon con una membrana 50X. 

Con este procedimiento hemos purificado a la enzima 

alrededor de un 107. tomando como mhxima actividad especifica 

Tu 104  con una recuperación de un 40 a 607.. Dado que los 
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estudios de internación de la 4-glucuronidasa se 

determinaron par medio de la actividad enzimhtica no se 

requirió de un 100% de pureza de la enzima. 

P.- Condiciones para la pérdida del residuo fosforilado  

Man-6-P) en la enzima de P-qlucuronidasa bovina;  

La internaCión de enzimas lisosomales a los fibroblastos en 

cultivo requiere de la presencia de un residuo de Man-6-P 

en la enzima y de un receptor especifico presente en la 

superficie celular. Una excepción a esta regla ha sido la 

internación de la 11-glueuronidasa del 	hígado bovino, la 

cual es endocitada por los fibroblastos humanos en cultivo 

por un sistema que no requiere la presencia del marcador 

fosiorilado (Heiber y Jourdain 1976). Sin embargo, en 

contraposición a lo reportado por Heiber y col., en el 

laboratorio (Coutino y GonzAlez-Noriega 1904). encontramos, 

que la internación de la 0-glucuronidasa proveniente del 

hígado o del bazo bovino podía ser inhibida alrededor de un 

30% por Man-6-Por otra parte, en experimentos de saturación 

se observó, la existencia de dos pendientes en las graficas 

de dable reciprocas, una de las cuales desaparece cuando la 

internación de la enzima a fibroblastos es inhibida por 

Man-6-P iFig 4) cuando el marcador fosforilado de la enzima 

es hidrolizado, con la fosfatasa o las endoglicosidasas H 

y la F (tabla 2). Estos resultados sugieren que la 

4-glucuronidasa bovina puede ser captada por fibroblastos 
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B. 

4 /COICENTRAOCH LE f}s2~010154h141434)  

FIG.4. DOBLE RECIPROCA DE LA INHIBICION POR MANOSA-6 P DE LA 
INTERNACION DE LA 0-GLUCURONIDASA HUMANA Y BOVINA A 
FIBROBLASTOS HUMANOS. 

Inhibición de la endocitosis de 0-glucuronidasa de - 
bazo humano y bovino por Manosa-6-fosfato. Fibroblastos huma 
nos deficientes para 0-glucuronidasa fueron incubados 2 hs á 
37°C en presencia de concentraciones crecientes de 0-glucuro 
nidasa humana (A) o bovina (B) en presencia (0) o ausencia de 
el O) de 10 mM de Man-6P. 
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EFECTO DE LAS ENDOGLICOSIDASAS(H, F y D) Y DE LA FOS-
FATASA EN LA INTERNACION DE LA B-GLUCURONIDASA DE 

BAZO BOVINA Y HUMANA EN LOS FIBROBLASTOS 
HUMANOS 

0-glucuronidasa 	 Internación 
pre-tratamiento de la 	 (% control) 

- Man 6 	P 	+ Man 6 P 

A. Bovina sin tratamiento 	100 	 77 

ENDO H 	 78 	 77 

ENDO F 	 85 	 79 

ENDO D 	 100 	 77 

Fosfatasa 	 82 	 78 

B. Humana sin tratamiento 	100 	 25 

ENDO H 	 5 	 2 

ENDO F 	 3 	 9 

ENDO D 	 100 	 13 

Fosfatasa 	 5 	 2 

TABLA 2. Fueron preincubadas las enzimas lisosoma- 
les con Buffers controles, con endoglicosi 
dasa Hl  F y D, o con fosfatasa ácida como 

se describe en (González Coutiño R., Savaedra V. y --
Barrera, R. (in press). Cultivos de fibroblastos hu 
manos deficientes en glucuronidasa, fueron expuestos 
a 50000 de la enzima lisosomal, en presencia o ausen-
cia de 10 mM Man 6P, después de incubarse 2 hrs. a -- 
37°C; los cultivos se lavaron con PBS 2 veces y se -- 
les adiciono 500 ul de Deoxicolato de sodio (se deter 
mino enzima asociada a las células). 
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humanos mediante dos sistemas: uno, el clásico que involucra 

el marcador fosforilado y otro no fosforilado. 

Ya roe nuestro interés es caracterizar este nuevo sistema 

dp internacift y con el fin de evitar curvas cinéticas 

heterogéneas, debido a que, la enzima puede ser endocitada 

pnr dos rutas diferentes; decidimos eliminar en la enzima 

bovina el marcador fosforilado. Ademas, se utilizb enzima 

humana conteniendo el marcador fosforilado para comparar las 

raractertsticas de uno y otro sistema. 

Dado que la utilizacibn de erutaras como la fosfatasa. y la 

endoglicodidasa H,la endoglicosidasa C, la endoglicosidasa F 

resulta ser bastante costosa para eliminar el residuo 

fosforilado (tabla 2) se ponderó otra posibilidad, que nos 

permitiera obtener en forma rápida y económica enzima bovina 

carente del componente fosforilado. Heiber y cols (1976) 

utilizaron una 	enzima (1-glucuronidasa bovina, purificada 

por el 	método de Plapp 1966, en el que incluye una 

digestión del homogenado crudo, en sus resultados, no 

encontraron la doble pendiente que nosotros observamos, ya 

que sólo demuestran una vta de internación que no requiere 

del marcador de Man-6-P . Esto nos sugirio que la falta del 

marcador fosforilado, que ellos no reportaron, se debla a 

que las fosfatasas presentes en el tejido, hidrolizan la 

unión monobster del fosfato unido, a la canosa. Aprovechando 

esta observación decidimos incluir un paso de digestión, 

menos severo, con el fin de eliminar el marcador 

fosforilado, para lo cual era importante que 	nuestras 
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condiciones de digestión se llevaran a cabo en una solución 

amortiguadora libre de fosfatos. 

1.) Efecto del pH en la Digestión: 

Se utilizó la preparación 	que se obtiene despubs del 

choque Acido, en la purificación de la (1-glucuronidasa 

bovina. Alicuotas de la preparación se incubaron a 

diferentes pHs, en ausencia de fosfatos, durante 18 h., al 

cabo de las cuales 	se llevaron a pH 6.3 con solución 

amortiguadora A 	Tris/fosfato. En la tabla :5 	podemos 

observar que: la internación de la enzima es mayor cuando se 

preincubó a pH 6 o 6.8, y que la Man-6-P inhibió en mayor 

grado la internación de la enzima que ha sido digerida a pHs 

&ciclos, sugiriendo que a pHs &ciclos podría existir una 

actividad que hidrolice preferencialmente el nuevo marcador 

de internación, razón por la cual observamos un incremento 

en el efectr. inhibitorio de la Man-6-P sobre la internación 

de la enzima. Por el contrario, existe otra actividad cuyo 

pH óptimo es cercano a 6.8 y que tiene la capacidad de 

degradar al marcador fosforilado. 

:1) Efecto del Grado de Pureza de la Enzima en la Digestión: 

Se trató de determinar cual es el mejor paso durante la 

purificación de la enzima para llevar a cabo la digestión 

del marcador fnsforilado. Para ello se digirió la enzima 

obtenida después de la precipitación con sulfato de amonio y 

choque hcido, o bien enzima semipurificada después de haber 



CONDICIONES PARA LA PERDIDA DEL RESIDUO Man-6P EN LA 0-GLUCURONIDASA 

Preincubación 

pH (U/mgr de proteína celular/ h) 
Manosa 6PO4 	+ Manosa 6PO4  

% de inhibición 

4.5 37 14 63 

5.0 47 23.5 52 

5.5 62.4 49 22 

6 109 95 13 

6.8 138 139 0 

Control pH 6.8 183 129 31 

TABLA 3. Se preincuba la 0-glucuronidasa 19 hs. a 25°C en buffer -
Tris 50 mM, NaC1 150 mM en relación 1 a 1 con buffer de citratos --
100 mM y MgC1 12 mM a diferentes pHs se centrifugó para eliminar el 
precipitado formado. 

Los fibroblastos humanos se incubaron con esta 0-glucuronidasa 5,000 
U/ml durante 2 hrs. 
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sidn pasada pnr la columna de afinidad . Los resultados se 

repartan en la tabla 4, donde se observa que no ocurre 

digestión del residuo fosforilado en la preparación 

enzimatira mas pura ya que la internación abn se ve inhibida 

un 'In% en presencia de Man-6.P. Por el contrario, si la 

digestión se efectha en un paso anterior de la purificación 

no se observa inhibición por Man-6-Po  sugiriendo que el 

marcador fosforilado se ha hidrolizado. 

Por otra parte/  en la tabla 4 tambibn, se observb una 

menor capacidad de internación de la enzima mas cruda, 

posiblemente debido a la presencia de competidores endbgenos 

de la internacibn, como lo sugiere el hecho de que la enzima 

incrementa su capacidad endociticao  despues que la enzima 

autodigerida se adsorbe a la columna de afinidad, sin que 

se vea alterada la capacidad inhibitoria de la Man-6-P 

<resultados no presentados). 

El metodo de digestión seleccionado para eliminar el 

componente fosforilado en la 0-glucuronidasa bovina cumple 

los siguientes criterios: a) la enzima bovina no es 

degradada durante la digestión, 	es decir la actividad 

catalltica nu se modifica al pre-incubar la enzima a los 

diferentes pHs, b) la internalización se reduce en la misma 

proporcibn en que la Man-6-P inhibe la internación de la 

enzima nativa y c) no se observan dos pendientes cuando es 

graficada, la velocidad de internación dependiente de la 

concentración de enzima 	como reciproca de velocidad y 

sustrato. 
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PERDIDA DEL COMPONENTE FOSFORILADO DE LA B-GLUCURONIDASA 
DE HIGADO BOVINO DESPUES DE LA AUTODIGESTION 

CONDICION AUTODIGESTION 	 INTERNALIZACION* 
GRADO DE PUREZA ENZIMATICA T°C 	Control 	MAN-6-P 

1.  Sulfato de amonio 27°  24 24 

2.  Columna afinidad 27° 194 120 

*Iv/mgr proteína celular/hr) 

TABLA 4. La 0-glucuronidasa de hígado bovino se auto 
digirió a pH 6.8 en buffer Tris libre de foi 
fatos durante 18 hrs. a 27°C bajo 2 condició 

nes: 1. Después del paso de sulfato de amonio y 2. Des 
pués de haber sido semipurificada por columna de afini= 
dad. Posteriormente, se les determinó actividad endoc1-
tica por fibroblastos humanos en cultivo en presencia y 
ausencia de 10 mM manosa 6P se utilizaron 5,000 U/ml de 
la enzima. 
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C.-Eoducitosis adahartiva cip la (3-ulucurmidasa buybid 

fibrubLastos hupanoss  

Una vez que se obtuvo (i-glucuronidasa homógenea (libre 

del marcador Man-6-P), nuestro interbs se enfocó a atiLoaltt ar 

evidencias que mostrasen que efectivamente la enzima bovina 

conteniendo el nuevo marcador, es transportada al interÁur 

de la ciblula. Si el mecanismo de internación es mediado por 

un receptor tendacitosis adsortiva), el proceso deberá sera 

saturable, dependiente de tiempo y temperatura y especifico. 

El estudio de las constantes de internación nos permitirA 

también, encontrar evidencias a favor o en contra de la 

resistencia de receptores diferentes a los que reconocen el 

sistema fosforilado. 

I.-Saturabilidad 

Como se muestra en la fig. 4, la cantidad de la 

0-glucuronidasa que se asocia a fibroblaetos en cultivo es 

proporcional a la cantidad de enzima en la que se ~fió a 

los cultivos, obtenibndose una Kanbawnms~ de 0.2xIU-TM y 

una 	 inlicarnme~ 	de 9.25x10-am Moles/mg/hr. Este 

sistema tiene una velocidad ~tima de internación similar a 

la calculada para el receptor de Man-6-P, utilizada cuma 

ligando (1-glucuronidasa, o or-induronidasa (13.9 x 10-Iw 

Moles/mg/hr). Sin embargo, la Km de internación es de un 

orden de magnitud menor a la reportada para la 

0-glucuronidasa humana que es enducitada pot el receptor que 
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FIG. 4. DOBLE RECIPROCA DE LA INHIBICION POR LA MANOSA 6 P 
EN LA INTERNACION A LOS FIBROBLASTOS HUMANOS DE LA 
0-GLUCURONIDASA LIBRE DEL COMPONENTE FOSFORILADO. 

Inhibición de la endocitosis de 0-glucuronidasa bo—
vina modificada por Manosa-6-fosfato, cultivos de fibroblas--
tos humanos deficientes para 0-glucuronidasa fueron incubados 
2 hs a 37°C en presencia de cantidades crecientes de 0-glucu 
ronidasa bovina "modificada" como se describe en Material y - 
Métodos en presencia (•f o ausencia de 10 mM de Man-6-fosfato. 
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reconoce al residuo de Nan-h-f0  (S*10-0M) 	(Smith.) y Neufelf 

1977, Romo y col 1979 y Ganzélez N. y col 1980) pero similar 

a la reportada para enzimas lisosomales en las que la 

fracción conteniendo el marcador fusforiladu ha sido 

enriquecida (1-4x10-911). 

2.- Tiempo y dependencia de Temperatura 

Como se observa en la fig.5 la asociación de la 

11-glucuronidasa bovina es dependiente de temperatura. A 4°C 

se observa un equilibrio después de 3 hrs; por el contrario, 

la cantidad de enzima que se asocia a las células a 370C es 

linear por lo menos 5 hrs. aun en ausencia de ~tesis de 

novo de receptores. La saturabilidad del sistema es 

dependiente de la cantidad del ligando asi como la que se 

obtuvo a 4*C sugiere la presencia de un número limitado de 

receptores en la superficie celular. Esta. ubservacibn ■és el 

hecho de que la cantidad de , enzima que se asocib a 37*C 

durante 5 hrs. a la célula es 10 veces mayor que la que se 

asocib a 4•C permitió asumir que la enzima bovina, 

conteniendo el nuevo marcador, es internada a la célula por 

un mecanismo de pinocitosis adsortiva, en el que se puede 

involucrar un receptor. Es sabido que a 4°C se inhibe todo 

proceso de endocitosis (Steinman y cols 1974, Silverstein y 

cols 1977, Goldstein 1979), por lo que la enzima asociada a 

fibroblastos debe estar unida a la membrana; a 370C la 

enzima asociada a la célula ser& la suma de la que se 

encuentra en la membrana mis la que ha sido endocitada. 
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FIG. 5. CINETICA DE LA ASOCIACION DE LA $-GLUCURONIDASA BO-
VINA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA A LOS FIBROBLASTOS 
HUMANOS. 

Efecto de temperatura y cicloheximida en la cinéti-
ca de asociación de 3-glucuronidasa bovina a ribroblastos hu-
manos en. cultivo. Fibroblastos humanos deficientes de 0-glu-
coronidasa se incubaron en presencia de 14,000 U de B-glucuro 
nidasa bovina a 37°C (A, o) o a 4°C (0) en presencia (A) o ad: 
sencia (o,o) de 0.1 mM de ciclohescimida. 
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3.- Especificidad 

Como se mostrb en la tabla 4 la velocidad con que la 

0-glucuronidasa bovina es internalizada, después de ser 

adsorbida en la columna de afinidad, se ve incrementada 

veces. Este incremento se piensa sea debido a la presencia 

de un "inhibidor" de la internalizacibn el cual no es 

adsorbido en la columna de afinidad. Es probable que este 

minhibidor" sea un conjunto de otras enzimas lisosomales, 

ya que el material no adsorbido contiene 0-glucosidasas, 

0-galactosidasas, a-manosidasas,etc. pero no actividad para 

é-glucuronidasa. 

Al af1►adir cantidades crecientes de este inhibidor al 

medio de internalizacibn, es posible reducir hasta un 95X la 

unibn a 4*C de la é-glucuronidasa a fibroblastos (fig 6). 

Esta mezcla proteica, tratada exaustivamente con pronasa, 

actba como inhibidor competitivo de la internalizacibn de la 

fi-glucuronidasa (fig 7). Aunque la naturalezá de este 

inhibidor atan se desconoce, su presencia indica una cierta 

especificidad del receptor. 

4.- Dependencia de Iones 

La presencia de Ca++ parece ser un requisito combn para el 

reconocimiento de los residuos glicósidos (presentes en 

glicoproteinas séricas) por los receptores de la membrana: 

una excepcibn a este regla es la unión del marcador Man-6-P 

a su receptor, presente en las membranas plasmáticas. Como 
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FIG. 6. UNION DE B-GLUCURONIDASA BOVINA A LOS FIBROBLASTOS 
HUMANOS EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE UN INHIBI 
DOR PROTEICO. 

Inhibición de la asociación de 0-glucuronidasa bo-
vina a fibroblastos humanos en cultivo por una mezcla de gli-
coproteinas. Cultivos de fibroblastos humanos deficientes de 

0-glucurondiasa fueron incubados 2 h a 4°C en presencia de 
5,000 U/ml 0-glucuronidasa bovina y cantidades crecientes de 
una mezcla de glucoprotelnas obtenida durante la purificación 
de la enzima bovina como se describe en la sección de Material 
y Métodos. 
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4/ii-GLLCUROPADASA ImMokblee «r*/ 

FIG. 7. EFECTO DE LOS GLICOPEPTIDOS EN LA INTERNACION DE LA 
0-GLUCURONIDASA BOVINA A LOS FIBROBLASTOS HUMANOS. 

Los fibroblastos humanos de 0-glucuronidasa bovina 
a diferentes concentraciones,se incubaron durante 2 h a 37°C 
en presencia (0) o ausencia (1) de una fracción de glicopépti 
dos obtenidos de lá fracción inhibitoria durante la purifica-
ción. 
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EFECTO DE EDTA EN LA VELOCIDAD DE INTERNACION DE LA 
0-GLUCURONIDASA HUMANA Y BOVINA A LOS 

FIBROBLASTOS HUMANOS EN CULTIVO 

Porcentaje de internación 

EDTA 
	

8-glucuronidasa 	P-glucuronidasa 
bovina 	 humana 

	

100% 	 100% 

1 mM 
	

45% 	 100% 

TABLA 5. Se incubaron los fibroblastos humanos 
confluentes crecidos en cajas Petri de 
35 m, con 5,000 U/m1 de 0-glucuronida 

sa humana o 0-glucuronidasa bovina en presencia 
o ausencia de 1 mM de EDTA durante 2 hs. a 37°C -
en medio de internación pH 6.8. Transcurrido el 
tiempo, se retiró el medio y se lavaron 3 veces - 
con PBS pH 6.8, se les adicionó 500 la de Deoxi-
colato de sodio al 1%; se determinó cantidad de -
enzima asociada en las células. 
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EFECTO DEL EDTA 1 mM EN LA UNION (4°C) DE LA 
0-GLUCURONIDASA BOVINA A FIBROBLASTOS 

% de la 
unión 

pH 6.8 	pH 7.1 

a) Fibroblasto 	 42% 	 60% 

b) Membranas 	 50% 	 60% 

TABLA 6. a) Los fibroblastos humanos con-- 
fluentes crecidos en caja Petri de 
35 mM se preincubaron 15 min a 4°C; 

posteriormente, en presencia de 5,000 unidades 
de 0-glucuronidasa bovina en 1 ml de medio de 
internación frío a pH 6.8 45 pH 7.1. Al cabo de 
2 hr, a 4°C se les retiró el medio, y se la--
van 5 veces con PBS a pH 6.8 y pH 7.1 a 4°C. - 
La enzima asociada a fibroblastos se determinó 
en las células lisadas con 0.5 ml de DOC 1%. -
b) 50 ug de proteína membranal se incubó en --
presencia de 5,000 U/ml B-glucuronidasa bovina 
a pH 6.8 ó 7.1. Al cabo de 2 hr. las membra--
nas se lavaron dos veces con PBS, se centrifu-
garon a 10,000 rpm. La 0-glucuronidasa asocia 
da a las membranas se determinó en el precipi= 
tado resuspendido en 250 pl de DOC 1%. 
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se muestra en la tabla 5, 1mM de EDTA reduce en un 55Z la 

internación de la enzima bovina, pero no de la humana, la 

cual contiene el marcador Man-6-P. Esta observación pudo ser 

corroborada, al estudiar la unión da la 0-glucuranidasa 

bovina a cultivos a APC, o bien cuando la unión se realizó 

en una preparación de membranas de fibroblastos. El efecto 

del EDTA es ligeramente mayor cuando la unión se Ilevb a 

cabo a pHs ligeramente ácidos (tabla 6). Esta diferencia 

pudo deberse bien a una dependencia de pH en la unión o bien 

a una disociación incrementada del ligando a su receptor,o 

que a ese pH se favorezca el efecto quelante del EDTA sobre 

un ion en particular. 

D.- Vida media del receptor:  

Otro parémetro que es intrinseco a cada proteína es el 

recambio o vida media de la misma. El grupo del Dr. Sly 

(Creek y Sly 1992) ha medido la vida media del receptor, 

cuantificando la cantidad de proteína precipitable por 

anticuerpos en contra del receptor para el marcador de 

Man-8-P en extractos de células, en cultivos incubados en 

presencia de cicloheximida, llegando a la conclusión de que 

es de 27 hrs. 

En nuestro caso hemos cuantificado el efecto de un 

inhibidor de sintaxis de proteínas sobre la velocidad de la 

endocitosis, como un método indirecto para cuantificar la 

vida media de la capacidad funcional de endocitosis que el 

receptor posee. En la fig.S se muestra el efecto de 
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TEMPO DE FRE1Nakid0ON 034 Q4 mM DE OtirHYMIDA 
ihrs1 

FIG. 8. VIDA MEDIA DE LOS RECEPTORES INVOLUCRADOS EN LA IN 
TERNACION DE LAS ENZIMAS LISOSOMALES HUMANA Y BO= 
VINA. 

Fueron pre-incubados los fibroblastos humanos con -
0.1 mM de cicloheximida a diferentes intervalos de tiempo que 
van desde O a 50 hs. Al cabo de este tiempo, las cajas se --
incubaron 1 h a 37° en presencia de 14,000 U/ml de $-glucuro 
nidasa bovina (1) o humana (0) y cicloheximida. 
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ciclohesimida en la capacidad de internacibn de los 

receptores de nuestro interim (el de Man-6-P y el nuevo 

marcador) y utilizando en ambos casos concentraciones 

saturantes de enzima (14000 U/m1). Se encontrb que en ambos 

casos hay una reducción de la velocidad de endocitosis y que 

ambos presentan dos pendientes, indicando la presencia de 

dos vidas medias la vida media del nuevo receptor es 2 a 3 

veces mas larga que para el receptor de Man-6-P (25 y 50 

hrs), encontramos para el receptor de canosa dos vidas 

medias de 7 y 24 hrs. El hecho de encontrar dos pendientes 

y por consiguiente dos vidas medias y no una de 27 hrs. 

Posiblemente, como reporta Creek y Sly (1902) se deba a que 

su grupo trabajb la primera determinación despuies de 7 y 9 

hrs., par lo que lograran ver la caída inicial. 

E.-Efecto del anticuárpo contra el receptor Man-6-P en el  

transporte de enzimas lisosomales.  

El receptor que reconoce el residuo fosforilado de Man-6-P 

en las hidrolasas *cides ya ha sido purificado a partir de 

hígado bovino y condriosarcoma de ratón (Sahagain 1981, 

Steiner 1902). Han sido obtenidos anticuerpos policlonales 

en contra de bi. Estos anticuerpos tienen la capacidad de 

inhibir la internación de la 41-glucuronidasa humana cuando 

fibroblastos humanos en cultivo son preincubados en su 

presencia (Van Figura 1996, Creek y Sly 1902). 

En la tabla 7 se observa que el anticuerpo dirigido en 

contra de el bnicamente bloquea la internación de la enzima 
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INHIBICION DE LA INTERNACION DEL COMPONENTE DE LA MANOSA-6-P 
CON EL ANTI RECEPTOR O LA MANOSA-6-P 

Inhibición de la internación 
(% del control) 

IgG 	 Anti R. 	Manosa 6 P 

Enzima 
	

72 	 23 	 22 
humana 

Enzima 
	

100 	 108 	 123 
bovina 

TABLA 7. Los fibroblastos confluentes deficientes de 
0-glucuronidasa crecidos en caja Patri 35 mm -- 
fueron incubados con 2 ml. de medio de interna-

ción conteniendo IgG de conejo no inmunizado como control - 
y IgG de conejo inmunizado contra el receptor para manosa 
6P (215 MRP), durante 2 hs. a 37°C. Seguidamente, se reti-
ró el medio, se lavaron y se les adicionó 5,000 unidades de 
0-glucuronidasa bovina o humana. A la mitad de las cajas -
de estos grupos se les adicionó simultáneamente 10 mM de ma 
nosa 6P, se incubaron a 37°C durante ..2 hs., se lavaron 2 --
veces con PBS y se les adicionó 500 111 de Deoxicolato de so 
dio al 1%, se determinó concentración de proteína y unida=
des enzima internalizada por hora. 
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humana en la misma magnitud (60X) que Man-6-P inhibe su 

internación. Por el contrario, ni el anticuerpo ni el azemar 

fosforilado, tienen efecto alguno sobre la endocitosis de 

la 0-glucuronidasa bovina. 

Estos resultados junto, con los presentados 

anteriormente, sugieren que efectivamente en fibroblastos 

humanos hay dos tipos de receptores con diferentes 

propiedades involucrados en la endocitosis de hidrolasas 

aci das. 

F.- Efecto de aminas en la velocidad de internación de la 

0-Oucuranidasa:  

Los resultados presentados sugieren fuertemente la 

existencia de dos sistemas diferentes para la internación de 

las enzimas lisosomales a fibroblastos humanos en cultivo, 

nuestro siguiente intuiréis fua utilizar drogas del tipo de 

aminas primarias las cuales, pueden afectar o intarrumpir el 

proceso de la pinocitosis a diversos niveles a) alterando 

la internación del receptor mediante la modificación de la 

fluidez de la membrana como ocurre con los anestésicos 

locales (Maxfield 1979, Haigler y col 1979), b) retardando 

el trafico interno de las vesículas mediante el uso del 

cloruro de amonio (Bando y Neufeld 1979, Tietze y col 1980, 

Maxfield 1962), o c) impidiendo el retorno de los receptores 

a la membrana al inhibir, intracelularmente, la disociación 

del complejo ligando-receptor mediante el uso de las aminas 

u otras drogas lisosomotróficas que incrementan el pH de las 
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vesículas intracelulares (hubo y Pool 1974, Gonzalez-Noriega 

y col 1980 Fred Van Leuven y col 1980, Merion y Sly W 1983, 

D'Arg Hart 1983). 

De esta manera se posee un medio para averiguar si uno u 

otro sistema de pinocitosis se compartan de manera similar, 

una vez que han captado e internado la enzima lisosomal a 

la cblula. Para estudiar el efecto de las aminas sobre la 

pinocitosis de la 0-glucuronidasa conteniendo uno y otro 

marcador nos vimos obligados a incrementar el pH de 6.8 a 

7.1, pH que hasta ahora hablamos utilizado en los 

experimentos de internación, dado que los experimentos 

reportados en la literatura sobre el efecto da aminas en la 

internación de la 0-glucuronidasa humana han sido realizados 

a pH 7.4, que facilita la disociación y la entrada de las 

aminas. No se pudo utilizar ese pH .a causa de la 

inestabilidad de la enzima bovina. En la tabla R se nhserva 

que el efecto inhibitorio de la cloroquina sobre la 

pinocitosis de 4-glucuronidasa conteniendo el marcador 

fosforilado, se vió incrementado en función del pH, es 

decir, a pH 6.8 se obtuvo una inhibición de la internación 

cuando se "adió al cultivo celular 25 micromolar de 

cloroquina de 27X por el contrario, cuando el pH de 

internación fue de 7.1 se obtuvó un 60% da inhibición, 

similar a lo reportado por Gonzalez Noriega y col 0980). 

Baio estas condiciones de pH, se estudió el efecto de la 

concentración de cloroquina sobre la pinocitosis de la 

A-glucuronidasa, que es captada por la célula mediante uno y 
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EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD DE LA CLOROQUINA SOBRE 
LA INHIBICION DE LA INTERNACION DE LA 0-GLUCURONIDASA 

HUMANA Y BOVINA A LOS FIBROBLASTOS HUMANOS 

% de Internación 

0-glucuronidasa 	 pH 6.8 	 pH 7.1 

Humana 	 76% 	 40% 

Bovina 	 100% 	 100% 

TABLA 8. Se incubaron los fibroblastos humanos con- 
fluentes durante 2 hs. a 37°C con 5,000 
U/ml de 0-glucuronidasa bovina, o 0-q1u- 
curonidasa humana, y en presencia de cloro 

quina 25 1i M, utilizando dos pHs en el medio de inter-
nalización pH 6.8 y pH 7.1. 
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otro sistema de endocitosis. En la fig.9 se puede observar 

que la internación de la B-glucuronidasa humana es inhibida 

en función de la concentración de cloroquina, alcanzándose 

una inhibición del SO% a 40 micromolar de cloroquina. Por 

el contrario, únicamente se observó un 10% de inhibición en 

la internación de la (1-glucuronidasa bovina a 

concentraciones de aminas que han sido reportadas como 

«micas para la cblula. 

Esta diferencia en el efecto de la amina sobre uno y otro 

sistema de internación tambilin se observa al 	variar el 

tiempo de exposición a la droga Mg 10). Despudis de 5 hrs. 

d■ exposición, la velocidad de internación de la enzima 

mediada por el nuevo sistema no se alterb; sin embargo, la 

velocidad de internación del sistema que reconoce en el 

residuo fosforilado disminuye considerablemente en función 

del tiempo de exposición a la droga (25 micromolar de 

cloroquina). 

Casi todas las aminas utilizadas afectan la velocidad 

de internación de la 0-glucuronidasa humana, con excepción 

de la espermidina (Tabla 9). Esta diferencia de actividad 

puede deberse a que la espermidina se comporta como base 

fuerte, dado que posee en su estructura varios grupos 

aminos, en cambio las otras aminas se comportan como bases 

*Miles y dadas las condiciones de pH que estamos utilizando 

(pH 7.1) existe una baja disociación, suficiente para que 

sean captadas por las células y ejercer su efecto 

lisosomotrb4ico y modifiquen el pH de los lisosomas dada 
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CLOROQUINA (jiM) 

FIG. 9. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA CLOROQUINA EN LA - 
INTERNACION DE 0-GLUCURONIDASA HUMANA Y BOVINA A --
LOS FIBROBLASTOS HUMANOS. 

Se incubaron los fibroblastos humanos 2 hs a 37°C -
en presencia de 3000 U/ml de 0 glucuronidasa humana (0) o de 
glucuronidasa bovina (lb) y diferentes concentraciones de c10-
roquina de 0 a 100,uM. 



1 

1 

TIEMPO CE INCIA4C04 CE 	CIE ~TM MI 

FIG. 10. EFECTO DE LA CLOROQUINA EN LA CINETICA DE INTERNA-- 
CION DE LA 0-GLUCURONIDASA BOVINA Y HUMANA. 

Se incubaron 1os fibroblastos humanos en presencia 
de 5000 U/ml de(0)(1-glucuronidasa humana, (1) 	0-Glucuronida- 
sa bovina y cloroquina (25 pM), durante diferentes intervalos 
de tiempo a 37°C. 
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EFECTO DE LAS AMINAS EN LA INTERNACION DE LA 8-GLUCURONIDASA 
HUMANA Y BOVINA EN LOS FIBROBLASTOS HUMANOS 

REDUCCION DE LA INTERNALIZACION 

AMINA 0-glucuronidasa 
humana 

0-glucuronidasa 
bovina 

Cloroquina 25 	phi 70 0 

NH4C1 10 	mM 68 10 

Espermidina 0.1 mM 36 0 

Dansil 10 	mM 27 17 
Cadaverina 

TABLA 9. Se incubaron los fibroblastos humanos en presen- 
cia de 5,000 U/ml de glucuronidasa humana 6 -- 
bovina, y de 25 PM de cloroquina, 10 mM de cloru 

ro de amonio, 0.1 mM de espermidina 6 10 mM de Dansil cada: 
verina durante 2 hs. a 37°C. 
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su tendencia a protonarse. En cambio, la internación de la 

(i-glucuronidasa bovina no se modificó por el efecto de las 

aminas, sólo ligeramente por el cloruro de amonio en un 17% 

y por la dansil cadaverina 27%, sugiriendo un efecto a nivel 

de agrupamiento y transporte de receptores, y no 

lisosomotrbfico, Este tipo de resultados sugiere que las 

aminas no tienen efecto en el trafico ni en la reutilización 

de los receptores del nuevo componente a nivel de 

disociación, a causa de cambios de pH, como sucede para el 

transporte de la el-glucuronidasa humana. 

G).-Unión y disociación de la p-silucuronidasa a membranas  

de fibrobllstos humanos%  

Al no poder contar con preparaciones de a-glucuronidasa 

pura, ni con un inhibidor especifico que compita por la 

unión y que permita diferenciar la unión especifica de ia no 

especifica nos vimos imposibilitados para realizar estudios 

relacionados con la reutilización del receptor y con la 

dependencia del pH en la unión. Sin embargo, la preparación 

de la enzima que utilizamos (10% de pureza), si nos 

permitió realizar algunos estudios en relación con 	el 

efecto del pH en la disociación de la enzima unida a su 

receptor. La intención era comprobar si realmente la 

enzima no se disocia a pH &ciclos y por consiguiente, la 

presencia de compuestos que alteran el pH intravesicular, no 

tiene por que afectar la internación de la enzima bovina, 

como es el caso de la enzima humana que contiene el marcador 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DEL TIEMPO EN LA 
UNION DE LA -GLUCURONIDASA (BOVINA) A LAS MEMBRANAS 

DE LOS FIBROBLASTOS HUMANOS 

Tiempo Enzima asociada a membranas 
(U/mgr) 

4° C 	22° C 	37° C 

1 hr. 	 1892 	2371 	2040 

2 hr. 	 N.D. 	2290 	N.D. 

3 hr. 	 N.D. 	 2140 	1900 

TABLA 10. 50 gr de proteína de membranas de los 
fibroblastos humanos se incubaron en -- 
presencia de 3,000 U/300.111 de 0-glucu-

ronidasa a diferentes temperaturas 4° C, 22° C y -- 
37° C a pH 7.1, 	durante 1 a 3 hs. Inmediatamente 
las membranas se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS pH 
7.1 y se colectaron por recentrifugación a 10,000 g 
10 min. La p-glucuronidasa asociada a las membranas 
se cuantificó en el precipitado resuspendido en 250 
pl de DOC 1%. 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DEL TIEMPO EN LA 
DISOCIACION DE LA ENZIMA -GLUCURONIDASA UNIDA 

DURANTE 1 hr. A 22° C A MEMBRANAS DE LOS FIBROBLASTOS HUMANOS 

% Enzima remantente asociada a membranas 

Tiempo de 
disociación 4° C 

Temperatura 

22° C 37° C 

0 hr. 100 % 100.8 100 % 

1 hr. 70 % 89 % 70 % 

2 hr. 68 % 84 % 65 % 

3 hr. ..M. 11•11 65 % mérim 

TABLA 11. Se incubaron 50 ugr de proteína de las membra- 
nas en presencia de 3,000 U/ 1 de 0-glucuroni- 
daga bovina durante 1 hr. a 22° C; en 350 ul -

de buffer de asociación a pH 7.1. Las membranas se lavaron 
2 veces con PBS por recentrifugación a 10,000 g por 10 min. 
Seguidamente, las membranas se incubaron a diferentes tempe-
raturas de O a 3 hr. en presencia del buffer de asociación. 
Al cabo de este tiempo las membranas se lavaron dos veces con 
PBS, se colectaron por centrifugación y el precipitado se di 
solvió con 250 u1 de DOC 1%. 
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fosforilado. Se llevaron a cabo algunos experimentos con el 

fin de obtener condiciones óptimas para la unión de la 

enzima bovina a membranas. Al estudiar la asociación de la 

enzima bovina a fibroblastos a 37° y a 4°C pudimos constatar 

que la unión no especifica parece no ser importante, ya que 

no se pudo observar una diferencia notable entre la cantidad 

de enzima asociada a la chlula a ambas temperaturas. Por 

otra parte, en experimentos de unión a membranas totales 

hemos encontrado que existen alrededor de 100 veces mAs 

sitios de unión de los que hemos podido cuantificar en la 

membrana plasmatica en fibroblastos, lo cual sugiere, la 

existencia de una poza muy alta de receptores internos , 

(datos no reportados). Datos preliminares muestran que no 

hay diferencias significativas en la unioh a 46, 22° y 37°C 

(tabla 10). Tambilin al parecer, se llega a un equilibrio en 

una hora. 

Al estudiar la disociación de la enzima bovina a pH 7.1 a 

411 , 22• y 37°C encontramos que al cabo de una hora, 

únicamente se habla disociado entre 15X y 30X de la enzima 

unida, dependiendo de la temperatura, lo que puede deberse a 

efectos de desnaturalización de la enzima, Esto sugiere que 

la unión es sumamente estable (Tabla 11). Por ello se 

procedió a estudiar el efecto del pH sobre la disociación. 

Como se puede ver en la fig. 11, se encontró que la unión es 

bastante estable y aparentemente no es dependiente de pH, 

ni del tiempo de disociación, como se demuestra en la 

fig.12, donde sólo en el rango de pH 6±0.5 se logró 
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UNIDADES DE pH 

FIG. 11. EFECTO DE DIFERENTES pHs EN LA DISOCIACION DE LA 
ENZIMA BOVINA A LAS MEMBRANAS DE LOS FIBROBLASTOS 
HUMANOS EN CULTIVO 

Fueron incubadas las membranas en suspensión (50 pgr 
de proteína en 250 111 de medio de internación. En presencia de 

-glucuronidaaa bovina (5,000 U/250 	pH 7.1 durante 1 hr. a 
22°C, transcurridos el tiempo, se centrifugan a 10,000 g para -
sedimentar las membranas, se lavaron 2 veces con PBS a pH 7.1, - 
se suspendieron en 250 pl de Buffer TRIS-Maleato 25 mM a jus-
tado a diferentes pH, se incubaron a 22°C durante 1 hr. Las --
membranas se sedimentaron a 10,000 g, se lavaron 2 veces con --
PBS por resedimentación, se les agregó 250 pl de Deoxicolato al 
1%, a cada tuvo se les determinó enzima remanente asociada a --
las membranas. 



3o do Go 

TIEMPO (min) 

FIG. 12. CINETICA DE LA DISOCIACION DE LA ENZIMA BOVINA EN 
FUNCION DEL TIEMPO A DIFERENTES pHs. 

Las membranas en suspensión (50 pg proteína) fue-
ron incubadas en presencia de 5,000 U de 0-glucuronidasa en 
250 1 de medio de internación bovina en medio de interna--
ción a pH 7.1 durante 1 hr. a 22°C. Los tubos se sedimenta-
ron a 10,000 g y se lavaron 2 veces con PBS pH 7.1 por rese 
dimentación. El precipitado de las membranas se resuspen--
dió en 250 1 de Buffer Tris-maleato 25 mM ajustado a pH 5.0 
(0) pH 6.8 (A) y pH 7.1 (0), se incubaron a 22°C a diferen-
tes intervalos de tiempo 0, 30, 60, 90 y 120 mín. Las membra 
nas se lavaron 2 veces con PBS 7.1 y se sedimentaron a 
10,000 g y se les adicionó 250 ul deoxicolato y se les deter 
minó cantidad de enzima remante asociada a las membranas. 
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disociar alrededor de un 25%. Este rango de pH corresponde 

al de un compartimento prelisosomal, o de la región de 

Golgi, lo cual sugiere que la enzima internada podría ser 

transportada a travhs de este tipo de vesículas cuyo pH no 

es afectado por aminas. 

Para finalizar, en la tabla 12 presentamos un resumen que 

compara las propiedades analizadas para los dos sistemas de 

internación; el ya conocido de Man-6-P, presente en la 

gl-glucuronidasa humana y el que se caracterizó, en este 

trabajo, y que estli presente en la 0-glucuronidasa bovina. 

Estos datos confirman la presencia en fibroblastos humanos 

de dos sistemas de internación diferentes e independientes 

entre si. 
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TABLA 12 

PROPIEDADES DE LOS DOS SISTEMAS DE INTERNACION 
PRESENTES EN LOS FIBROBLASTOS HUMANOS 

PROPIEDADES 
	

SISTEMAS 
• 

 

Man 6 P 

 

Nuevo 

A. Propiedades de la internación 

   

Km internación (M) 
	

2.2 x 10-8 
	

2.2 x 10-9  

Vmax de (internación 
	

8.9 x 10-13 
	

9.25x 10-13  
moles/mgr/h) 

Vida media 

Inhibidores competitivos 

Man-6-P 1 mM 

Fructosa 16 di P 1 mM 

Inhibición por aminas 

7h/24h 

95% 

75% 

25h/50h 

0% 

0% 

Cloroguina 25 uM 36% 0% 

NH4C1 	20 mM 57% 0% 

EDTA 	mM 0% 48% 

B.  Propiedades del ligando 

Sensibilidad a fosfatasa 100% 0% 

Sensibilidad a endoglico-- 
sidasa H 100% 0% 

Sensibilidad a endoglico-- 
sidasa F 70% 0% 

Sensibilidad a endoglico-- 
sidasa D 0% 0% 

Sensibilidad a Periodato 100% 40% 

pH autodigestión 6.8 5.50 

Sensibilidad a 1 mM de EDTA N.D. 50% 

pH de disociación 4.8(90%) 5.0 (25%) 
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IV.- DIgrUSTOM 

En los hltimos arios se ha encontrado que ciertas regiones 

de una protelna, pueden contener elementos informativos. 

Estos elementos pueden estar codificados en el gene 

estructural para cada proteína o bien en genes 

modificadores. En este caso el elemento informativo será 

incorporado postraduccionalmente. La función de este tipo 

de elementos topológicos es la de dar estabilidad a la 

molbrulal  permitir su maduración, su transporte 

intracelular, o su compartamentalización (Slobel 1979, Maru 

1980, Sabatini y col 1982, Walter y col 1984, Tartakoff y 

Vassill 1983, 	Dunphy y Rothman ü 1983, 1985). Como ya 

hemos, seMalado la existencia de determinantes topológicos 

como la seflal líder, los pbptidos glicosidables, los 

residuos glicosidicos y la serial de Man-6-P en las enzimas 

lisosomales, hacen pensar que los marcadores topolbgicos, 

conforman los diferentes dígitos de un código postal que 

permite a la célula conservar la estructura y la función de 

cada uno de los elementos que la componen. 

La compartamentalización de una mulbcula, puede seguir 

dos tipos de rutas: una, en que la proteína una vez que ha 

sido sintetizada, se transporte directamente a su destino 

final, sin salir de la célula donde se sintetizó. La otra 

ruta, necesitarla que la molécula fuera excretada y 

posteriormente reconocida, por la misma o bien por otros 

tipos de células, endocitada y transportada a su destino 
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final, como seria el caso de las glicoproteinas shricas, 

inmunoglobulinas fetales (Rodewald 1981,1982). En ellas la 

presencia de residuos terminales como la galactosa, la 

manosa/N--aceti 1-glucosamina, 	actban como determinantes 

topolbgicos para que sean retiradas de la circulacibn por 

los hepatocitos o las células de sistema reticulo endotelial 

(Aswell y Morell 1971 ). En los omitieras esté tipo de 

senéles permite, aclaméis, una interrelacibn celular (Roseman 

1970). 

Existen otros tipos de receptores que poseen igual 

función, pero su especificidad les permite identificar 

solamente a un número limitado'de las proteínas, tal es el 

caso, para el receptor que reconoce residuos de la 

fucosa/galactosa presentes en la transferrina (Ashwell y 

Neufeld 1971). A ellos hay que ahadir los que permiten la 

recaptura y el transporte transmural de las inmunoglobulinas 

(Rodewald 1901,1982), los que reconocen especificamente las 

hormonas (De Meytz 1930) etc. 

En este trabajo de tesis, hemos iniciado la 

caracterización de un nuevo sistema de internacibn para las 

enzimas lisosomales presente en los fibroblastos humanos. 

Hemos hecho un estudio comparativo con el fin de encontrar 

semejanzas y diferencias entre éste sistema de pinocitosis 

(presente en la enzima bovina) y el que reconoce el residuo 

fosforilado de manosa (enzima humana). Pensamos que este 

tipo de estudios nos permitirén en el futuro, comprender que 
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opciones ofrece a las enzimas lisosomales, poseer dos tipos 

de seflales para su transporte y su compartamentacibn 

Una de las primeras observaciones que nos llamó la 

atencibn es que la presencia de este marcador en la enzima 

lisosomal que estudiamos no es órgano especifico, como 

habla sido reportado por el grupo de Heiber y Jourdian 

(1976). Como hemos sehalado, el nuevo marcador no solamente 

esta presente en la (1-glucuronidasa de hígado, sino tambi&n 

en la de bazo bovino. 

Asl también, al iniciar nuestros estudios: encontramos 

que la pinocitosis de ambas enzimas por los fibroblastos 

humanos sblo era inhibida un 30% por Man-6-P, lo cual nos 

sugirió, contrariamente a lo que se habla reportado que la 

e-glucuronidasa puede ser endocitada via dos receptores 

diferentes. Esto fuh corroborado por las siguientes 

observaciones: a) la doble pendiente encontrada en las 

curvas de saturacibn expresadas en doble recíprocos y b) la 

desaparición de una de las pendientes, cuando la enzima es 

internalizada en presencia de la Man-6-P, o bien cuando la 

enzima es pre-incubada en presencia de las fosfatasas hcidas 

o alcalinas, las endoglicosidasa H,. Previamente, ha sido 

reportado que el marcador de Man-6-P es sensible, no sólo a 

la acción de las fosfatasas y la endoglicosidasa H sino a la 

endoglicosidasa Cil 	y no por la endoglicosidasa D. En 

cambio, el nuevo marcador resultó ser insensible a la acción 

de todas 'estas enzimas lo cual nos hace suponer que: a) no 

es un residuo fosforilado o b) no esth presente en cadenas 



89 

de alta manosa„ ni complejas. Por lo tanto, nos permite 

concluir que el ligando reconocido por uno y otro sistema 

de internación, se encuentra físicamente separado en la 

molécula, lo cual hace improbable que un mismo receptor, 

pueda reconocer dos ligandos diferentes en la misma región 

de la molécula, como ocurre para el receptor que reconoce 

los residuos de Manosa/N-acetil glucosamina; los cuales son 

contiguos en las cadenas complejas. 

Con el fin de trabajar con una enzima que solo fuese 

captada por el nuevo sistema de internad" nos vimos 

precisados a quitar de la enzima el ligando para el 

receptor de Man-6-P. Asf encontramos que una simple 

autodigestión a pH 6.0 destruye este grupo, posiblemente 

debido a la presencia de las fosfatasas en el hoaogenado. En 

las condiciones en que se realiza la autodigestión: a) la 

enzima no es hidrolizada, b) la velocidad de internación se 

reduce a la misma proporción en que la Man-6-P inhibe la 

0-glucuronidasa bovina conteniendo ambos marcadores, c) la 

Man-6-P no inhibe la internación de la enzima y por ultimo 

d) al graficar la velocidad de endocitosis de la enzima a 

los fibroblastos en función de la cunentráción de la enzima 

bnicamente se obseryt una sola pendiente. Lo cual nos 

permitió inferir que este tipo de tratamiento solo afecta al 

marcador fosforilado de manosa. 

Las condiciones en que se purificó la enzima pensamos, 

son determinantes para preservar uno u otro ligando. Asi se 

podrla explicar el por qué, 	el grupo de Jourdian no 
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observó en la (t-glucuronidasa bovina, el doble sistema de 

internación; y también, se podría explicar por qué el nuevo 

marcador no ha sido detectado en la d-glucuronidasa humana. 

Esta enzima es normalmente purificada a pH 5.5, condición en 

que encontramos se puede autodigerir el nuevo ligando. 

Ahora bien, la internación de la enzima bovina homogénea 

en términos de su internación, es decir libre del componente 

fosforilado, sigue las propiedades de un sistema de 

endocitosis mediado por un receptor, es saturable, 

dependiente de tiempo y temperatura y es especifico. 

La Velocidad méxima de internación (9.25 x 10-13  M 

/mg/hr) es muy semejante a la reportada para la enzima que 

contiene el residuo fosforilado <8.9 x 10-13  M/mg/hr). La 

Km. de internación de 2.2 x10-" M es un orden de magnitud 

menor a la calculada para la enzima que contiene el marcador 

de Man-6-P <2.2x10-0M), sugiriendo mayor afinidad del nuevo 

marcador. Sin embargo, se calcula que el contenido de 

moléculas conteniendo este marcador es del 10%, por lo que 

al obtenerse preparaciones enriquecidas la Km 	de 

internalización se equipara a la que calculamos para el 

nuevo sistema de internación <1.4x10-1/1). Aón desconocemos 

que fracción de 0-glucuronidasa bovina contiene el nuevo 

marcador. 

Utilizando concentraciones saturantes de la enzima 

(14,000 U/m1) observamos que la asociación a 4'C es 

saturable y que a 37*C, aun en ausencia de síntesis de novo 

de proteínas, la internacioh se mantiene lineal, par lo 
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menos rihr. Lo cual sugiere que la internación es dependiente 

de la temperatura y es necesaria una reposición de los 

receptores para mantener constante la velocidad de 

internación este tiempo. 

La especificidad del nuevo marcador para el sistema de 

internación de la enzima bovina, comparado con el de 

Man-6-P, resultó no ser inhibible por una serie de azúcares, 

que se sabe participan en el reconocimiento de otros 

receptores como la galactosa, la fucosa, la manosa, la 

N-acetil glucosamina, la N-acetil galactosamina. Los 

azúcares fosforilados o sulfatados, tampoco tuvieron algún 

efecto en la internación de la enzima (Gonzalez Noriega et 

al. manuscrito en preparación). Sin embargo, encontramos que 

la internación de la enzima puede ser inhibida 

competitivamente, por una fracción proteica, libre de la 

(-glucuronidasa. Esta fracción obtenida al adsorber la 

enzima en una columna de afinidad, durante. su purificación , 

contiene diversas enzimas lisosomales lo cual nos indica, 

que la presencia de este marcador, no es exclusiva para la 

$-glucuronidasa. La capacidad inhibitoria, de esta fracción, 

se conserva en los glicophptidos obtenidos al tratar esta 

fracción exahustivamente con pronasa. En el Lab. del Dr. 

González han purificado el inhibidor a partir de esta 

fracción, y han encontrada que es una base parecida a una 

pirimidina (tiene 3 grupos aminos y un grupo ceto). 

Este tipo de 	resultados nos sugirieren, que 

efectivamente en 	los fibroblastos humanos, existen dos 
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receptores diferentes para endocitar 	las enzimas 

lisosomales, por lo cual, estudiamos y comparamos otros 

tipos de parametros con el fin de confirmar esta hipótesis: 

a) Antigenícidad.- Al utilizar un anticuerpo contra el 

receptor de la Man-6--P (MRM 215k), la internación de la 

0-glucuronidasa humana es reducida en la misma proporción 

que la Man-6-P inhibe la internación de esta enzima. En 

cambio, la internación de la 0-glucuronidasa bovina, no se 

vió alterada por la presencia del anticuerpo, ni por la 

Man-6-P. Lo cual sugiere que ambos receptores no contienen 

epitopes similares, por lo cual podemos suponer que ambas 

proteínas son diferentes. 

b) Vida media.- Los dos receptores tanto el de Man-6-P 

como del nuevo marcador, presentaron dos vidas medias, para 

el primero fueron de 7.5 y 24 hrs, esta última es similar a 

la reportada por Dr Creek y Sly (1983) de 27 hrs; tal vez 

la primera no lograron determinarle debido a que sus 

primeras determinaciones fueron a las 7 y 9 hrs. En cambio, 

la vida media del receptor para el nuevo marcador fue de 25 

y 50 hrs ,es decir, 2 y 3 veces mas larga. 

c) Dependencia de iones.- La unión del nuevo receptor a 

su ligando parece ser dependiente de iones, debido a que 

tanto la unión en los fibroblastos como en las membranas y 

la internación se 	vió inhibida alrededor de un 50Z en 

presencia de EDTA imM. Esta inhibición fue mas acentuada a 

pH 6.8 que a 7.1, debido quiza a que a ese pH 6.8, el EDTA 
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ejerza un poder quelante preferencialmente para un tipo de 

ibn (Ca4 ", Mg•* o Mn4.4 ). 

d) Efecto de las aminas.- Varios grupos han reportado 

que tanto las bases débiles (aminas primarias) como los 

ionbforos tienen un efecto inhibitorio sobre la velocidad de 

endocitosis mediada por receptores (Maxfiel 1979, Basu y col 

1980, Van Leusen 1980). Este efecto se manifiesta a dos 

niveles diferentes: a) através de la inhibición del 

agrupamiento de receptores, debido a que algunas aminas 

actban como 	los anestésicos locales a nivel de las 

membranas, alterando su fluidez, y por tanto el agrupamiento 

de los receptores (Mawfiel 1979, Davies y col 1980). A este 

respecto se ha especulado acerca del papel que juega la 

transglutaminasa 	(enzima sensible a las aminas) sobre el 

agrupamiento de los receptores (Davies y col. 1980,Levitzk 

y col 1980). b) inhibiendo el transporte interno, a este 

respecto se ha postulado que las aminas interfieren en la 

movilización de las vesículas endociticas y en la función 

de estas vesículas con los lisosomas (Geisow 19825  Withe y 

col 1981, D'Arg Hart 1975, 19791 1983, Merion y Sly 1983), o 

bien, al incrementar el pH íntravesicular inhibiendo la 

disociacibn del complejo receptor ligando (Wibo y Poole 

1974,0kumma 1978, Sonzblez N y col 19801  Tietze Ch 1982 ). 

De una manera u otra el efecto neto de las aminas y de los 

ionbforos, seria retardar la reaparición de receptores 

libres a nivel de la membrana plasmhtica . 



89 

d) Efecto del pH en la disociación de la enzima bovina.-

Los resultados presentados, aunque preliminares sugieren que 

la disociación de la 0-glucuronidasa conteniendo el nuevo 

marcador no es dependiente de pH. Ello contrasta con las 

observaciones publicadas por González-Noriega y col (1960) 

y Fischer y col 0960). Donde muestran que la disociación de 

las enzimas lisosomales conteniendo el marcador fosforilado, 

es fuertemente dependiente de pH, siendo practicamente nula 

a pH's neutros y rhpida al pH de los lisosomas ipH 5),cerca 

del 90% se disocia. 

Esta observación concuerda con los datos obtenidos del 

efecto de las aminas en el sistema de la enzima humana, pero 

no con el nuevo sistema de internación. Las aminas 

incrementan el pH de las vesículas acldicas desde 4.8 hasta 

6.5 por lo tanto inhiben la disociación del complejo 

receptor-ligando (Wibo y Pool 1974). El receptor, al no 

poder quedar libre no puede regresar a la membrana 

pléismatica. Aparentemente este no es el caso para el nuevo 

sistema de internación. Por lo cual debemos asumir que la 

enzima endocitada por este nuevo sistema : al viaja a través 

de vesículas prelisosomales acidicas, pero la disociación no 

es dependiente de pH, b) viaja a través de vesículas 

altamente resistentes al efecto de las aminas o O no es 

necesario que haya una disociación del complejo receptor 

ligando, y por tanto no es necesario un reciclamiento del 

mismo puesto que existe una poza intracelular de los 

receptcres, lo suficientemente grande para mantener• la 
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velocidad de internalizacibn de la enzima durante, por lo 

menos 5hrs en presencia de aminas o en ausencia de síntesis 

de novo de receptores. Por un lado, la vida media tan alta 

de 25 y 50 hrs. apoya en parte estas resultados, así como, 

los estudios preliminares que sugieren la existencia de 

una poza muy grande de 	receptores internos, t 100 veces 

mas que el nUmero de receptores externos*  datos no 

concluyentes ya que se ha 	trabajado con 	la enzima 

semipurificada y no contamos con un inhibidor específico). 

Sin embargo, aunque exista una poza muy grande de 

receptores, si el ligando no logra disociarse del receptor 

llegarla un momento que la velocidad de internación se verla 

modificada. En el laboratorio del Dr. Heibert (1976) se 

encontró linearidad en la velocidad de endocitosis hasta 

las 34 hrs. Lo cual sugiere, que de alguna manera debe de 

haber reciclamiento y reposición de receptores, 	para que 

esto ocurra el ligando debe disociarse de su receptor. 

Nosotros encontramos,alrededor de un 25 % de disociación a 

pH lisosomal y es precisamente, en ese rango de pH donde 

también observamos que nuestro ligando es degradado, da 

alguna manera a ese pH la enzima sufre una modificación que 

le permite disociarse y poder reponerse los receptores. 

La 11-glucuronidasa bovina endocitada eventualmente es 

transportada a lisosomas secundarios en donde es capaz de 

degradar mucopolisachridos acumulados. Lo cual nos permitió 

concluir que el nuevo sistema de internación es un sistema 

funcional, ya que no solamente reconoce en las enzimas 
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a su receptor es endocitada y posteriormente transportada a 

los lisosomas en donde es cataliticamente activa (González-

Noriega y cols sometido a publicación). 

Per el momento, debemos concluir que efectivamente existe 

un nuevo sistema de transporte de las enzimas lísosomales, 

especifico e independiente del de Man-6-P, que es capaz de 

compartamentalizar las enzimas a los lisosoaas y que tal 

vez participa en su tráfico desde el retículo endoplásmico- 

ai 	 A futuro, será necesario determinar las 

repercusiones fisiológicas de la chlula de contar varios 

alternas de transporte para las enzimas lisosomales, así como 

determinar si este receptor participa en el transporte de la 

enzima sintetizada dfr_novo.. La existencia de dos señales 

diferentes cuya función, es compartimentar enzimas 

lisosomales, hace pensar que la chlula posee sistemas 

redundantes pero independientes con el fin de asegurar que 

dicha función se lleve a cabo. Sin embargo, posiblemente no 

haya duplicidad de funciones, sino que cada señal actúa 

secuenciaimente para transportar de un compartimento a otro 

a las enzimas lisosomales. Sea una u otra la función de los 

receptores durante el transporte de enzimas lisosomales, 

debemos tomar en cuenta que no todas las enzimas lisosomales 

están presentes en cada vesícula lisosomal, por lo que la 

presencia de diferentes señales explicarib esta 

heterogenicidad en la distribución de las hidrolasas ácidas 

en el sistema lisosomal. 
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Aparentemente,las mecanismos que la célula posee son más 

complejos que lo que se pensaba. As, por 

ejemplo,recientemente 	se ha caracterizado un segundo 

receptor que tambihn reconoce el residuo de Man-6-P en las 

enzimas lisosomales, su peso molecular es menor (4150,a1 que 

nosotros hemos estudiado agul (215 K). Su función, es 

transportar enzimas lisosomales, desde el 0olgi hasta los 

lisosomas. Sin embargo, 	no juega ningún papel en la 

endocitosis o la recaptura de las enzimas lisosomales. El 

grupo de Ven Figura (1986) ha propuesto varios modelos, 

similares a los que hemos descrito; as1 también, que en 

algunos tipos celulares las enzimas lisosomales son 

transportadas a través de compartimientos independientes del 

pH Acido característico de compartimientos prelisosomales y 

lisosomales , lo que sugiere que podrih existir aún otro 

sistema de transporte (Braulke y col 1987). 

As1 pues, como ya hemos mencionado, el que una molhcula 

llegue a su destino final, se debe básicamente, a una serie 

de seflales que la molbcula posee y que pueden estar 

codificadas en el phptido o pueden ser adquiridas par las 

modificaciones cotraduccionales o postraduccionales. Estas 

modificaciones determinan su velocidad de transporte 

intracelular y su compartamentalización (Rosenfeid 1982, 

Rucker y Wold 19081. 

Las repercusiones de este tipo de conocimientos, son de 

gran revélancia, no solo porque nos permitirá comprender 

los mecanismo a nivel molecular sobre la bioghnesis de los 
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organélns celulares, sino también está permitiendo el 

desarrollo de una metodología que permitirá que se puedan 

reemplazar enzimas defectuosas en pacientes con errores 

innatos del metabolismo de macromolbculas que deben ser 

degradas en lisosomas (Achord 1975, Desnick 1976). 
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y.- CONCLUSIONES  

1.- La internacibn de las enzimas lisosomales a los 

Fibroblastos humanos ocurre a través de dos marcadores, uno 

de ellos ampliamente caracterizado de Man-6-P, y otro que 

ha sido encontrado en el laboratorio y ha sido el objetivo 

de este trabajo 

2.- La presencia.del nuevo marcador no es especifico de 

un solo órgano, ya que se encontró tanto en la 

4-glucuronidasa bovina procedente de hígado como de bazo. 

7.- Podemos eliminar especificamente el marcador 

fosforilado o el nuevo marcador en la 4-glucuronidasa bovina 

a través de una autodígestibn, el primero a pH 6.0 y el 

nuevo a pH 5. 

4.- La presencia de este marcador no es exclusivo de la 

e-glucuronidasa bovina, sino que también parece 	estar 

presente en otras enzimas lisosomales de hipado bovino. 

5.- El nuevo marcador se encuentra en un dominio 

diferente al que esta el marcador de Man-6-P. 

6.- Este marcador no se encuentra ni en cadenas complejas 

ni en cadenas de alta mannosa, es decir en cadenas 

glicosidle r formadas en el residuo de asparagina, pudiera 

ser que se encuentre en cadenas glicosidicas presentes sobre 

los residuos Serina y ITreonina. 

7.- El nuevo marcador presenta mayor afinidad por su 

re:eptor que el marcador de Man-645; sin embargo, la 

vplocidad de internarse es igual para ambos. 
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R.- Sm aszciacibn es mayor a 37°C que a 4°C indicando que 

debe de haber una reposición de receptores. 

9.- La unión del ligando por el receptor del nuevo 

marcador parece ser dependiente de iones. 

10.- La vida media del nuevo receptor es mayor que la 

del receptor para Man-6-P. 

11.- Existe un efecto diferencial de aminas sobre ambos 

sistemas de endocitosis. 

12.- El mecanismo de transporte intracelular para la 

enzima endocitada por uno u otro sistema de transporte 

paraca ser diferente. 
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