Ceosglh

CE eIt
§T{7 Universidad Nacional Auténoma de México
t 'u' “‘W Facultad de Quimica
XN Unidad de Genética de la Nutricién
Instituto de Investigaciones Biomédicas

CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE UN
NUEVO SISTEMA DE TRANSPORTE DE
ENZIMAS LISOSOMALES EN FIBROBLAS-
TOS HUMANOS EN CULTIVO

T E S I S

Que para obtener el titulo de:

DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS
( BIOQUIMICA)

P v e s e n t a :

Elda Maria del Rocio Coutifio Rodriguez

" Y. . Octubre, 1988

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



II.

III.

IvV.

vIi.

INTRODUCCION

MATERIAL Y METODOS

IIa. Material

IIb. M&todos

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

INDICE

P&g.

25

30
41_
8l
94

96



Y.~ THTRODLCCION

DPada 1a complejidad de 1as  ca)jylas eucariotes, es FAcil
intuir la existencia de programas gendticos que codifiguen
eventoe rco vy post-traduccionales necesarios para 1la
transferencia de polipéptidns desde su lugar de sintesis a
Ine sitinos en gue deben realizar su funcidn, tanto intra
comd extracelularnente. En contrapartida, es dificil pensar
en la eristencia de un secanismo simple que peraita a cada
unp de los polipéptidos recién sintetizados llegar a su
destino, ya qgue en la chlula hay tantos de ellos, coso
organelos subcelul ares y compartisentos acabranales

sxistan (Mary J 1980).

En los Altimos affos, se ha pod_ido demostrar la presencia
de una nueva variedad de deterainantes topoibqicos,
presentes en los diversos dosinios de determinadas protelnas
Yy cuya funcibn no sbin es la de ser parte conformsaciohal de
12 micma, que poseen elementos informsativos, suceptibles de
ser reconocidos por receptores especificos. Estos elesentos
informativos forman parte de un ‘“cbdigo postal” que
determina no sblo el lugar de la sintesis, sino también la
ruta de transporte, y el destino final, tanto intracelular
como entracelular de una variedad de protelnas (Sabatint
190872, Kreil 1981, Walter 1984, Blobel 1979,1982, 1984 vy
Mar:: 1980, |

En este trabajo se describen resultados obtenidos en 1a

caracteritacibn de uwn nuevo sistema de transporte cuya



funci®n e3 reconocer intracelularmente las hidrolasas acidas
(precsentes ertrascelularmente), internarlas vy transportarlas

a Ype lisosomas.

A. - ANTECCDENTES HISTORICOS

Los trabajos del qrupo de Falade (1975) sobre 1a zintesis
trancporte vy secrecidn dp timdgeno sirvieron como punto de
partids v como modelo a trabajos subsecuventes acerca de la
eintesis v el transporte intracelular de 1las proteinas.
Jamiecaon y Falade (1977) propusieron un modelo para la
sintesis y el transporte vectorial de las protefinas
secretoriacs en el pancreas, el cual incluye los siguientes
pasos:

1.- Sintesis de las proteinas en polisosas unidos al
reticulo enduﬁlls.icn.

?.- Descarga vectorial y segregacidn de los pnliﬁeptldns'
nacientes dentro de las cisternas del reticulo endoplasaico.

3.~ Transporte intracelular de las proteftnas secretorias
desde ei reticulo endoplaisaico al aparato de Onlgi sediante
veslcul as transportadoras.

4.- Segregacibn y iupsqua de ias_protelnan secretorias
en las vesiculas del aparato de Golgi.

5. - Almacenaaiento temporal de las protefinas secretorias
y por Dltimp descarga de los productos al espacio
intracelul ar mediante la exocitosis.

£l grupo de Leblond (1777) corrobord estas obaervaciones

y mostrd que 1a incorporacidn de los carbohidratos a las



glicoprotelnas estd acoplada o su sintesis y transporte.
hsl, 1a manosa se incorpora a los péptidos durante su
sintesis en el reticulo endoplasmico. La fucosa, la
galactosa, 1a N-acetil glucosamina y el bdcido stalico, se
incorporan a 1los glicopéptidos durante su paso por el
aparato de Golgi.

Mngque el transporte vectorial propuesto por Palade y
colc (1977) para las proteinas secretorias, fue aceptado
comp vhlido para el transporte de las enzimas lisosomsales y
la formacitn de 1os lisosomas primarios en las células coan
l1os macrbfagos y 1os polimorfonucleares (Cohn 1968 y Baiton
y col 1974); varias preguntas quedaron por contestarse:

a) cuales son los mecanismos de transporte de las
protelnas desde el reticulo endoplasesico al Golgi.

b) ctwmo y donde la cklula separa las proteinas que deben
ser secretadas, de aquellas que farmsan parte del sisteaa
l1isosomal.

<) culdl es la ruta que siguen las hidrolasas Acidas a
travkbs del aparato de Golgi para formsar los lisosomas
primarios. |

Se han propuesto, varias hiptdtesis para contestar estas
prequntas, algunas de ellas han ido descartandose, en
base a nuevos hallazgos. Asf, Novikofé (1973,1976,19773) en
base 5 estudios histoquimicos y ultraestructurales sobre 1a
distribucibn intracelular de la fosfatasa bdcida, propuso la
envistencia de mdltiples vias de transporte, asi como

mhltiples sitios para la segregacidn de las hidrolasas



Acidas, los cuales incluyen al Golgi, al reticulo
endoplasmico y a los lisosomas. Esta regitin fue )lamada
GERI..

El grupo de Goldstone y Koining (1973a, 1973b) bhasAndose
en euperimentns de fraccionamiento subcelular, propuso Ia
eilistencia fde regiones restringidas del reticulo
endopldsmico para 1a sintesis de las enzimas lisosomales,
diferentesl a las reqiones en que se sintetizan las
proteinas secretorias., Por Gltimo, el grupo de Sly y cols
(1978, 1980,1981 ,1982) propuso la presencia de sefales
especlificas, presentes en las hidrolasas Acidas, que
sirven a la cblula para segregarlas de las protefnas
secretorias, separacibn que ocurre en la req'ibn del ‘Bolgi.

Aunque todos 1os grupos hablan concluido que 1a
seqgregacibn de proteinas es intracelular, el grupo de
Neufeld propuso un modelo gue vino a ser una alternativa
opuesta a la segregacibn internaj es decir, la segregacidn
de protefnas ocurre extracelularsente (Hicksan y Neufeld
1972 y Hickman y col 1974) Segln este grupao, las hidrolasas
dcidas son secretadas junto con los productos de secrecidn.
Las enrimas lisasomal'es zon  recapturadas  mediante un
mecanismo de endocitosis adsortiva, el cual involucra un
receptor espectfico, que participa en su transporte a
los lisosomas. Esta hipdtesis conocida como de secrecidn-
recaptura, se basb en el hecho de que los fibroblastos en
cultivo, provenientes de pacientes con mucolipidosis 11

(M1, erhiben una severa deficiencia intracelular Y un



achmulo ertracelular de mdltiples enzimas hidroliticas
(Weismann vy col.1971a, 197ib). Estas enzimas son incapaces
de ser endocitadas tanto por los fibroblastos humsanos
normales, comso por los fibroblastos provenientes de
pacientes con MII1, conncidns como célulasl I. Por el
contrario Ins fibroblastos provenientes de M1l =on capaces
de internar vy retener hidrolasas Acidas secretadas por
fibroblastos humanns normales (Neuwfeld 1971,Lagunofé 1973,
Shapiro 1976,Von Fiqura and Kresee 1979,V1adativ 1979. ), lo
que condujo a concluir que la acumulacion 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 son recapturadas, debido a la deficiencia de un msarcador
cosiin que les permitiera ser endocitadas.

l.a hipbtesis de "secrecidn-recaptura” tuvo gran
importancia, ya que propuseo por prisera vez, la elistencia
de un marcador comtin  para todas las enzimas lisosomales, el
cual es necesarip para su adecuada compartimentacibn. Por
otra parte, indujo a una serie de grupos a estudiar: a) la
naturaleza quimica del harcadnr comdn, b) el transporte
intracelular de las enzimas lisosomales, t) la secrecihn Y
d) la recaptura de las mismas.

hservaciones derivadas de estos trabaijos generaron atras
hipotesis, que en alguna forma son modificaciones de 1la
secrecibn recaptura. Asl por ejemplo, Llyod (1977), sugirid
que las hidrolasas Acidas entran a los lisosomas via el

Golgi a1l GERL y dado el constante reciclamiento de 1a



memhi-ana, “iajan desde n©l plasmalema a los lisosomas vy
viceversaj su propuesta es que el marcador de reconocimiento
no bos necesario para la entrada de las enzimas lisosomales,
sinp mds hien, su presencia se requiere para la retencidn
dr= las hidrolasas Acidas dentro de los lisosomas. Por otra
parte, e grupo de Von Figura (Von Figura y Webwer 1978
Von Figqura y Voss 1979), propuso que 1as hidrolasas Acidas
al llegar a la regidn de Golgi se unen a su receptor, ast
adsorbidas a 1a membrana son transportadas a la msesbrana
plasmdtica para de alll ser transportadas a 1los lisosomas,
sin disnciarse de su receptor. En el] caso de las células I,
dado gque carencen del marcador combin, viajan a la superficie
celular nd unidas & las meabranas, por lo consiguiente,
serin secretadas al mcdio externo, sin poder ser
recapturadas.

Estas hipdbtesis fueron descartadas affos después, debido a
mievas ohservaciones. As! por ejemplo, lns trabajas
realizados por los grupos de Hickman y Neufeld (1972),
Weissman y Herschhowitz (1974), HNeufeld y bl (1975),
mostraron que no todas las enzimas lJisosomales son
epcratadas én 1ns fibrbblastné de ce&lulas [, tal es el caso
de 1a glucosidasa 1 y 1a fosfatasa decida. Por otro lado, el
grupo de Reuser (1974) encontrd que tanto la
f-galartosidasa como la a-glucosidasa no son transferibles
intercelularsente, al estudiar la complementacibn metabhdlica
entre fibroblastoz deficientes en dichas enzimas vy

fihroblazstocz normales. Otros grupos comn Viadutiu y Rattazzi



(4979, Von Figura y Weber (1978), Hasalik y col (1979) y
Sly v cal (1978) aostraron, que 1os fibroblastos secretan
inicamente, entre 4% y 8% del total de heuosaminidasa
durante un peribdo de 224 hrsg indicando, que solamente
alrededor de un 15 a 20 % de la enzima que se sintetiz2a de
npvo es secretada. El grupn de Sly (GonzAlez-Noriega vy
cole 1980) aportd la evidencia shs clara an contra de 1la
hipbtesis de secrecibn recapturay al encontrar que, cuando
s® crecen fibroblastos humanns en presencia de un inhibidor
competitivo (Manosa-&—-fosfato) de la endocitokis de enzimas
lisosomales, no se logra obtensr una deplecidn intracelular
de las enzimas lisosomales, ni un acomulo ertracelular,
como prevee la hipdtesis de secrecidn-recaptura. Ello
sugirib, la existencia de vias intracelulares para el
transporte y la cospartisentacidn intracelular de este grupo
de enzimas, asl’cn-o, una segregacion intracelular de las
enzimds lisosomales, en donde una pequeha parte de las
enzimas son secretadas y recapturadas por los miceos
fibroblastos, y por otros tiéns celulares (Sly 1982),
Posteriorsente, el grupo de Hotman y Bower (1984) encontrd
que una. porcion es transportada unida al receptor via la
sembrana plasasdtica y tal vez represente el 10% que se

secreta como consecuencia del reciclamiento de la mesbrana.

1.~ NATURALEZA DEL MARCADOR COMUN
Fueron los trabajos de Morell y Ashwell (1971), sobre la



vida eedia de las proteinas seéricas los gque dieron 1la
primera pauta del papel que juegan los carbohidratos como
safhales para que las glicoproteinas sean retiradas del
plasma. Este tipo de proteinas tiene una vida sedia, en. el
torrente circulatorio, que va desde horas hasta dlas. Sin
@mbargo, cuando s retiran especificasente los residuos de
acido sialico, presente en la parte ads distal de las
cadenas glicoslidicas, quedan expuestos los residuos de
galactosa, entonces su vida media en plasma e &0lo de
esinutos. Posteriorsente, se ancontrdb la presencia de un
receptor en las mseabranas plasmsaticas de las células
paranquimatosas de higado, que recohoce aguellas proteinas
circulantes que contienen residuns terminales de 1la

galactosa. Este receptor retira de la circulacitm a tales

proteinas y las transporta a los lisosomas (Ashwell y Morell
1974, Ashwel]l y Harford 1982).

Estos resultados llevaron a sugerir que, posibleseante,
las enzimas lisosomales sean reconocidas de una msanera
similar a traveés de un residun glicosidico, para poder ser
internadas a2 los fibrobl astos. Hickman y col (1974),
cuantificaron la capacidad endocitica y catalitica para la
8-hexosaminidasa despubs de ser otidada con peryndato,
encontrando que la priassra se reduce &n un 100%, sin sufrir
cambio alguno su actividad catalitica, sugiriendo gue el
marcador cosin de reconociaiento para enzimsas lisosomales es

un carbohidrato. Por otro lado, Blaser y col (197%5) vy



Nicol vy caol (1974), al estudiar el punto isoelictrico para
la f-glucuronidasa humana encontraron, que las foreas sds
acidtcas de l1a enzima se internalizan a una velocidad suy
alta, en cambio las no actdiras se internalizan msuy poco.
l.a naturaleza qmilmiﬁa del componente aclidico fue demostrada
por ¥Kaplan y col en (1977a,b) utilizando una cerie de
azficares, como posibles inhihidores competitivos de la
internacibn de 1la #-gliucuronidasa, encontraron: a) que
algunns de los azficares fosforilados inhibtan, en
diferentes grados, la endocitosis de la enzisa, b) que
aquellns azdcares con wmayor potencia inhibitoria eran
mnléculas de fosfomanana Yy manpsa-é—-fosfato (Man~46-P)
sugiriendo que écte residun, es el i:o.pnnenetn acidico
anteriormente descrito y ¢) que al pre-tratar la enzima
ron la fosfatasa alcalina, se inhibe la capacidad endocitica
de la f-glucuronidasa, lo cual sugiere la presencia de un
enlace monobster en- el sarcador de 1la Man-46-P. Estas
nohservaciones, fueron corroboradas en otras enzimas
lisosomales provenientes de varios tejidos (Kaplan y col,
1977, Sanda y Neufeld, 1977 , Ullrich y cnl,1978, Von Figﬁra
y Kelin 1979, Shapiro 1979, Sly 1981, 1982).

Posteriomsente, Natowictz y col (1983), encontraron
aque &l wmarcador de reconociaiento Man-6-P esth en cad'enas
glicrnsidicas de alto contenidn en -énosa, ya que al incubar
la f-glucuronidasa en presencia de la enddqlicosidasa H
pierde gsu capacidad de internacidn. Asi pués. el asarcador

romiin que Hickean y Neufeld (1974) propusieron para la
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internacibn de las enzimas lisosomales es un  azdacar
fasforiladn en la posicion &6 de la manosa (Man-4-P),
presente en las cadenas de alto contenido en manosa. Este
marcadnr esth ausente en las enzimas provenientes de celulas
I (Hasilik 1981, Reitman 1981,Waheed y cnls 1982); de ahl
la inhahilidad de este tipo de células para compartimentar
adecuadamente a las enzimas lisosomales. Este earcador na
sblo, es requerido en 1a internacibm de las enzimas
lisasomales sino tambhién para el transporte interno de las
hidrnolasas que van del Golgi a los lisosomas (Gonzadlez-
Noriega y col 1980 , Hasalilr y col 1980, S5ly y Fischer
1982).

2.~ ENDOCITOSIS DE 1.AS ENZIMAS LISOSOMALES.

El grupo de Neufeld (1971, 1972, 1973 y 1977) al
ectudiar el proceso de recaptura de las enzimsas lisosomales
en fibroblastos humnanos en cultivo obhservb que las células
eran capaces de internar estas enzimas a sayor velocidad
nue otras proteinas, que' normalmsente se encuentran en
torrente circulatorio coso 1a albumina, también se
encontrt, gque su internacidn se ajusta a los requisitos
esperados para un proceso de pinocitosis absortiva. Esta
observacibn hizo pensar que un receptor podria estar
involucrado en el proceso de endocitosis de aestas enzisas
(Steinman y col 1974, Silverstein y col 1977, Goldstein y

rol 1979, Prattan 1980 )3 es decir, el sistema es aadiado

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 gue el ndaaro de
receptores en la membrana es de 15 a 30,000 sitios de
unidn, La ¥Fm de internacidn es de 2.2%x10" y la velocidad
mazima de internacidn es aproximadamsente 100 veces asayor que
l1a reportada para moléculas que penetran por un proceso de
pinocitnsis fluida (15 ml/mg/hr) ( Nicoll y col 1974, Von
Figura y Klein 1974, Kaplan y col 1977a,b, Sando 19764,
Sando y Neufeld 1974, Heibert y col 1976, , Shapiro vy col
1975, y Sando y Neufeld 1977,Ullrich y col 1978,5ly y col
1978, Von Figura 1978,1979,Rome y cnl) 1979, Gonzalez Noriega
y cnl 1980, Fischer y col 1980). Las enzimas lisososales
unidas a su receptor son internadas, en vesiculas cubiertas
de clatrina (Neufeld y col 1971 , Von Figura y Webher 1976,
Von Figura y col 1979). na vez dentro de las células, san
transportadas a su destino final, los lisosomas. Esta
observacidn ha sido deasostrada utilizando diferentes
enfoques: a) Las enzimas lisosomales, ahadidas anbgenamente,
son capaces de degradar los aucopolisacaridos acusul ados an
cantidades patdégenas en las fibroblastos en cultivo con
di ferentec tipos de mucopelisaciridosis (ﬂeufeld 1971, vy
Lagunoff 1973), b) Estudios citoquisicos demuestran que las
enzimas lisosomales endocitadas se encuentran en vasiculas
perinucleares (Lagunoff vy col 1973), y c) Al fraccionar las
chlulas gue han endocitado la enzisa affadida axbgmanénte.

bsta se localiza en las fracciones celulares a la misma
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dencidad que coirresponde a los lisosomas (Achord 1977, Bach
v £nl 1977,8ly v col 1978, Rome y col 1979).

Estudios de unibn de las enzimas lisosomales a su
receptor (Gonzdlez Moriega y cols 1980, Fischer y cols
1980Ga,b) han permitido obeervar que la matima unidn ocurre a
pH 7.3; pH que corresponde al wmedioc de cultivo ast como al
del medio del 1fguido ertraceluwlar. For el contrario el pH
de matims disociacidn ocurre a pH 4.8 que corresponde a los
1ispsomas Y a los compartimsientos prelisonsomales
(receptospmas) { Wibo y Pool 1978, Sando y Neufeld 1977,
Gonzad1ez Moriega y cols 1980, Maufield vy col 1982). Por
otra parte, las aminas secundarias como cloruro de amonio y
rloroquina que tienen propiedades lisosomotrdficas (De Duve
1974) causan una inhibicitn de la endocitosis de las
enzimas lisosomales al incrementar el pH de las vesiculas
nscidicas (Wibo y FPpol 1974) vy por lo tanto, alteran la
disociaribn intracelular, del coaplejo ligando receptor
internalizados, dependiente de pH (Bonzalez Noriega y cols
19AN). Esta ohservacibn permitid corroborar el destino de
cstos complejos dentro de la cdlula, ast como intuir que el
recoptar dobz ser reciclado, ya gque 1a enzima lisosomal es
trancportada desde el receptosoma hasta los lisosomas,al
parecer es en 1 receptosoma (Willingham vy Péstan 1980,
Pacstoan 1981,1983) donde =e disocia el complejo ligando
receptor y asl el receptor retorna a la saembrans plasmeitica
{(fig t tomada de Fornfeld 1987). De ecta amaneva el

receptosoms representa un punt. do interaccidn entre el
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Figure 1. Schematic pathway of lysosomal enzyme targeting 10 lysosomes. Lysosomal enzymes and secretory proteins are synthesized in
the rough endoplasimnic reticulum (RER) and glycosvlaied by the transfer of a preformed oligosaccharide from dolichal-P-P-
oligosaccharide (Dol). In the RER, the signal peptides (/) are excised. The proieins are transecated to the Golgi where the oligosat-
charides of sccretory proteins are processed 1o comples-type units and the oligasaccharides of lysosomal enzymes are phosphorylated. Most
of the lysasomal enzymes bind to mannose €-phosphate receptors (MPRs) ( “Sula— ) and are translocated to an acidified prelysosomal
companment where the ligand dissociates. The receptors recycle back to the Golgi or 1o the cell surface, and the enzymes are packaged
into lysosomes where cleavage of their propieces is completed (¢ ... ). The P, may also be cleaved from the mannose residues. A small
number of the lysasomal enzymes [ail 10 bind to the receptors and are secreted along with secretory proteins (--- —=). These enzymes mav
bind 1o surface MPRs in voated pits ( gy _ ) and be internalized into the prelysosomal comparimeny. (@) N-Acerylglucosamine. {Q)
Mannose. ( &) Glucose, (@i Galaciose. (#) Sialic acid. Modified from refl 2.
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Figura 1. Vfas de transporte de hidrolasas &cidas desde el retf
culo endoplédsmico a los lisosomas. Tomada de Kornfeld S, 1986.
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cominp bipzirtdticro de las enzimas Hsnsﬁnales y el camino
endocitico para que las enzimas conver jan en los lisosomas
{Brown y col 19846). Por 1o gue respecta a los trabajos de
Fischer y cols (1980 a,b), demuestran que euisth una poza de
receptores internns, cuatro veces mayor que el ndsero de
receptores (sitios de uwnibn) vternnos  y se encﬁentran
ocupados por enzimas endbéenas, siendo Glﬁilnentn
disociables en presencia de Man-6-P, opbservando que los
receptores localizados en la fraccion lisosoaal o en
membr anas plasnatic-as 5@ encuentran libres casi en su
totalidad alrededor de un 90 %. Evidencias actuales han
demostrado la ausencia de los receptores en los lisososas
(Kornfeld 1987). Otros estudios sobre las propiedades del
receptor, mostraron que &ste tiene una vida aedia de 27 hrs
y su sintesis es inhibible en presencia de- la ciclohexisida
afectando 1a unidn. vy 1la internacibn de l1a enzima
(Gonzalez-Noriega Y cols 1980,Creek Yy Sly 1983},
extructural mente el receptor es una glicoproteina
transsembranal de peso cmlbecu_lar de 215KD, independiente de
cationes divalentes, con una gran afinidad por
fosfomonobsteres presentes en las cadenas de los
oligosacdridos de las enzimas hidroliticas (Von Figura

19864).
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3. -TRANSFORTE  INTERND DE LAS, PROTEINAS LISOSOMALES:

En los dltimos afyos, se han encontrado diversos tipos de
evidencias gue confirman la existencia de un transporte
vectorial para las enzimas lispsomales y la edistencia de
mecanismos de éegregacian intracelular para las proteinas
transportadas hasta el Golgi { Savaeedra y GonzAlez Noriega
19a8%5).

l.Las proteinas en general, no s8lo poseen informacidn
intrinseca que deternina su  estructura secundaria vy
terciaria, sino tasbién infaormacion que determaina su
topnlogla celular, (Marx 1980). Observaciones
experimentales y consideraciones téoricas que han sido
resumidas e intefpratadas por Blobel (1978, 1979,1980,1982)
sugieren la eistencia de una serie de sefales o
determinantes topolbgicos 1los cuales poseen inforsacidn
snbrezb a)sitio de s!ptesis, b)transporte al lasen del
reticulo endopl Asmico rugoson, c)glicosidacidn,
d)compartamentacidn, y f) reconocimiento especifico de las
enzimas por los receptores.

a) Sitio de Sintesis de las Enzimsas Lisosomales. Las
protelnas que van a formar parte de los organelos crlulares
como ©1 aparato de Golgi, los lisosomas, las mitocondrias,
l1as membranas y las protelnas destinadas a ser secretadas se
cintetizan en 1os ponlisomas unidos al reticulo endoplassico
(Sabatini y col 1982, Hay R 1984, Rosenfeld vy col
19682,1987).
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b)Y Transporte al Ldmen del Reticulo Endoplasaico. Los
polisomas unidos a la seabrana del reticulo endoplasaico,
acthan comt un sistema coordinado en la sintesis de las
glicoproteinas (Kreil 1981, Walter 1984). Inicialmsente, se
pensh que en 105 polisomas existia una sefMal que permitia su
unibn al rét!r:ulo endopl Asaico. Estudins posteriores
demostraron que 1a informacidn se encuentra en péptidos
nacientes. En qeneral, l10s primerns 19 a 30 asinodcidos de
1os peéptidos que pertenecen al sistema vesicular de la
chliula zson de naturaleza hidrofdbica, siendo esta r.qibn
conocida Comd "Péptido seffal*. Cuando esta regibtn é-erqa en
vlns ribosomas se le uhe a ella una nucleoproteina (5%), esta
protelna y el ribososa son reconocidos por protetnas
especificas del retfculo endoplismico rugoso conocidas coap
las riboforinas (Sabatini y cols 1982). Estas formsan canales
que permiten el paso de las proteinas a través de la
membrana del reticulo, prisero al ﬁhptido seflal 0 seffal
lider y posteriormente al resto de los asinodcidos que
componen la protelna. Sin esbargo, esta seffal lider pusde
encontrarse no shio en nl.‘ amino terainal sino tasbién en
medio o en su carboxilo terainal de la cadena péptidica.
Dando origen a una proteina con abks de una seffal lider.
Dependiendo de donde se localice la seffal podresos obtener
protelnas gque pasen al ldmen del retfculo o bien protetnas
que sean integrantes de la mesbrana. (Blobel 1980,1982,198%).

o - e —

sefal vya que inmediatasente que penetra al 1twmen del
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reticulo es hidrolizado por una peptidasa espectfica. Esta
peptidasa corta a la seffal lider cuando se encuentra en el
amino terminal (Kreil 1981).

c) 311 cosidaci dn. Una modi ficacian que ocurre
cotraducionalmente es 1a glicosidacitn de las proteinas. Se
ha encontrado gue las cadenas glicosldicas se unen a
residuns de asparagina gue estidn dentro de una secuencia
Asp-X~ Treo/Ser Yy que se conocen cosn cadenas tipo N, o
bien cadenas tipo 0 que estdn unidas a serina y/o treonina
(Tabas y Kornfeld 1978, Kornfeld y Tabas 1980, Hubbard y
Ivatt 1981, Pollack y Atksion 1983, Merion 1982, Kornfeld
196%) .

l.a glicosidacit;m del residun de asparagina se realiza en
dos etapas (fig 2): 1) Sintesis enzisdtica de la cadena
glicosidica en la cara externa de la seabrana del reticulo.
Esta cadena glicosidica tiene como estructura cosén 1la
siguiente forma glucosa3-manosa9-acetil glucosamina22-pp
dolicol.

2) Transferencia de la cadena glicosidica de alta sanosa
A la cadena péptica recién sintetizada a nivel de 1a
asparagina, la velocidad de transferencia estd mndulada por
los tres residuns de glucosa (Lodish vy Kong 1984).

3) Transporte de 1las glicoprotefnas del reticulo
endopl asaico al .aparato de Golgi a traviés de un sistesa
vesicular, este transporte atin no estd suy bien definido, ya
que durante este transcurso las glicoproteinas suéren una

serie de modificaciones postraduccionales mediante la acribn
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RETICULO ENDOPL ASMICO

FIG. 2, Muestra las diferentes modificaciones-post- -
traduccionales que sufre una cadena glicosidi
ca desde su unibén a la proteina, durante su -

sintesis en el reticulo endopldsmico en su viaje a tra-

vés de las regiones cis y trans del aparato de Golgi, ~
hasta que es encapsulada en vesiculas secretorias (arri
ba) o lisosomas (abajo). La cadena glicosfdica consta

de fosfato (P), pg-acetil-glucosamina (GN), manosa (M),

glucosa (G), galactosa (Gal) y/o de dcido sidlico (Sial)

Este proceso ocurre por igual en proteinas integrales o

soluble. Las enzimas lisosomales se unirfian a su recep-

tor una vez fosforilada la cadena,
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de las glucosidasas 1 y 11 presentes en reticulo
endoplismico, liberan la glucosa, para que la presencia de
manosidasas libere una manosa quedando una secuencia central

mannsaB - (N-acetil glucosaminal2 asparagina, la cual es
combn para las glicoprotelnas destinadas a ser de alto
contenido en mannsa comn serfan las hidrolasas &tidas y de
tipo compleijo como son la mayorla de las protefnas que se
secretan y parte de las protetnas de sembrana.

) Compartimentacidn de las proteftnas lisosomales. En
este somento el aparato de Golgi debe sortear el destino de
las glicoproteinas que tienen 1a secusncia central, se
especula que Ja formacibn de las cadenas cosplejas ocurre en
1a regiin trans de Golgi ya que es aqul donde se encuentran
-localizadas alrededor de varias enzimsas, gque posiblesente
participan en su formacidn como son,la manosidasa I, la
N-acetil glucnsasina transferasa I, la sanosidasa II, la
N-acetil transferasa 11, la galactosil transferasa y la
sialil transferasa {(Hubbard 1981, Lodish 1904, Dunkly vy
Raothman 1983,19864). I-as:. oligosAcaridos destinadas a
secretarse o a ser glicoproteinas de 1la -e.hr;ana s0n
procesadons a complejos de Acido sfalicn. En cambio, la
formacibn de las cadenas de alta msannsa, que se encuentran
presentes en las enzimas lisosomal &8, ocurre
preferencialmente en la regitn Cis, donde se localizan las
enzimas que 1los modifican y participan en la farmacitn del
marcador de Man-4-P, a través de la participacion de dos

enzimas, Jla N-acetil glucosaminil fosfotransferasa que
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trancsfiere N-acetil glucosamina-1-P desde el nuclebtido
UDP-N-aretil glucosamina a residuns seleccionados de sanosa
sobre las enzimas hidroliticas para darnos intersediarios
fasfodibsteres, entonces la segunda enziea la N-acetil
glucosamina-1-fosfodibster a~-N—-acetil glucosaminidasa
remueve los residuos N-acetil qlucosamina resultando
fosfomonobsteres que son residuos de reconocimiento por los
receptores ﬁe alta afinidad para Man-&-P Yy que estan
localizados en l1a regitn Cis de Golgi (Rothman y col 1982 y
Fohlmann y cols 1982 , E'nu‘l'?eﬂl de agul la isportancia que
juega el Aparato de Golgi pues, es en esth organelo donde
se llsvan a cabo las weodificaciones tersinales de
glicdsidacibn y donde ocurre la segregacibn de las
proteinas secretorias y de Jas hidrolasas Acidas. En la
enfermedad de células I o msucollipidosis 11, existe una
mytacidn en e] gene que codifica 1a sintesis de la snzimsa
N-aceti]l qlucnsaminil transferasa por 10 tantn las snzisas
lisosomales no poseen el marcador de Man-&-P y son
secretadas dado que no pueden anclarse a su receptor para
dirigirse a los lisnsb-aéj Y COomo raﬂejn'de una incapat_:idad
celular para discriminar las enzimas lisosomales a 1o larﬁo

de la via secretoria son  secretadas, sin poder ser

recapturadas, manifestando la presencia necesaria del

marcador de Man—-46-P para que este evento ocurra (Reitman y
Kornfeld 1981, Hasilik y col 1981, Varki y cols 1981, Wahesed

y cols 1982).
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Resumiendo, el receptor que reconoce el residuc de
Man-4-P en las hidrolasas Acidas para su recaptura por
fibroblastos, es el mismo que la cblula utiliza en la ruta
gque siguen las hidrolasas en su camino a lisosomas (Reticulo
Endoplasmico-Golgi-Lisosomas). Confirmando 1a existencia de
una ruta intracelular, asi como que aabos sistemas de
transporte, requieren del mismo marcador Man-6-F dado gque la
enzima intracelular, es disnciada del receptor en presencia
de esta azficar.

El hecho de que las enzimas lisosomales sean
fosforiladas en 1a regiédn del Golgi, confirma que el
transporte, mediado por el receptor para Man-6-F, no es del
reticulo a los lisosomas como & pensd originalmenmte
Bonzalez-Noriega y cols 1980), sino del Golgi a los

lisosomas.

B.~  ANTECEDENTES _ESPECIFICOS

No nhstante los resultados obtenidos hasta la fecha, en
relacibn al transporte de las enzisas lisosomales, afn
queda una serie de preguntas por resolver) se sospecha gue

2l receptor de Man-46~P, no es el dnico responsable del

acarren de 1as hidrolasas AMcidas a los lisosomas (Owada

1982, Tietzel982,Gabel 1983,1984) ya que se ha encontrado:
a) GQue las mutantes para el receptor de Man-6-FP no

sacretan enzimas en 1a misma proporcitn que la deficiencia

en el marcador de Man—-4-F como ocurre con las células 1

(Gabel y cols 1983,1984).
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b) Otro receptor que reconoce también el residuo
fosforilado de Man-6-P. Este receptor a diferencia del ya
descrito, requiere iones calcio para la unidn de la enzima
al receptor, posee diferentes constantes de unidn, 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 hetefageneidad en la distribucibn de
las enzimas lisosomales dentro del lisosoma (Pitt 1973).

d) Eusisten cuando wmenns dos enzimsas lisosomales Ia
fnsfatasa Y la glucosidasa, - que segurasente S00
transportadas por otros mecanismos diferentes al de Man-4-P,
ya que np son secretadas como @] resto de las enzimsas
lisnsomales en la muconlipidosis 11 o cflulas 1 (Neissman y
cols 1971, Neulfeld y cols 1977)3 sin eabargo, estos
pacientes tienen practicamente niveles normales de las
hidrolasas Acidas en los hepatocitos, las células Kupffer y
los leuconcitos, lo gque suguiere un mecanismo distinto al de
Man-4-P, ya que estas enzimas carecen del marcador de
Man-4-P.

e} L# B-glucurunfdasa a diferencia de otrais enzimas
ligpeomalecs posec doble localizacidr yva gue 304 de 1a enzima
sintetizada de.nqgg permanece en el reticulo endoplismico
graciaes a la presencia, en esta regién, de un receptor
especifico para ella (Paigen 1975).

f) Be sabe, también, que existen otros receptores
espéclncos para cada tipo celular que reconhocen ciertos

azticares en las cadenas glicostdicas presentes en las
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enzimas lisosomales v en proteinas séricas, asi hepatocitos
reconocen residups de galactosa y N-acetil galactosamina
{Ashwell y Morell 1971, Ashwell y Harford 19é2n. Los
macrbfagos y las ciklulas de Kupffer reconocen resliduos de
N-acetil,glucosamina y manosa en las enzimas lisosomales
atadidas exdgenamente (Achord 1975, SGtahl 1978, Tietze
1982), la fucosa y la galactosa presentes en la transferrina
son reconocidas por los hepatocitos de los mamiferos
(Neufeld y Ashwell 1980).

£) Por altimo, 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
encantrado gque la endocitosis adsortiva de la | -
glucuronidasa bovina, no es afectada por la presencia de
los azlcares fosforil ados.

El objetivo de &ste trabajo de tesis, es caracterizar un
nuevo sistema de internacioff para enzimas lisosomales, que
fue em:nntrado en 1 laboratorio del Dr., Sonzalez-Noriega y
que posiblemente corresponde al descrito por Heiber vy
Jourdian (1974), vy compararlo con el ya descrito para
enzimas que contienen el marcador fosforilado de manosa, con
el #in de obtener evidencias gQue nos indiquen si ambos
sistemas son independientes y diferentes entre slj asi coso
para conocer chmo y cudl es su funcion en la células.
Nuestros estudios confirman la existencia de un sistema
alternativo de endocitosis de enzimas lisosomales en

fibrnblastns humanos. Asl mismo demostramos que la
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f-glucuronidasa bovina, es recapturada por dos sistemas
endociticos diferentes e independientes, uno s @l
ampliamente estudiado y caracterizado de Man-&—P y &1 otro

descrito por Jourdian (1974).



TT. -MATERIAL Y METODRDE

I.? -'i_-_:.t'ﬁTEE‘Tf\L '

S

N.= Preparacibn

- b1

mare e

1.~-Medin de Cultivo (MEM

Medio Minimo Esencial Eagle’s
Bicarbonato de Sodio
Piruvato de Sodio

Glutamina 200 mM
Antibidticoz 100V

Suerno fetal bovino inactivado

(Yhr a 5&°0»

Se afora con agua bidestilada

n,- 3ol de Antihidticon 100w

Eztreptomicina
Iinidados de Ponicilinag

Agua hidestil ada

T —Gnluritn de Voprono (EDTA

EDTN

Clorvwro do Calcio
Clorurn de Potasio
TRIZ/Hac=ec

Poin Fenol ol 5%

e modios de cultifos:

o —

2.0
2x 108

200

0,402
14.0
Nn. a8
£.08

4.0

ml

ml

ml

ml

9
U

.M

1

4 a a9 a4
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Aforar o 2000 ml., con agua bidestilada v ajustado el

pH 7.4 esterilinar a presién

A, -8plucidn de Tripsina:
A 1000 ml. de 1o zolucidn de Yerseno agregar 2.5 g do

Trip=ina, e Estorilizar 2 presjién

. ~Medio de Internalizacién
Medio Minimo Ezsencial de Esgle’s e.8 9
BRES 25,0 mM

Albumina bovina 1.0 m/ml

Aforar a 1N00 ml con 2gua bidestilada ajustandn ) pH n

6.8 8 7.7

b.-Solucidn Salina de Fosfatons (PBRS)

Clorurn de Sodio, 150, 0 mM
Cloruro de Potaszio 8.0 mM
Fosfato monobdeico de Sodio 80,0 mH

Clorurn de Calcio ) 0,2 mH
Cloruro de Magnezio B0, 0O mM
Fozfato dibdsico de Potasio 1.4 m

El cloruro de calcio v de magnesio o preparan por
separado en 100 ml cads uno yva que tienden a

precipitar. Se ajusta pH &.8 & 7.2
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T7.0.-Medin de Cultivo libtre de Metioninns:

Storclk de amincaAcidos 2t

Stock de leucina 20
Stock de triptofano 40w
Stnck males | 4y
Blucos=Aa v glutation 100w
Roino de fennl - 200y
Para amino benzoico 100%
Vitaminag Gibeo $ O0x

B. -Preparaciédn_de Sustrato (MUG)

Disolver 10 mM de 4,metil umbeliferil Qg-d-glucurénido
(MUGY en 200 mM de acetatn de sodio pH 4.8. Los residuns de
4, metil umbaeliferil (MJ) libre qua contaminan el sustrato,
pnsterinrmente esta sa‘e]fminan, por dacéntacibn ¥ burbuieo
con nitrhgenn v rgitacién A 4°C, Para determinar si vya ezta
libre de MJ se leen los roaficientes de extincidn sntes v
despuds de 1a mvtraccidn con cloroformo 3 317 mM v 3bﬁ_mﬁ

para cuantificar la presencia de MUG Y MU respectivamente

"Malos MUG = Lectura 317 ¥ Dilucién

13, 600

Moleos MU= Lectura ¥ Dilucidn

Ib, 720



s e atymynadn 2 Sparnformn 3o

albuminsg v g€ guarda o N°C pn alicuotar

1.~ Gtoclk 4 mety) JUmbel i Ferona 20nM
4 meti]l umbeliferonan
Etanol abzoluwto

Agua bidestil ada

adychancs

ge 00 m),
'lq"f!.E] g
0.5 ml
SO0 ml

i) ‘m

2.~ Solucidn Amortiguadora Glicina - Carbonato pH 10

Glicina
Corbonanto

Sp ajusta a pH 10

B.-- Purificacidn de_la f-glucuronidnss

£i, 32 M
0.2 M

1.-8elucidn Amortiquadora de Tartratos pH 6.2

Tortrato de Sodio
EDTA

Cloruwro de Sodio

Fosfato de Sodio

Azida de Sodio

Se ajusta 2 pH 6.2

2.-80lucr1dn Nmortiguadora Tric—- Bose
Trieg‘baze
Fozfato de Sodio Monobdcico
Cloruwro de Sodio

fhcids de Sodio

N, at5%

(.75

0,15
0.0

M, 0o

1, O
0.0

D, 15

, 2

i

H

"
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Eee ajusta » pH &8

%, -2olucidn Amnrtiguadora Tris-Base, l.ibre de Fosfatos
Tric -~ hase Q. 025 M
Claorura  Sodio ' _ | 0.15 M

Ajusta a pH 4.8

.‘4.» Bolucibn'nmortiquadora de FElucién
| rea & M ep zoluci bn amortiquadora A.

Todas las soluciones se ajustaron = sus respectivos
pHs usando Acido clorhidrics o hidrévido de sodio

concentrados
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A, - CULTIVOS CELLUL ARES:.

L~ 1inea celular fibroblastoide 5-392, fué donada
nenernsaments por &1 Dr, WS, Sy de 1a lUniversidad de
Wachington 11, MO, Fu® jniriada a partir de una biopsia de
piel de un paciente con mucopolisacdridosis YII, que se
cararteriza por ser deficiente para 1a sintesis de 1la
enzima lisnsomal A-qglucuronidasa.

l.os cultivos celulares {fueron crecidos en frascos Tom,
una vmz confluentes se subocultivaron de la siduiente maneras
se lez retira ot medio de cultivo, se eniﬁagarbn con una
enluritn quelante de EDTA (Yerseno). Para desprender laé.
células, se les adiciona tripsina 31 0,25% durante I min.
las cAlulas se resuspendieron con una pipetas Pagtéur_-
adiciondndole medio de cultivo inmadiataménta. péra detanar

la accidbn de 1a tripsina. De cada frasco T-m se prepararon 4

T"fu-

Para reslinrar los ewperimentoz de unidn & de
internalizacidn 1as células se crecen en las caias de Petri
de 3%mm. De cada T-.s se prepararon 20 cajas de Petri, que

ar un lapsn de 1 dias estuvieran confluentes vy listas para

+

1ns ovperimentos requeridos. Tanto a las o3jas zomo & los .
frazcoe de cultivo se les cambias el medio de cultivo cada
tercer dla v se mantienzn en atmdsfers hdmeda v 5% de CO,; a

b A
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R, - FHSAYOS _ENTIMATICOS:

La Actividad para la fi~glucuronidaza ze midid de acuerdo
al procedimientn descrito por Glaser y cols (1973), A 25
microlitroe de sustrato se la agregan 100 microlitros de
MU 10 mM, dezpube de 1 hora de i{ncubacién a3 73T7¢C, 1a
reaccibn se detiene al adicionar 1.2 al de un amartiguador
de qlicina-carbonatos pHIO. La cantidad de 4,metil
umbel i ferona liberada se midid en un espe;tofotbmatro Aminco
a X&0 nm de exitacidbn v 480 nm de emisidn.

tna unidad de actividad, es 1la cantidad de anzima que
eataliza 12 liberacidn de una nanomol a de
4,metil"umbaliferoﬁa por hora. Como estandar se utilizd una
sp) 1 &n da 4,metil-umbeliferona al 10 nM.

l.a cuantificacidn de la proteina fud hecha
espectofotombtricamente de acuaerdo con el método de Lowry
(19%1). Se usb albumiqa de suero bovino como estandars.

lLa actividad especifice se determind, dividiendo 1la

actividad enzimdtica entre los miligramos de proteinas,

C.-  EXPERIMENTOS _DE__INTERMNACION:

La internaciédn de la enzima lisosomal (-glucuronidasa a
fibroblastos bhumanos se determind siquiendo el método de
Kaplan v+ cols (1977). A los fibroblastos humanos de 1a
ltnea 57392, crecidos en cajes Petri de 35 nm se les retird
Pl medic de cultive v se les adiciond 1 ml de .ﬁedin de
internalizacitn, conteniendo 1a A-qlucurnonidasa. Después de

1a incubacién a 779C, las cajas fueron colocadas &0 una capa
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de hisln, lavadas 5 veces con T wml de PBE cada ver. Se les
retird completamonte la aoluzidn amortiguadora v 32 les
adiciontk a ca3da caja 0.% ml de deovicolato de sadio al t%.
Despups de 20 min., 2 4°C, &l licado celular que se obtiuvd se
recuperd con pipsta Pasteur v se  transfirid 3 tubos
previamente marcardos.  La  rcantidad  de  fi-glucuronidass
asoriada 2 las rélulas, asl comon, la protefna celular se
cuanti fich tomando 25 microlitos del lisado celular.

La welacidad de internalizacidn se erpresa, como 12
cantidad de enzima asociada a 1as cdlulas por unidad de
tiempn (inidades de enzima/mg de protetna celﬁlar/hora de

internacibnl.

D.~ EYPERIMENTOS DE _UNIOM A FIBROBLASTOS EN CUJLTIYVO 3

La uniédn de la g-glucuronidasa » fibroblastos humanos s&

determind 7 a 14 diass despuds que la capa daylaa célul as
Vlegaron 3 canfluepcia. Los ewperimentus s lle#éron a A4°(C,
Las cajas de Petri 35mm e pra-incubéron 15 min » A°C an'
cuarte frio. E! medio de cultivo se aspird y 1as cajss
fuernon lavadas dos veres con 5 ml de FPBS. A cada cais se le
afadid 1 ml de medio de internalizacidn conteniendo 1a
f~gqluciwronidasa. Despuds de 2 hrs de incubacidn a 4°0C, las
cajag fueron lavades 5 veces con S ml de FBS frio v drenadas
compl etamente, La cantidad de fA-glucuranidasae v de proteina
astciada 3 las cdlulasz, se cuantificd en el lisado celular

ohtenido a3l agreagar 2.5 ml de deowicdlato de sodio al § %,
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la rantidad de epnntims »3sociada a las células se expresa on

unjdadee de enzima por mg de proteina celular.

F.—-_FYPERIMENTOS DE UNIOM A LAS MEMERANAS DE FIEBRORLASTOS:

1.~ Obtencibn de las membranas celulares

Se obtuvieron a partir de monocapas celulares confluentes
crecidaz en frascos Tiazm. Loz frascos fueron pueztos en
hieln, zm lez retird el mnedio de cultivo y se lavaron 3
veces con 10 ml de PBS, seguidamente se les adiciond 2 ml de
medio de internacidn. Las células se rasparon con una
mepAtula vy se resuspendieron con una ’pipeta Fasteur. La
suspensibn cetular, se transfirid a un tubo, 3 conqeldh 30
min 3 -20°C v se homogeneizd con un homogenicador Dounce
hasta lisar mbds del 90% de las células. El liﬁado celulsr se
centrifugh 10 min a 800 g v el sobrenadante puevamente, se
centrifugh a 12%00 g durante 10 min. a 49C, De cada frasco
Ton 58 oabtuvieron alrededor de 600 microgramos de 18

proteina membranal.

2.~ Unidbn a las membranas

Se %iqqib el método descrito por Fischer v Col (19280).
Cada engayn s¢ llevd a cabo en tubos Eppendor$ en un volumen
final de 250 a 300 microlitos en medio de internalizacién
pH &.8 & 7.2, conteniendo SO microgramos de la proteina de
membranas v la cantidad adecuada de @-gQlucuronidasa. Despuds
de 1a incubacién 1oz tubos =e mantuvsieron en hielo, se

centrifugaron en un microcentr!fuga (Beckman) a 10,000 g por
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10 min el residuo de las membranas se lava tres wveces con
200 pl de PBS por resedimentacidn en 1a centrtfuga. El
precipitado se resuspendid en 0.2 ml de demdicolato al 1 A
L actividad enzimidtica v 1a concentracién protefica se
detarmind  en 401 de lisado de las memhranas. L.a
f-nlucuronidasa enddgena sze sustraio de todoz los salores

para nbtener 1a cantidad real de 1la enzima unida. .

F.-_EFECTO DE LA CICLOHEXIMIDA Er LA SINTESIES DE PROTEINASS

Cultivoe de fibroblastos humanos fueron incubados hasta
48 horaz en presencia de 0.1 mM de cicloheuimida. Bajo estas
condiciones 1a wviabilidad celular no se vid afectada 1la
incorparacién de Metionina 8% (1 40 es inhibjda an mds de
un 0Y%, | wna hora después de 1a adicidn de 0.1 mM de
cicloherimida al medio de cultivo (Gonzaalez Noriega y cols:

\

1980} .

G.- PREPARACION DE_COLUMNAS DE_AFIMNIDAD;

l.- Purificacibn de anticuerpos contra ﬁ-qlucuronidasaa-
Conejos de 1a lilnea White Swiss fueron invectados
subcutdneamente con 1 ml de (3-glucuronidasa bovina tomercial
“img/ml) en ad juvante completo. Después de 15 dilas, se
repitid 13 inyeccidn pero con ) ml de adiuvante incompieto
ronteniends 1 mg/ml de b-glucuronidasa, después de otros 15
dtas =se repitid esta inyeccién, Al cabo de 10 dias se
monitorio,por doble inmunodifusidn, el titulo de anticuerpos

contrz: la f-glucuronidasa bovina .
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Lag  inmunogiobulines se purificaron a3 partir de los
svpros de los copnsjos con titulos mAs elevados, wutilizando
Pl método dezecrito por Fleischman (1967). A los sderos se
lee adicionts zulfato de amonio a wna concentracion final de
40% despuks de incubarsze 1 hr a 4°C, se centrifugaron a
10,000rpm durante 30 min. El precipitadn se disolvid en
enlucidn amortiquadora de fosfatos 20 mM pHl 4.3 v s dializd
2 veces en es5f& mismo solucidn amortiquadora. El material
dialirado fue clarificado por una centrifugacidn Y
cromatografiado en una columna de DEAE equilibrada con 1la

miema szolucidn amortiguadora.

2.- Preparacibn de las columnas de afinidad:

Las inmunoglobulinas purificadas se acoplaron a Sepharosa
AR, utilizando el método descrita por Cuatrecasas (1970).
l.a protetna a acoplar se dislizé toda 1a noche en solucidn
amortiguadora de bicarbonatns (1M) pHB a 4°C. La sefaroea 4k
activada &e suspendid en una solucién de acido clorhidrico
imM durante 10 min, se filtr& por decantacién en un embudo
(Buchner), se le retird el Acide mediante lavados
suhsecuentes con agua destilada, s5¢ equilibrd el pH B con
enturién amortiguadora de hicarbonatos 1M pHB. Por cada 1O
mg de proteina = acoplar s=e wsd un gramo de resina. La
sefarnsa ya preparada y 1a protetna (inmunnglobulinas o
f-glucuwronidasa) s8 agitaron suavemente durante toda la
nnche a 4°C, Rutinariamente se absorvid un 90% de protelna,

medida por absarcidn a 280 nm.
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Fara hloquear 1ns arupoe Yihree no a~opladne de 12 retins,
ésta s lavdh con una solucidn amortiquadora de glicid
glicina (S0mM) pH 2.9, 1a resina se transfirid = uns columna

=2 1-ood hoseate Loda la noche evtensamente con solucidn
anowtiguadora Tris S0 oM cloruro de sédio 150 mM v fésfato

de sodic 16 oM pH b.6.

. - DOELE THMUNODIFUSION:

e sinmid el procedimiento descrito por Duchtef[on? v
Mileson L (1778). Se prepararon cajas de Fetri con geles de
agar al 0,4% en solucidn salina de cloruro de sodio al 0,904
o en solucién amortiquadora de fosfatos 40mM, cloruro de
sodio al 6.95% o en solucidn amortiguadora de fozfatos 40mM,
cloruro de sodio 150mM pH7.2. A) solidificarse s e
hicieron orificines con un sacabocados haciendo una roéata
tun orificin en médin v de 4 a b alrededor). En @l orificio
del centro s pone la enzima v alrededor los antisueros a

1as diferentes diluciones, Después de ser incubado tada 1a

noche, 1 0el se Jlavd varias veces con PBES y agua

desionizada, se zecd v tifid con azul negro naftol a) 40%.

T.- PURTFICACION DE_LAS ENZIMAS (-GLUCURONIDASA  HIMANA Y

BOYVINA:,
1.~ Purificacidén de 1a fi~glucuronidasa humana.

Fud parcialmente puwrificada siquiendn el método descrito
por Brot vy cols (1978)., A cada gramo del teijido humano

thiopzsias e higado o bazo) se le adiciond 5 ml., de solucidn



37

amortiguadora dn  kartratos, EDTA v Ffosfatos pHe,?2. El
teiidn s homogenizd con un politrdn a 4°C, ze le afadid
deoricolato de sodino a wna concentracidn final de 0.2%. Se
Aagith a 47°C pemr una hora, ze filtrd con gasa y se centrifugd
a 12,000rpm durante 20 min., E1 sobrenadante se calentd una
hora a AS°C se centrifugd a 12,000rpm durante 20 min., El
snhrenadante se precipitd con 55% de sulfato e amonio
dejando agitar una hora a 4°C. El residun que se obtuvd al
centrifugar a 12,000 rpm por 20 min se disolvid en solucidn
amortiguadora de acetatos 2% mM pH S vy se dializd 4 hrs
contra 1a misma solucidn smortiguadoray despuds de lo cual
s volvid 2 centrifugar 20 min 2 12,000 rpm. El sobrenadante
e dializéd en contra de Tris 25 aM clorwo de sodio 1%0 mM 9
fosfatos de sodio 10 mM pH 6.8, Por daltimo, %@ pash a
través de upa columna de afinidad (de anticuerpos de coneio)
anti f-glucuronidasa bovina acoplados a 13 zefarosa 48,
Desplds de lavar la columna <on solucidn 3mortiduadnra
Triz. A 2] material que se adsorvib, se eluyh con la Urea
6H; se dializd en 1a solucidn amortiquadora anterior v se
concetrd en un Amicon.
2.~ Purificacién de 1a A-glucuronidasa bovina)

La purificacidn consiste basicamente de dos pasos  3)
Extraccidn v b)) Adsorcidn.

a)Y Fuatraccifng E1 teijido bovino se homogenizd con  un
pnlitrén a 4°C en 5 ml de solucidn amortiquadors de
tartratos 25 mM, EDTA 25mM, fosfato de sodic 10 mM, cloruro

de =odico 150 mM pH 4.2, por cada gramo de teiido. Con el
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fin de obtener uwuna extraccidn completa el homogenado se
incub® 1 hr a 4°C en presencia de O,2% de deowicolato de
zeodio, El homogenado se filtrd & través de una doble gasa v
sp centrifugh a3 10,000 rpm durante 30 min. Al sobrenadante
e 12 angrand sulfato de amonio a wna concentracidn de 30% vy
s agitd 1 hr a 4°C, El precipitado ahtenido se elimind con
wna centrifugacidn A 10,000 rpm durante 30 min. El
sepbrenadante del 7T0% de sulfato de amonio se llevdh n una
concentracién final del 4%, de sulfato de amonié. se
mantiene agitdndose lhr & 4°C., Posteriomente, la suspensidn
ep centrifund a 10,000rpm por 30min, el precipitado se
disznlvid  en una relacidn de 1/10 en solucidn amortiquadora
Trie, cloruro de sodio, f8sfato de sodio pH 6.8, se dializd
dos veces contra ese solucidn amortiquadora para eliminar el
edcesn de éulfato. El homogenado se llevd a pH § con acido
acetico y se dializé 4 hrs a 4° C en solucidn amortiguadora
de acetato= 25 mM pHS., El precipitado Acido se elimin® por
_centrifugacibn a 10,000 rpm durante 30 min. E] socbrenadante
e 1levd a pH 6.8 con Trts'lH, se dializé& durante toda 1a
noche, a temperatura ambientea con Tris cloruro de sodio en
presencia de fosfatos o en ausencis de estos dltimos seghn
reqﬁiramns la enzima, con el componente fosforilado o con el
nuevo marcador.

| b) Adsorcidn. Para obtener la eprima semipurificada el
homogenado crudo del paso anterior se adsorbid en una
calumna de  inmunoglobulina de conejo dirigida en contra de

1a A-glucuronidasa bovina acpplada a la sefarpsa 4R, Despuds
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dec 1=var 1a eolumna con PRS, el material adsorbido
s 21uvd  con Wrea 4 M en solucidn amortiguadora Tris,
fosfato pH &.8. Las fracciones donde aparece la actividad de
1a enrima, s juntaron, se& concentraron a presidn en un
Amicon con una membrana de poro XM 50, bajo una atmdsfera de
nitrogeno a 75psi. Se diazlinaron para eliminar la urea vy se
guardaron en pequefas fracciones de 1 a 3 ml, manteniéndose
cnhgeladas a —70°C,.

El grado de pureza de la enzima se determind por 1la
actividad espectfice como se muestra en la tabla { y por
geles de acrilamida a3l 10 % en BDS . y por una doble

inmunndi fusibn fig 3.
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Fig. 3. a) Gel de SDS al 10%, en el que se muestra la pureza
de la enzima ( B-glucuronidasa) bovina, asi como de los anti-
cuerpos. En la casilla A y B se eluyeron anticuerpos de cone
jos purificados contra f-glucuronidasa a dos concentraciones
30 y 15 ygr/ml. En la casilla C, se observa la elucidn del -
homogenadd” hep&tico antes de pasar por la columna de afinidad
50 gr/ml. En la casilla D es pB-glucuronidasa semipurifica-
da 10 ugr/ml y la casilla E con 25 gr de elucibén del standar
de proteinas.

b) Doble inmunodifusién de B-glururonidasa semipurificada, --
contra suero de conejos inmunizados contra ella. Se observa
solo una banda de identidad.



41

A.~- Furificacion de la f-glucuronidasa bovina:

BGe han descrito wvarios métodos para purificar la
f-glucuronidasa de hlgado bhovino (Bernfeld 1932, Plapp 1744
vy Himeno Masuru 1974); sin embargo, son largos y tediosos y
al final se obtiene un bajo rendimiento, alrededor del 12%.
Cn estos procedimientos se incluye una digestitn de 10 dias
en ausencia de inhibidores de proteasas, que bien puede
destruir grupos funcionales de la enzima de nuestro interds.
Asl wmismo, esta enzima csemipuriticada se puede obhtener
comercialmente, pero dado que @5 una enzima inestable, su
actividad vairla de lote a lote. Paor esta razéin, nos viamos en
la neresidad de modificar el protocolo descrito por Plapp y
col (1964), preparando uwna columna de afinidad con los
arnticucirpos dirigidos en contra de 1la g-glucuronidasa
{(Harris 1973). Para ello, se generaron anticuerpos contra la
t-glucuronidasa del higado bovino obtenida comercialsente,
comp 32 describib en material .v métodos. Las
inmunoglohuwlinas de coneio aobtenidas en contra de 1a enzinma,
=e puryficaron por precipitacion con sulfato de asdnio y una
columna de intercambhio idnico (DEAE), seguido de lo cual se
adeorhi® el anticueerpo 2 una columna de sefarosa acoplada a
14 f-glumuwronidasa. Con el anticuerpo asl obtenido solo se
chtuv> una banda de precipitacion en contra de 1a

£ glucwronidasa bovina. Los anticuerpos asi purificados se
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acoplaron a sefarosa 4F segdn e)] método de Cuatrecasas
(1974),

i.a purificaci®dn {incluy®d blsicamente tres pasos: a)
precipitacibn con sulfato de amonioc, h) choque acido y ©)
adsarcitn. En 1x tabla 1 se muestran los resultados de una
purificacidn de la enzima.

F]l tejido bovino (higado o bazo) una vez lispio se guardo
en fragmentns a -20°C sin que la actividad de la enzima se
pierda. En el dia de 1la purificacitm, el tejido se
descongeld y homogenizb en presencia de inhibidores de las
proteasas y de un detergente que facilitb la extraccibn de
1a enzima. E1 tejido se filtro y centrifugh, bajo estas
condiciones de extraccitea, rutinariamente se obtienen

340,000 unidades de enzima/g de tejido.

a) Preripitacidyn ron el sul fato de amonio.-

El sobrenadante de la centrifugacifm se llevd a 30% de
sulfato de amonio, se deja equilibrir i1 hr a 4°C agitando,
el precipitado formado se elimina centrifugandc vy el
sobrenadante nuevamente se le adiciond sulfato de anqnin a
Cwna concentracitn final del 457 se agitd § hr. a 320, e}
residun  formado cse enlubilizd y dializd en solucidn
amortiquadora Tris pH 6.8 con dos cambios, en este paso se
ohtiene una recuperacita del &B% y la enzima se pufificb

2. 75 veces.



TABLA I

PURIFICACION DE LA B-GLUCURONIDASA DE HIGADO BOVINO

Paso de la Mgr. totales Unidades tgtales *U/mgr Porcentaje Veces de
purificacién x 107 ' de purifi--
recuperacién cacibn

Extracto crudo 68,400 24.3 356 - 1
Sulfato de amonio 16,900 16.43 978 68% 2.75
Choque &cido 6,400 14.57 2,277 60 6.4
Autodigestién 5,920 13.73 2,319 56 6.5
Columna de afinidad 43.2 10.8 25,000 44 389

* U Unidades

€P
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h) Chogque Acido.-

£l pellet ya dializado libre de sulfatos es llevado a pH 5
con Acido aceético y se dializa 4 hr a 3% contra wuna
solucibn amortiquadara de acetatos pH 5.0, el precipitado
formado se eliminb con una centrifugacitin y el sobrenadante
se Jleva & pH 6.8 con Tris 1M. Hasta agqui la enzima se
purifich 4.4 veces., En este pasn se recuperd cerca del 90%
de la enzima.

En aquellos casos en qQue se necesitd obtener 1a
A-glucuronidasa libre del sarcador fosfarilado, la
preparacidn enzisbtica se incubd 18 hrs. a 2%°C, como se
indich en Material y Metodos. No se@ detectd disminucibn de
l1a actividad enzimatica, ni cambios en el grado de pureza de

1a enzima .

¢} Adsarcibn.-
El homogenado crudo semipurificado se pasd a través de una
- columsna de afinidad sefarosa I1gG dirigida contra
f-glucuronodasa bovina, l.'i_ columna se lavh con una solucion
amortiguadora de Tris, pH 6.8 hasta obtener una densidad
bptica a 280 hm igual a la de la solucibin amortiguadora.
Posteriormente, 1a f-gqlucuronidasa se eluyd con 6 M Urea,
lag fracciones gue contienen l1la enzima se juntaron y se
concentraron #n un Amicon con una membrana 5O0X.

Con este procedimiento hemos purificado a la enzima
alrededor de un 107 tomando como mdzima actividad especlifica

T10% con una recuperacidn de un 40 a 40%L. Dado que los
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estudine de internacitn de la Bg~glucuronidasa e
determinaron por medio de 1a actividad enziahtica no se

requirit de un 100% de pureza de la enzima.

B,~ Condiciones para la perdida del residuo fosforilado

{(Man—-46-P) _en la enzima de (-glucuraonidasa baovina:

La internacibn 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 espectfico presente en la
superficie celular. lina excepcidn a esta regla ha sido la
internaridn de la f-gluruwronidasa del higado bovinn, la
cual es5 endocitada por 1os fibroblastos humanos en cultivo
par un sistema que no requiere la presencia del asarcador
fosforilado (Heiber y Jourdain 1974). S8in easbargo, en
contraposicidin a 1o reportado por Heiber y col., en el
laboratorio (Coutifio y GonzAlez~-Noriega 1984). encontramos,
nie 1a interpacitm de la A-glucuronidasa proveniente del
higado o del bazo bovino podia ser inhibida alrededor de up
30% por Man—-6-Por otra parte, en experimehtus de saturacién
se ohservb, la erxistencia de dos pendientes en las graficas
de doble reciprocas, una de las cuales desaparece cuando la
interpacidn de la enzisa a fibroblastos es inhibida por
Man-&4-F (Fig 4) cuando el marcador fosforilado de la enzima
es hidrolizado, con la fosfatasa o las endoglicosidasas H
y la F (tabhla 2). Estos resultados sugieren que la

ft-glucuronidasa baovina puede ser captada por fibraoblastas
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VVELOCIDAD DE INTERNALIZACIDN fmg prot csl/

1/P-GLUCURONIDASA (mi/Amidodes 1 ©°)

FIG. 4. DOBLE RECIPROCA DE LA INHIBICION POR MANOSA-6 P DE LA
INTERNACION DE LA 8~-GLUCURONIDASA HUMANA Y BOVINA A
FIBROBLASTOS HUMANOS.

Inhibicién de la endocitosis de BA-glucuronidasa de -
bazo humano y bovino por Manosa-6-fosfato. Fibroblastos huma
nos deficientes para RB-glucuronidasa fueron incubados 2 hs a
37°C en presencia de concentraciones crecientes de g-glucuro
nidasa humana (A) o bovina (B) en presencia (0) o ausencia de
®, @) 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
B-glucuronidasa Internacién
pre~-tratamiento de la (¢ control)
- Man 6 P + Man 6 P

A. Bovina sin tratamiento 100 71

ENDO H ' 78 17

ENDO F 85 79

ENDO D 100 17

Fosfatasa - 82 718

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 H, F y D, o con fosfatasa &cida como

se describe en (Gonz&lez Coutifio 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
nmino enzima asociada a las células).
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humanos mediante dos sistemas: uno, el clasico que involucra
el marcador fosforilado y otro no fosforilado.

¥Ya jue nuestro interds es caracterizar este nuevo sistema
e internacidn y con el fin de evitar curvas cineticas
heterogbkneas, debido a que, 1a enzima puede ser endocitada
par dos rutas diferentes: decidimos eliminar en la enzima
bavina el marcador fosforilado. Ademlisz, se utilizbh enzima
humana conteniendo el marcador fosforilado para comparar las
raractertsticas de uno y otro sistema.

Dado que 1a utilizacitn de enzimas como la fosfatasa. y la
endoglicodidasa H,1a endoglicosidasa €, l1a endoglicosidasa F
resulta ser bastante costosa para elimipar el residuo
fos{nfilado (tabla 2) se ponderd otra posibilidad, que nos
permitiera obtener en forma ripida y econtmica enzima bovina
carente del componente fosforilado. Heiber y cols (1976)
utilizaron una enzima A-glucuronidasa bovina, purificada
por el métndo de Plapp 1946, en el que incluye una
digestitm del homogenado ¢crudo, en sus resultados, no
encontraran la doble pendiente que nosotros observamos, ya
que sblo demuestran una via de internacibin que ho requiere
del] marcador de Man-é~FP . Esto nas sugirio que la falta del
marcador fosforilado, que ellos no reportaron, sé debla a
que las faosfatasas presentes en el teiido, hidrolizan la
uni bn monolster del $osfato unido, a la manosa. Aprovechando
esta observacidn decidimos incluir un paso de digestidn,
menns  severo, con @&l fin de eliminar el marcador

foeforilado, para 1o cual era iasportante que nuestras
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condiciones de digestitn se llevaran a cabo an una solucidn

amortiguadora libre de feocsfatoe.

1.) Efecto del pH en la Digestidn:

Se utilizéd la preparacidn que se ohtiene despuds del
choque AaAcido, en la purificacidn de la @#-glucuronidasa
bhovina. Alicuntas de 1la preparacitn se incubaron a
di ferentes pHs, en ausencia de fosfatos, durante 18 h., al
cabn de las cuales s llevaron a pH 4.2 con solucidn
amortiguadora A Tris/fosfato. En la tabla 3 podeaos
observar ques la internacidn de la enzima es mayor cuando se
preincubd a pH & 0 6.8, y que la Man-46-P inhibid en mayor
grado la internacitin de l1a enzima que ha sido digerida a pHs
deidos, sugiriendo que a pHs AMcidos podria existir una
actividad que hidrolice preferencialaente el nuevo marcador
de internacibn, vazédn por 1o rcual ohservamos un incremento
en el efecti. inhibhitorio de la Man~46-P sobre la internacion
de la enzima. Por &1 contrario, existe otra actividad cuyo
pH &ptimo es cercano a 4.8 y gue tiene la capacidad de

degradar al marcador fosforilado.

?) Efecto del Girado de Pureza de la Enzima en la Digestidn:
Se tratdh de determinar cual es el mejor paso durante la
purificacidn de la enrima para llevar a cabo la digestidn
del marcador fosforiladn. Para ello se digirid 1a enzima
obtenida despubs de la precipitacidn con sulfato de.amonio y

choque acido., o bien enzima semipurificada despuds de haber



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

Preincubacién

pH (U/mgr de proteina celular/ h) 8 de inhibicién

- Manosa 6P0, + Manosa 6PO,

4.5 37 : 14 | 63

5.0 47 - 23,5 52

5.5 62.4 49 22

6 | 109 o 95 13

6.8 138 | 139 0
Contrxol pH 6.8 183 129 : l

TABLA 3. Se preincuba la s-glucuronidasa 19 he. a 25°C en buffer -
Tris 50 mM, NaCl 150 mM en relacidn 1 a 1 con buffer de citratos --
100 mM y MgCl 12 mM a diferentes pHs se centrifugd para eliminar el

precipitado formado.,

Los fibroblastos humanos se incubaron con esta B-glucuronidasa 5,000
U/ml durante 2 hrs.

as
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stdn pasada pnr 1a columna de afinidad . Los resultados se
reportan en la tabla 4, donde se observa Que no ocurre
digestitn del residuo  fosforilado en la preparacién
enzimdtica mAs pura ya que l1a internacidn adn se ve inhibida
un Y en presencia de Man-46-P. Por el contrario, si la
digestibn se efectla en un pasc anterior de la purificacian
no se obhserva inhibicidn por Man-6-P, sugiriendo gque el
marcador fosforilado se ha hidrolizado.

Por otra parte, en la tahla 4 tambidn, se observdb una
menor capacidad de internacidbn de la enzisa ads cruda,
posiblemente debido a la presencia de competidores endbgenos
de la internacibn, coao lo sugiere el hecho de que la enzima
incrementa su capacidad endoclitica, después que la enzima
autodigerida se adsorbe a la columna de afinidad, 3in que
sp vea alterada la capacidad inhibitoria de la Man-6-P
{resultados no presentados).

El mAtodo de diqgestibtn seleccionado para eliaminar el
componente fosforilado en la a-qlu:uronidnsa bovina cumple
l1os siguientes cfiteriosz a) la enzima bnviﬁa no es
degradada durante la digestidn, eé decir 1a actividad
catalltica no se modifica al pre—incubar la enzima a los
diferentes pHs. b) la internalizacidn se reduce en la misma
proporcibn en gue la Man-4-P inhibe la internacidn de la
enzima nativa y ©) no se observan dos pahdientes cuando es
graficada, la velocidad de internacitn dependiente de la
concentracibn de enzima  como rectproca de velocidad vy

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 roC Control MAN=-6-P
1. Sulfato de amonio 27° 24 24
2, Columna afinidad 27° 194 120

* (u/mgr protefna celular/hr)

TABLA 4. La B-glucuronidasa de hfigado bovino se auto
digiri8 a pH 6.8 en buffer Tris libre de fos
fatos durante 18 hrs., a 27°C bajo 2 condicio

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 determiné actividad endoci-

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.-Emdocitosis adsortiva de la fA-glucuronidasa_ bovina _a
fibroblasto uganoss

Una vez que se obtuvo A-qQlucuronidasa hosdgenea (lilve

del sarcador Man-6-P), nuestro interés se enfocd a encontrar
evidencias gue msostrasen que efectivasente la enzima bovina
conteniendo el nuevo asarcador, es5 transportada al interior
de la chlula. Si el secanismo de internacidtm es sediado po
un receptor (endocitosis adsortiva), el proceso deberd ser:
saturable, dependiente de tiempo y temsperatura y especifico.
El estudio de las constantes de internacilmm nos parqitlra
tambibn, encontrar evidencias a favor o en contra de la
existencia de receptores diferentes a los que reconocen el

sistema fosforilado.

1.-Saturabilidad

Como se -uestri en la +fig. 4, la cantidad de 1la
8—glucuronidasa que se asocia a fibroblastos en cultivo es
proporcional a la cantidad de enzima en la que se affadid a
los cultivos, cbtenidndose una Kincernectien de 0.2x10°"M y
una Vean interneet de 9.25x10°*F Moles/mg/hr. Este
sistema tiene una velocidad sdxisa de internacitn similar a
la calculada para el receptor de Man—-b6—F, utilizado como
ligando @A-glucuronidasa, o0 a-induronidasa (B.9 x 10—13
Moles/mg/hr). Sin esbargo, la Km de internacilsi es de un
orden de magnitud esenor a la reportada para 1la

f-glucuronidasa humana que ®s endocitada pos el receplor gue
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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
B~GLUCURONIDASA LIBRE DEL COMPONENTE FOSFORILADO.

Inhibicién de la endocitosis de B-glucuronidasa bo--
vina modificada por Manosa-6-fosfato, cultivos de fibroblas~--
tos humanos deficientes para g-glucuronidasa fueron incubados
2 hs a 37°C en presencia de cantidades crecientes de g-glucu
ronidasa bovina "modificada" como se describe en Material y -~
Métodos en pregsencia (@) o ausencia de 10 mM de Man-6-fosfato.
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reconoce al residuc de Man—6--f (Bx10-9M) (Sando y Neufelf
1977, Rome y col 1979 y Gonzalez N. y col 1980) pero similar
@ la reportada para enzisas lisosomales en las que la
fraccitm conteniendo el wsarcador fosforilado ha sido

enriquecida (1-4%x10-"NM).

2.~ Tiempo y dependencia de Temperatura

Comb s observa en la £ig.5 la asociacidn de 1la
8—glucuronidasa bovina es dependiente de tesperatura. A A°C
s@ observa un equilibrio despubs de 3 hrej por el contrario,
la cantidad de enzima que se asocia & las células a 37°C es
linear por 1o senos 5 hrs. atn en au;:.encia de sintesis de
novo de receptores. La 'saturabilidad del sistema as
dependiente de la cantidad del ligando asl como la que se
obtuvo a 4°C su_ginrn la presancia de un ndsero lisitado de
receptores en la superficie celular. Esta observacibtn ads el
hecho de gque la cantidad de -enzima que s asocib a 3I7°C
durante 5 hrs. a la célula es 10 veces sayor que la que se
asocidb a 4°C p-rnitldh asumir gque la enzima bovina,
conteniendo el nuevo sarcador, es internada a la célula por
un secanismo de pinocitosis adsortiva, en el que se puade
involucrar un receptor. Es sabido que a 4°C se inhibe todo
proceso de endocitosis (Steinman y cols 1974, Gilverstein y
cnls 1977, Goldatein 1979), por lo que la enzima asociada &
fibroblastos debe estar unida a 1a mesbranay a 37°C 1la
enzima asociada a la célula serd la susa de la que se

encuentra en la sesbrana abs la que ha sido endocitada.
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VELOCDAD DE INTERNALRZACION {(LiAng/Mr)

"TIEMPO (hrs)

FIG. 5. CINETICA DE LA ASOCIACION DE LA B-GLUCURONIDASA BO-
VINA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA A LOS FIBROBLASTOS
HUMANOS.

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

Como se mostrd en la tabla 4 la velocidad con que la
f—-glucuronidasa bovina es internalizada, después de ser
adsorbida en la columna de afinidad, se& ve incresentada 8
veces. Este incresento se piensa sea debido a la presencia
de un "inhibidor" de la internalizacitn el cual no aes
adsorbido en la columna de afinidad. Es”p;-ub;ble que este
“inhibidor” sea un conjunto de otras enzisas lisosomsales,
ya due ®]1 material no adsorbido contiene @-glucosidasas,
f—-galactosidasas, o-smanosidasas,etc. pero no actividad para
A-glucuronidasa.

Al al;laair cantidades crecientes de este inhibidor al
medio de internalizacibn, es posible reducir hasta un 93% la
unitm a 4°C de la A-glucuronidasa a fibroblastaos (fig 6).
Esta mezcla proteica, tratada exaustivasente con pronasa,
actha como inhibidor competitivo de la internalizacidn de la
8-glucuronidasa (fig 7). Aungue la naturaleza de aste
inhibidor altn se desconoce, Su presencia indica una cierta

especificidad del receptor.

4.-— Dependencia de Iones

La presencia de Ca++ parece sar un requisito costin para el
reconocisiento de 1os residuos glicosidos (presentes en
glicoproteinas séricas) por los receptores de la unbrana;
una excepcidbn a este regla 25 la unidn del sarcador Man-6-P

a su receptor, presente en las wesbranas plasmiticas. Como



58

INWGIOOR  { mg )

FIG. 6. UNION DE B-GLUCURONIDASA BOVINA A LOS FIBROBLASTOS
'HUMANOS EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE UN INHIBI
DOR PROTEICO.

" Inhibicién de la asociacién de B-glucuronidasa bo-
vina a fibroblastos humanos en cultivo por una mezcla de gli-
coprotefnas. Cultivos de fibroblastos humanos deficientes de

B-glucurondiasa fueron incubados 2 h a 4°C en presencia de
5,000 U/ml Bg-glucuronidasa bovina y cantidades crecientes de
una mezcla de glucoprotefinas obtenida durante la purificacifn
de la enzima bovina como se describe en la seccibn de Material
y Mé&todos.
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FIG., 7. EFECTO DE LOS GLICOPEPTIDOS EN LA INTERNACION DE LA
B ~GLUCURONIDASA BOVINA A LOS FIBROBLASTOS HUMANOS.

Los fibroblastos humanos de f-glucuronidasa bovina
a diferentes concentraciones, se incubaron durante 2 h a 37°C
en presencia (0) o ausencia (@) de una fraccibn de glicopépti
dgg obtenidos de la fracci6bn inhibitoria durante la purifica-
cidn,



EFECTO DE EDTA EN LA VELOCIDAD DE INTERNACION DE LA
B~GLUCURONIDASA HUMANA Y BOVINA A LOS
FIBROBLASTOS HUMANOS EN CULTIVO

Porcentaje de internacifn

EDTA B~glucuronidasa f-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/ml de B~glucuronida
sa humana o f#~glucuronidasa bovina en presencia
o ausencia de 1 mM de EDTA durante 2 hs. a 37°C =~
en medio de internacién pH 6.8. Transcurrido el
tiempo, se retird el medio y se lavaron 3 veces -
con PBS pH 6.8, se les adicion6 500 ¢l de Deoxi-
colato de sodio al 1%; se determind cantidad de -
enzima asociada en las cé&lulas.
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EFECTO DEL EDTA 1 mM EN LA UNION (4°C}) DE LA
8 -GLUCURONIDASA BOVINA A FIBROBLASTOS

% de la

unidn

pPH 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 B~glucuronidasa bovina en 1 ml de medio de
internacién frio a pH 6.8 6 pH 7.1. Al cabo de
2 hr., a 4°C se les retird6 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 determiné
en las cé&lulas lisadas con 0.5 ml de DOC 1%, -
b} 50 ug de proteina membranal se incubd en ==~
presencia de 5,000 U/ml B-glucuronidasa bovina
a pH 6.8 6 7.1. Al cabo de 2 hr. las membra--
nas se lavaron dos veces con PBS, se centrifu-
garon a 10,000 rpm. La g-glucuronidasa asocia
da a las membranas se determin6 en el precipi-
tado resuspendido en 250 ul de DOC 1%,
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s® suestra en la tabla 5, imM de EDTA reduce en un 554 la
internacion de la @nziea bovina, pero no de la humana, la
cual contiene @] marcador Man-6-P. Esta ohservacibn pudo ser
corroborada, al estudiar la unidn de la A-glucuronidasa
bovina a cultivos a 4°C, o bien cuando la unidn s realizd
&n una preparacitn de sembranas de fibroblastos. El efecto
del EDTA e ligerasente sayor cuando la uniin se llevb a
cabp a pHs ligeramsnte Acidos (ltabla 6)., Esta diferencia
pudo deberse bien a una dependencia de pH en la unitn o bien
@ una disociacion incresentada del ligando a su receptor,o
que a ese pH se favorezca el efecto quelante del EDTA sobre

un ion en particular.

D.—- Vi i 1 t

Otro pardsetro que es intrinseco a cada proteina aes &l
recambio o vida sedia de la missa. El1 grupo del Dr. 8ly
(Creek y Sly 1982) ha medido la vida media del receptor,
cuantificando 1a cantidad de proteina precipitable por
anticuerpos en contra del receptor para el sarcador de
Man—-6—P en extractos de células, en cultivos incubados en
presencia de ciclohaxisida, llegando a la conclusibn de que
es de 27 hrs.

En nuestro caso hemos cuantificado el efecto de un
inhibidor de sintesis de. proteinas sobre la velocidad de la
endocitosis, como un sétodo indirecto para cuantificar la
vida md;a de la capacidad funcional de endocitosis que @1

receptor posee. En la fig.68 se muestra el efecto de
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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 0 a 50 hs. Al cabo de este tiempo, las cajas se ==
incubaron 1 h a 37° en presencia de 14,000 U/ml de 8-glucuro
nidasa bovina (®) o humana (0) y cicloheximida.
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cicloheximida en 1la capacidad de internacibn de los
receptores de nuestro interbs (el de Man-4-F y el nuevo
marcador) vy utilizando en ambos casos concentraciones
saturantes de enzima (14000 U/ml). Se encontrd que en ambos
casos hay una reduccitn de la velocidad de endocitosis y que
ambos presentan dos pendientes, indicando la presencia de
dos vidas medias ila vida msedia del nuevo receptor es 2 a 3
veces ads larga que para ®l1 receptor de Man—-6~P (25 y 50
hrs), encontramsos para el receptor de sanosa dos vidas
medias de 7 y 24 hrs. El hecho de encontrar dos pendientes
Y por consiguiente dos vidas sadias y no una de 27 hrs.
Posiblesente, coan reporta Creek y 8ly (1992) se deba a que
SU grupo trabajd la prisera detersinacidn despuds de 7 y 9

hrs., por 1o que lograron ver la caida inicial.

E.-Efecto del anticuerpo_contra el receptor Man-6-P en el
transporte de enzimas lisospeales.

El receptor que reconoce ®1 residuo fosforilado de Man-6-P
en las hidrolasas Acidas ya ha sido purificado a partir de
higado bovino y condriosarcoma de raton (Sahagain 1981,
Steiner 1982). Han sidao obtenidos anticuerpos policlonales
sn contra de #l. Estos anticuerpos tienen la :apaciﬁad de
inhibir la internacitn de la @-glucuronidasa humsana cuando
fibroblastos humsanos en cultivo son preincubados en su
presencia (Von Figura 1984, Creak y Sly 1982).

En la tabla 7 se observa que el anticuerpo dirigido en

contrs de 21 Onicamente bloquea la internacibn 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

Inhibicién de la internacién
(% del control)

IgG Anti R. Manosa 6 P
Enzima 72 23 22
humana
Enzima 100 168 123
bovina

TABLA 7. Los fibroblastos confluentes deficientes de ~--
B~-glucuronidasa crecidos en caja Petri 35 mm =~
fueron incubados con 2 ml. de medio de interna-

cidén 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-
rS el medio, se lavaron y se les adiciond 5,000 unidades de
g-glucuronidasa bovina o humana. A la mitad de las cajas -
de estos grupos se les adiciond simult&neamente 10 mM de ma
nosa 6P, se incubaron a 37°C durante.2 hs., se lavaron 2 =--
veces con PBS y se les adiciond 500 pl de Deoxicolato de so
dio al 1%, se determind concentracién de proteina y unida--
des enzima internalizada por hora,
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humana &0 la misma magnitud (60%) que Han-b.—P inhibe su
internacibn. For el contrario, ni el anticuerpo ni el azdcar
fosforilado, tienen efecto alguno sobre la endocitosis de
la g—glucuronidasa bhovina.

Estos resultados Jjunto, con los presentados
anteriorsente, sugieren que efectivasente en fibroblastos
husanos hay dos tipos de receptores con diferentes

propiedades involucrados en la endocitosis de hidrolasas

acidas.

F.- Efecto de amsinas en la velocidad de internacién de la
d-glucuronidasas

Los resultados presentados sugieren fuertemente 1la

existencia de dos sistesas diferentes para la internacidn de
las enzimas lisosomales a fibroblastos humanos en cultivo,
nuestro siguiente interds fub utilizar drogas del tipo de
aminas primarias las cuales, pusden afectar o intérrumpir el
proceso de la pinocitosis a diversos niveles: a) alterando
la internacibn del receptor aediante la modificacidn de la
fluidez de la wmembrana comso ocurre con los anestésicos
locales (Maxfield 1979, Haigler vy col 1979), b) retardando
el trafico interno de las vesiculas msediante el uso del
cloruro de amonio (SBando y Neufeld 1979, Tietze y col 1980,
Maxfield 1982), o c) impidiendo el retorno de los receptores
a la membrana al inhibir, intracelularsente, la disociacion
del co-pl'ojo ligando-receptor mediante el uso de las aminas

u otras drogas lisosomotrbdficas que incresentan el pH de las
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vesiculas intracelulares (Wibo y Pool 1974, Gonzdlez—-Noriega
y caol 1980 Fred Van Leuven y col 1980, Merion y Sly W 1983,
D’Arg Hart 1983),

De esta manera se posee un aedio para averigQuar si uno u
otro sistema de pinocitosis se comportan de sanera similar,
una vez que han captado @ internado 1l1la enzimsa lisosomal a
la célula. Para estudiar el efecto de las aminas sobre la
pinocitosis de la A-Qlucuronidasa conteniendo uno y otro
marcador nos visos obligados a incresentar el pH de 6.8 a
7.1, pH que hasta ahora habliamos utilizado en los
experisentos de internacibn, dado que 1os experisentos
reportados en la literatura sobre el efecto de aminas an la
internacitn de la A-glucuronidasa husana han sido realizados
a pH 7.4, que facilita la disociacibn y la entrada de las
aminas. No s pudo utilizar ese pH .a causa de 1la
inestabilidad de la enzima bovina. En la tabla B se nhserva
que &l efecto inhibitorio de 1la cloroguina sobre la
pinocitosis de (d-glucuronidasa conteniendo &l sarcador
fostorilado, se vi® incressntado en funcibtn del pH, as
decir, a pH 6.8 se obtuvo una inhibicitin de la internacidn
cuando se ahadid al cultivo celular 25 asicromolar de
cloroquina de 278 por ®]1 contrario, cuando el pH de
internacion fue de 7.1 se obtuvd un 604 de inhibicidn,
similar a 1o reportado por Gonzalez Noriega y col (1780).

Bajo estas condiciones de pH, se estudid el efecto de la
concentracitn de cloroquina sobre la pinocitosis de la

f-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 B-GLUCURONIDASA
HUMANA Y BOVINA A LOS FIBROBLASTOS HUMANQS

% de Internacidn

B-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 @B-glucuronidasa bovina, o g-glu-
curonidasa humana, y en presencia de cloro
quina 25 uM, utilizando dos pHs en el medio de inter-
nalizacién pH 6.8 y pH 7.1,
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otro sistema de endocitosis. En la fig.9 se puede ohservar
que la internacibn de la A-glucuronidasa humana @s inhibida
en funcitn de la concentracidn de cloroquina, alcanzandose
una inhibicidn del 80X a 40 micromolar de clorogquina. FPor
el contrario, Anicasente se observd un 10% de inhibicidn en
la internacion de la A—-glucuronidasa bovina a
concentraciones de aminas que han sido reportadas comso
towicas para la célula.

Esta diferencia en el efecto de la amina sobre uno y otro
sistema de internacitn tasbién se observa al variar el
tiempo de exposicibn a la droga (fig 10). Despubds de 5 hrs.
de exposicibn, la velocidad de internacidn de la enzima
mediada por €] nuevo sistema no se alterd; sin eabargo, la
velocidad de internacibn del sistesa que reconoce en el
residuo fosforilado disainuye considerablesente en funcidn
del tiempo de mipoRicién a la droga (25 asicromolar de
cloroquina)l. |

Casi todas las aminas utilizadas afectan la velocidad
de internacidbn de la f-glucuronidasa humana, con excepcidn
de la espermidina (Tabla 9). Esta diferencia de actividad
pusde deberse a que la espersidina se comporta como base
fuerte, dado que posel en su estructura varios grupos
aminos, en cambio las otras aminas se coaportan como bases
débiles y dadas las condiciones de pH que estamos utilizando
(pH 7.1) existe una baja disociacion, suficiente para que
s@an captadas por las células y ejercer su efecto

lisosomotréfico v wmodifiquen 1 pH de los lisonsosas dada
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VELOCIOAD DE INTERNALZACON M%)

CLOROQUINA (nM)

FIG., 9. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA CLOROQUINA EN LA -
- INTERNACION DE B-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 B glucuronidasa humana {(0) o de

glucuronidasa bovina (@) y diferentes concentraciones de clo-
roguina de 0 a 100 uM,
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VELOCIDAD OE IWTERNALIZACION (%) / TIEMPO

A

1 2 3 4 3

TEMPO DE INCUBACION OF 25 uM DE CLOROQUEINA (is)

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

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

REDUCCION DE LA INTERNALIZACION

AMINA g-glucuronidasa g~glucuronidasa
humana hovina

.3 L}
Cloroquina 25 ﬁM 70 0
NH,Cl 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 B glucuronidasa humana 6 ~=-
bovina, y de 25 #M 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, lza internacidn de la
ff~glucuronidasa bovina no se modifich por el efecto de las
aminas; sblo ligeramente por el cloruro de amonio en un 17%
y por la dansil cadaverina 27X, sugiriendo un efecto a nivel
de agrupamiento y transporte de receptores, Y no
lisosomotrifico, Este tipo de resultados sugiere que las
aminas no tienen efecto en el trafico ni en la reutilizacidn
de 1las receptores del nuevo componante a nivel de
disociacidn, a causa de cambios de pH, como sucede para el

transporte de la g-glucuronidasa humsana.

Gl.-Unidn _y disociacitn de la fi—glucuronidasa a aesbranas
de fibroblastos husanos: '

Al no poader contar con preparacionss de g-glucuronidasa
pura, ni con un inhibidor especifico que compita por la
unibn y que peraita diferenciar la unidn aspecifica de la no
especlifica nos visos imposibilitados para realizar estudios
relacionados con ila reutilizacidn del receptor y con la
dependencia del pH en la unibn. 8in esbargo, la preparacidn
de la enzima que utilizasos (104 de pureza), i nos
peraitid realizar algunos estudios en relacibn con el
efecto del pH en la disociacibn de la enzima unida a su
reaceptor. La intencidn @ra cosprobar Si realsente la
enzima no se disocia a pH Acidos y por consiguiente, la
presencia de compuestos que alteran el pH intraveslcular, no
tiene por que afectar la internacibn de la enziaa bovina,

como es el caso de la enzima husana que contiene @l msarcador
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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 proteina de membranas de los
fibroblastos humanos se incubaron en =--
presencia de 3,000 U/300.ul1 de g-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 recentrifugacitn a 10,000 g

10 min. La g-glucuronidasa asociada a las membranas
se cuantific6 en el precipitado resuspendido en 250

ul 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 Temperatura

disociacién 4° C 22° C 37° C
0 hr. 100 % 100 % 100 ©
1 hr. 70 % 89 % 70 %
2 hr. 68 % B4 % 65 %
3 hr. - 65 % -

TABLA 1ll. Se incubaron 50 ugr de proteina de las memhra-
nas en presencia de 3,000 U/ 1 de B-glucuroni-
dasa bovina durante 1 hr, a 22° C; en 350 ul -

de buffer de asociacién a pH 7.1. Las membranas se lavaron
2 veces con PBS por recentrifugacién a 10,000 g por 10 min,
Seguidamente, las membranas se incubaron a diferentes tempe-
raturas de 0 a 3 hr. en presencia del buffer de asociacibn.
Al cabo de este tiempo las membranas se lavaron dos veces con

PBS, se colectaron por centrifugacién y el precipitado se di
solvié con 250 ul de DOC 1%,
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fostorilado. 5@ llevaron a cabo algunos experisentos con el
fin de obtener condiciones o4ptisas para la unidn de la
enzima bovina a sembranas. Al estudiar la asociacion de la
enzima bovina a fibroblastos a 37° y a 4°C pudimos constatar
que la unitn no especifica parece no ser importante, ya que
no se pudo ocbservar una diferencia notable entre la cantidad
de enzima asociada a la cklula a ambas tesperaturas. Por
otra parte, en experimentos de unidn a weesbranas totales
hemos encontrado que existen alrededor de 100 veces mas
sitios de unibn de los que hemsos podido cuantificar en la
mesbrana plasmatica en fibroblastos, 10 cual sugiere, la
existencia de una poza suy alta de receptores internos ’
(datos no reportados). Datos prelisinares suestran que no
hay diferencias significativas en la uniohb a 4¢°, 229 y 37°C
(tabla 10). Tambibn al parecer, se llega a un equilibrio en
una hora.

Al estudiar la disociacion de la enziea bovina a pH 7.1 a
4, 22¢ y 3I7°C encontramos que al cabo de una hora,
tnicamente se& habla disociado entre 154 y 304 de la enzima
unida, dependiendo de la temperatura, lo que puede deberse a
efectos de desnaturaliz.acibn de la enzima, Esto sugiere que
la unibn 8% sSumamente estable (Tabla 11). Por ello se
procedid a estudiar el efecto del pH sobre la disociacion.
Como se puede ver en la fig. 11, se encontrd que la unidn es
bastante estable y aparentesente no es dependiente de pH,
ni del iie.po de disociacidn, como se demuestra en la

fig.12, donde sblo en &1 rango de pH 410.5 se logro
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FIG. 11, EFECTO DE DIFERENTES pHs EN LA DISOCIACION DE LA
ENZIMA BOVINA R LAS MEMBRANAS DE LOS FIBROBLASTOS
HUMANOS EN CULTIVO

Fueron incubadas las membranas en suspensién (50 ugr
de proteina en 250 ul de medio de internacifn. En presencia de
~glucuronidasa bovina (5,000 U/250 pla 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 vecesoon 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., Lag . ~-
membranas se sedimentaron a 10,000 g, se lavaron 2 veces con --
PBS por resedimentacidn, se les ayregd 250 pl de Deoxicolato al
1%, a cada tuvo se les determind enzima remanente asociada a -~

las membranas.



78

E
Jdb

%% &'

TIEMPO (min)

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

Las membranas en suspensifn (50 ng protefna) fue-
ron incubadas en presencia de 5,000 U de B-glucuronidasa en
250 1 de medio de internacién bovina en medio de interna--
cién 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
dimentacidén. El precipitado de las membranas se resuspen--
dié 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 min. Las membra
nas se lavaron 2 veces con PBS 7.1 y se sedimentaron a —-——
10,000 g y se les adiciond 250 ul deoxicolato y se les deter
mind 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 coampartisento prelisosomal, o de la regidn de
Bolgi, lo cual sugiere que la enzima internada podria ser
transportada a travées de este tipo de veslculas cuyo pH no
26 afectado por aminas.

FPara +inalizar, en la tabla 12 presentamsos un resuken que
compara las propipdades analizadas para los dos sistemas de
internacidn €l ya conacido de Man—-6-P, presente en la
f-glucuronidasa humsana y Rl gue 9@ caracterizd, en este
trabaio, y que estd presente en la A-glucuronidasa bovina.
Estos datos confirsan la presencia en fibroblastos husanos
de dos sistemas de internacidn 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 internacibn
Km internacifn (M) 2.2 x 10-8 2.2 x 10~9
Vmax de (internacién 8.9 x 10713 9,25x 10713
moles/mgr/h) ,
vida media 7h/24h 25h/50h |
Inhibidores competitivos
Man-6-P 1 mM 95% 0% f
Fructosa 16 di P 1 mM 75% 0% |
Inhibicifn por aminas |
Cloroquina 25 uM 36% 0%
NH,Cl 20 mM 57% 0%
EDTA 1 mM 0% 48%
Propiedades del ligando
Sensibilidad a fosfatasa 1008 0% |
Sensibilidad a endoglico-- i
sidasa H 100% 0% :
Sensibilidad a endoglico-- i
sidasa F 70% 0% j
Sensibilidad a endoglico=~- 2
sidasa D 0% 0% ﬂ
Sensibilidad a Periodato 100% 40% j
pH autodigestidn 6.8 5.50
Sensibilidad a 1 mM de EDTA N.D. 50%
pH de disociacién  4.8(90%) 5.0 (258)
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V.- DISCUSTOM

En los Ultimos afMos se ha encontrado que ciertas regiones
de wna  protelna, pueden contener elementos informativos.
Estos elementos pueden estar codificados en el  gene
estructural para cada protelna o bien en genes
modi ficadores. En este caso e1 elemento informativo serad
incorporado postraduccionalmente. La funciadn de este tipo
de elementos topoldgicos es la de dar estabilidad a la
molb&cula, peraitir su maduracidn, su transporte
intracelular, o su compartamentalizacidn (Blobel 1979, Mary
1980, Sabatini y col 1982, Walter y col 1984, Tartakoff vy
Vassill 1983, Dunphy y Rothsan J 1983, 1985). Coao ya
hemos, seNalado la esistencia de determinantes topolégicos
romo l1a sehal 11der, 1los péptidos glicosidables, 1los
residuos glicosidicos vy la seMal de Man-6-FP en las enzimas
l1i sosomales, hacen pensar gue los marcadores topoldgicos,
conforman los diferentes digitos de un cddigo postal que
permite a la cklula conservar la estructura y la funcidn de
cada uno de los elementos que la coamponen.

La compartamentalizacidn de una aoclécula, puede saguir
dos tipecs de rutas: una, en que la proteina una vez que ha
sido sintetizada, se transporte directasente a su destino
final, sin salir de la ciklula donde se sintetizo. La otra
ruta, necesitaria que 1a molécula fuera excretada vy
posteriormente reconocida, por la misma o hien por otros

tipos de ceélulas, endocitada vy transportada a su destino
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final, comb seria el caso de las glicoproteinas séricas,
inmunoglobulinas fetales (Rodewald 1981,1982). En ellas la
presencia de residuns terminales como 1la galactosa, 1a
manosa/N-acetil-Qlucosamina, acthan COMo determinantes
topolbgicos para que sean retiradas de la c{rculacihn por
los hepatocitos o las cbklulas de sistemsa reticulo endoteli al
(Aswell y Morell 1971 ). En 1o mamiferos este tipo de
sendles permite, adesds, una interrelacidon celular (Roseman
1970) .

Existen otros tiﬁns de receptores que poseen igual
funcitn, pero su especificidad 1es permsite identificar
solamente 3 un numero limitado de las proteinas, tal es el
caspn, para el receptor que reconoce residuos de la
fucosa/galactosa presentes en 1a transferrina (Ashwell vy
Neufeld 1971). A ellos hay que ahadir los que permsiten la
recaptura y 1 transporte transsural de las inasunoglobulinas
(Rodewald 1981,1982), los que reconocen especlficamente las
hormonas (De Meytz 157@) etr.

En este trabajo de tésis, hesaos iniciado la
caracterizacibn de un nuevp sistema de internacitm para las
enzimas lisosomales presente en los fibroblastos humanos.
Hemos hecho un estudio comparativo con el fin de encontrar
semejanzas y diferencias entre bste sistema de pinocitosis
(presente en la enzima bovina) y el que reconoce el residuo
fosforilado de wmanpsa (enzima humana). Pensamos qQue este

tipo de estudios nos permitiran en el futuro, comprender gue
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opciones ofrece a las enzismas lisosomales, poseer dos tipos
de seMales para su transporte y su compartamentacidn .

Una de las primeras observaciones gque nos llamd la
atencibn ec que la presencia de este marcador en la enzima
lisosomal que estudiamsos no es Organo especifico, como
habia sido reportado por el grupo de Heiber y Jourdian
(1974). Como hemos seffalado, el nuevo asarcador no-snlamante
esta presente en la A-qlucuronidasa de higado, sino también
en la de bazo bovino.

Asl tambibn, al iniciar nuestros estudios: encontramos
que la pinocitosis de ambas enzimas por los fibroblastos
humanos sblo era inhibida un 30% por Man-6-P; 1o cual nos
sugirib, contrariamente a 1o que se habla reportado que la
f-glucuronidasa puede ser endocitada via dos receptores
diferentes. Esto fud corroborado por las siguientes
observaciones: a) 1a doble pendiente encontrada en las
curvas de saturacibn exprésadaslen doble reciprocos y b) la
desaparicibn de una de las pendientes, cuando la enzima as
internalizada en presencia de 1la Man-6-P, b bien cuando la
enzima es pre—-incubada en presencia de las fosfatasas acidas
o alcalinas, las endoglicosidasa H,. Previamente, ha sido
reportado que el marcador de Man-6-P es sensible, no sblo a
la accibn de las fosfatasas y la endoglicosidasa H sino a 1a
endoglicosidasa C,, y no por la endoglicosidasa D. En
rambio, e1 nuevo marcador resultb ser insensible a la accion
de todas estas enzimas 1o cual nos hace suponer gque: a) no

es un residuo fosforilado o b) no estd presente en cadenas
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de alta manusa, ni complejas. Por lo tanta, ros permite
concluir que el ligando reconocido por uno y otro sistema
de internacidn, c2 encuentra fisicamente separado en la
molécula, lo cual hace improbable que uﬁ mismo receptor,
pueda reconocer dos ligandos diferentes en la misma regidn

de 1a molécula, como ocurre para €l receptor que reconoce

los residuos de Manosa/N-acetil glucosaminaj los cuales son

contigquos en las cadenas complejas.
Con 1 fin de trabajar con upa enzima que so0lc fuese
captada por el nuevo sistema de internaciofN, nos vimos

precisados a quitar de la enzima el ligando para el

receptor de Man-46-P. Asl encontramos que una sisple

autodigestidn a pH b.B destruye este grupn, posiblenente
debido a la presencia de las fosfatasas en 1 hoaogenado. En
las condiciones en que se realiza la autadigestidn: a) la
enzima no es hidrolizada, b) la velocidad de internacibn se
reduce a la aisma proporcidn en gue la Man-&6-FP inhibe la
f-glucuronidasa bovina conteniendo ambos marcadores, c) la
Man-4-F no inhibe 1la internacidn de la enzima y por altiso
d) al graficar la velocidad de endocitosis de la enzima a
los fibroblastos en funclibdn de la cuncentracidn de la enzima
tnicamente se oh=ervd una sola pendiente. Lo cual nos
permitid inferir que este tipn de tratamiento solo afacta al
marcador fosforilado de manosa.

l.asz condiciones en que se purificd la enzima pensamos,
son determinantes para preservar uno u otro ligando. Asl se

podria explicar el por qué, el grupo de Jourdian no
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observdb en la f-glucuronidasa bovina, el doble sistema de
internacibn; y también, se podria explicar por qué el nuevo
marcador no ha sido detectado en la A-glucuronidasa humana.
Esta enzima es normalmente purificada a pH 5.5, condicibn en
que encontramos se puede autodigerir el nuevo ligando.

Ahora bien, la internacidn de la enzima bovina homog@nea
en tbraminos de su internacidn, es decir libre del componente
fosforilado, sigue 1las propiedades de un sistema de
endocitosis wmediado por un receptor, es saturable,
dependiente de tiempo y temperatura y es especlifico.

La Velocidad mhxima de internacibn (.29 % 10-33 ¢
/mg/hr) es suy semejante a la reportada para la enzima que
cantiene el residuo fosforilado (8.9 x 10-* M/mg/hr). La
Km. de internacidn de 2.2 10" M @5 un orden de magnitud
menor 3 la calculada para la enzimsa que contiene el marcador
de Man-6-P (2.2x10-*"M), sugiriendo mayor afinidad del nuevo
marca‘dur. 8in embargo, se calcula que el contenido de
mpleculas conteniendo este sarcador es del 10%, por lo que
al obtenerse preparaciones enriquecidas la K e
internalizacidn se equipara a la que calculamos para el
nuevo sistema de internacion (1.4x10-"M). Adn desconocemos
que fraccidn de f-glucuronidasa bovina contiene el nuevo
marcador. |

utilizando concentraciones saturantes de 1la enzisa
(14,000 U/ml) observamos que 1la asociacibn a 4°*C eaes
saturable y que a 37°C, aun en ausencia de sintesis de novo

de protelnas, 1la internacioff se wmantiene lineal, por 1lo
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menos Shr. Lo cual sugiere que la internacibn es dependiente
de la temperatura y es necesaria una reposicidn de los
receptores para mantener constante la velocidad de
internacitn este tiempo.

La especificidad del nuevo marcador para .el sistema de
internacibn de 1la enzima bovina, comparado con el de
Man-&6-F, resultd no ser inhibible por una serie de azdcares,
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
azlicares fosfarilados o sulfatados, tampoco tuvieron algdn
efecto en la internacitin de la enzima (Gonzdlez N;:nriega et
al. manuscrito en preparacibn). Sin embargo, encontramos que
l1a internacitm de la enzima puede ser inhibida
competitivamente, por una fraccion protelca, libre de la
f-glucuronidasa. Esta fraccidon obtenida al adsorber 1la
enzima on una columna de afinidad, durante su purificacion ,
caontiene diversas ehzinaa lisosomales lo cual nas indic_a.
que la presencia de este marcador, no es exclusiva para la
.ﬂ—glucuronidasa. La capacidad inhibitoria, de esta fraccibn,
5@ conserva en los glicopéptidos obtenidos al tratar esta
fraccibn exahustivamente con pronasa. En @l Lab. del Dr.
Gonzalez han purificado el inhibidor a partir de esta
fraccibn, y han encontrado que es una base parecida a una
pirimidina (tiene 3 grupas aminos y un grupo cetol.

Este Atipcs 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, estudiamsos vy comparamos oltros
tipos de parametros con el fin de confirmar esta hipbtesiss

a) Antigenicidad.- Al utilizar un anticuerpo contra «l
receptor de la Man-4-P (MRM 21%k), la internacidn de la
f-glucuronidasa humana es reducida en la misea proporcion
gque la Man-6-P inhibe la internacidn de esta enzima. En
cambio, la internacién de la #-glucuronidasa bovina, no se
vid alterada por la presencia del anticuerpo, ni por la
Man-4-P. Lo cual sugiere que ambos receptores no conhtiensn
epitopes similares, por lo cual podemos suponer gQue ambas
protelnas 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 dltima es similar a
1a reportada por Dr Creek y Sly (1983) de 27 hrs; tal vez
la primera no lograron determinaria debido a que sus
primeras determinaciones fueron a las 7 y 9 hrs. En camsbio,
la vida media del receptor para el nuevo marcador fue de 25
y 80 hrs ,es decir, 2 y 3 veces mds larga.

c) Dependencia de iones.- La unidn del nuevo receptor a
zu ligando parece ser dependiente de iones, debido a gque
tanto la unibn en los fibroblastos como &n las sasbranas y
la internacibn se vid inhibida alrededor de un 50% an
presencia de EDTA 1mM. Esta inhibicidn fue ads acentuada a

pPH 6.8 que a 7.1, debido quizd a que a ese pH 4.8, el EDTA
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ejerza un poder guelante preferencialaente para un tipo de
idn (Ca**, Mg*" o Mn**).

d) Efecto de las aminas.- Varios grupos han reportado
que tanto las bhases 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). Eate efectoc se manifiesta a dos

niveles diferentes: a) através de la inhibicibn del

agrupamiento de receptores, debido a que algunas aminas

acttian como los anestésicos locales a nivel de las
membranas, alterando su fluidez, y por tanto el agrupamiento
de los receptores (Maxfiel 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 tol 1980). b) inhibiendo el transporte interno, a este
respecto se ha postulado que las aminas interfiersn en la
movilizacibn de las vesficulas endociticas vy en la funcidn
de estas vesiculas con los lisosomas (Geisow 1982, Withe y
col 1981, D’Arg Hart 1975, 1979,1983, Merion y Sly 1983), o
bien, al incrementar el pH intravesicular inhibiendo la
disociacibn del complejo receptor ligandao (Wibo y Poole
1974, 0kumma 1978, Gonzalez N y col 1980, Tietze Ch 1982 ).
De una manera u otra el efecto neto de las aminas y de los
ionbforos, serta retardar la reaparicidn de receptores

libres a nivel de la membrana plasmatica .
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d) Efecto del pH en 1a disociacidn de la enzima bovina.-
Loe resultados gpresentados, aunque preliminares sugieren que
1a disnciacitn de la fi-glucuronidasa conteniendo el nuevo
marcador no es dependiente de pH. Ello contrasta con las
obeervaciones publicadas por Gonzalez-Noriega y col (1980)
y Fischer y col (1980). Donde muestran que la disociacibn de
las enzimas lisosomales conteniendo el marcador fus{ori}adu,
2s fuertemente dependiente de pH, siendo practicamente nula
a pH’s neutros y rapida al pH de los lisosomas (pH 5),cerca
del 90% se disocia.

Ecta observacibn concuerda con los datos obtenidos del
efecto de las aminas en el sistema de la enzima humana, pero
no con el nuevo sistema de internacidn. Las aminas
incrementan el pH de las vesliculas acldicas desde 4.8 hasta
.S por lo tanto inhiben la disociacibn del comsplejo
receptor-ligando (Wibo y Pool 1974). El1 receptor, al no
poder quedar 1libre no puede regrasar a4 la eesbrana
plasmatica. Aparentemente este no es el caso para el nuevo
sistema de internacidn. FPor lo cual debemos asumir que la
enzima endocitada por este nuevo sistema : a) viaja a traves
de vesiculas prelisosomales acidicas, pero la disociacidn no
es dependiente de pH, b) viaja a través de vesiculas
altamente resistentes al efecto de las aminas o c) no es
necesario gque haya una disociacibn del complejo receptor
ligando, y por tanto no es necesario un reciclamiento del
miemo puesto que existe una poza intracelular de los

receptcres, 1o suficientemente grande para mantener la
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velocidad de internalizacidbn de la enzima durante, por lo
menos Shrs en presencia de aminas o en ausencia de sintesis
de novo de receptores. Por un lado, la vida aedia tan alta
de 25 y S50 hrs. apoya en parte estos resultados, asl cowmo,
los estudios preliminares que sugieren la existencia de
una poza muy grande de receptores internas, ( 100 veces
mas que el nlumero de receptores externos, datos no
concluyentes ya que s ha trabajado con l1a enzima
semipurificada y no contamos con un inhibidor especifico).
Bin embargo, aunque axista una poza wsuy ¢grande de
receptores, si el ligando no logra disociarse dael receptor
l1legarla un momento que la velocidad de internacidn se verila
modi ficada. En el laboratorio del Dr. Heibert (1976) sa
encontrd linearidad en la velocidad de endocitosis hasta
las 34 hrs. Lo cual sugiere, que de alguna wanera debe de
haber reciclamiento y reposicibn de receptores, para que
esto ocurra el ligando debe disociarse de su receptor.
Nosotros encontramos;alrededor de un 25 % de disociacibn a
pH lisosomal y es precisamsente, en ese rango dé pH donde
tambitn observamos que nuestro ligando es degradado, de
alguna manefa a ese pH la enzima sufre una andificacibn que
le permite disociarse y poder reponerse los receptores.

La f—-glucuronidasa bovina endocitada eventualmente &S
transportada a lisosomas secundarios en donde E5 capaz de
degradar mucopolisacaridos acumulados. Lo cual nos permitid
concluir que el nuevo sistema de internacibin £s un sistema

funcional, ya que no solamente reconoce en las enzimas



lisosomales un marcador especlificu, sino que la &nziga unida
a su receptor es endocitada y posteriormente transportada a
los lisosomas en donde es cataliticamente activa {(Gonzalez-~
Noriega vy cols csometido a publicacian).

For 21 momento, debemos concluir que efectivamente existe
un nuevo sistema de transporte de las enzimas lisosomales,
ecpeclfico & independiente del de Man-6-FP, Que es capaz de
compartamentalizar las enzimas a los lisosomas y que tal
vez participa en su trafico desde el reticuloc endoplasaico-
al Golgi. A futuro, serk necesario determinar las
repercusiones fisioldbgicas de la céklula de contar varios
sitemas die transporte para las enzimas lisosomales, asi como
detafminar 5i este receptor participa en el transporte de la
enzima sintetizada de_novo. La existencia de dos seflales
di ferentes cuya funcibn, es compartisentar enzimas
lisosomales, hace pensar que la célula posee sistemas
redundantes pern independientes con el fin de asegurar que
dicha funcibn se lleve a cabho. Sin embargo, posibleasnte no
haya duplicidad de funciones, sino gue cada seffal actda
secuencialmente para transportar de un coapartimento a otro
3 las enzimas lisosomales. Sea una u otra la funcidn de los
receptaor=s durante el transporte de enzimas lisosomales,
debemos tomar en cuenta que no todas las enzimas lisosomales
pstin presentes en cada vesicula lisosomal, por lo que la
prespncia e di ferentes seffales explicarid esta
heterngenicidad en la distribucibn de las hidrolasas acidas

en £l sistema lisosomal.,
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Aparentemente,los mecanismos que la c2lula posee son mas
complejos que lo que s5e pensaba. Ast por
ejemplo,recientemante se ha caracterizado un segundo
receptor que tambign reconoce el residuo de Man-6-P en las
enzimas lisosomales, su peso mplecular es menor (45K),al que
nosotros hemns estudiado agul (215 K)., Su funcibn, es
transportar enzimas lisosomales, desde el Golgi hasta los
lisosamas. Sin embargo, no juega ningun papel en la
endocitosis o la recaptura de las enzimas lisosomales. El
grupoc de Von Figura (1986) ha propuesto varios wmodalos,
similares a los que hemos descrito; asi tambidn, que en
algunos tipos celulares las enzimas lisosomales son
'transpnrtadas a travks de compartismientos independientes del
pH dcido caracterlstico de compartimientos prelisosomales y
lisosomales , 1o que sugiere que podrid existir atn otro
csistema de transporte (Braulke y col 1987).

Ast pues, como ya hemos mencionado, el que una molécula
l1legue a su destino final, se debe bAsicamente, a una serie
de sehMales que la molécula posee y que pueden estar
codificadas en el péptido o pueden ser adquiridas por las
modificaciones cotraduccionales o postraduccionales. Estas
modi ficaciones determinan Qu velocidad de transporte
intracelular y su compartasentalizacidn (Rosenfeld 1982,
Rucker y Wold 1988;.

LLas repercusiones de este tipo de conocimientos, son de
grar revelancia, no solo porgque nos permitird comprender

loe mecanismo a nivel molecular sobre la bhiogénesis de los
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organklos celulares, sino tasbién estd permitiendo el
decsarrnollo de una metodologla que permitira que se puedan
reemplazar enpzimas defectuosas en pacientes con errores
innatos del metabolismo de macromoléculas que deben ser

degradas en licsopsomas (Achord 1975, Desnick 1976).
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Y. - CONCLUSIONES

1.- La internacidn de las enzimas lisosomales a los
fibroblastos humanos ocurre a traves de dos marcadores, uno
de ellos ampliamente caracterizado de Man-6-F, y otro que
ha sido encontrado en el laboratorio y ha sido 21 objetivo
de este trabajo

2.~ LLa presencia. del nuevo marcador no es especlfico de
un s6lo drgano, va que se encontrd tanto en 1la
fA-glucuronidasa bovina procedente de higado como de bazo.

3.~ Podemos eliminar especl ficasente el marcador
fosforilado o el nuevo marcador en la f-glucuronidasa bovina
a travks de una autodigestidn, el primero a pH b6.B y el
nusvo a pH 5.

4.~ La presencia de este marcador no es exclusivo de l1a
f-glucuronidasa bovina, sino que también parece estar
presente en otras enzimas lisosomales de higada.bovinn.

S5.- El nuevo marcador se encuentra en un dominio
diferente al que estd el marcador de Man-&-F.

6.~ Este marcador no se encuentra ni en cadepas complejas
mi en cadenas de alta mannosa, es decir en cadenas

Qlicosidice

i

formadas en el residuo de asparagina, pudiera
z=er que se encuentre en cadenas glicosidicas presentes sobre
1os residuos Serina y /Treanina.

7.- El nuevo marcador presenta mayor afinidad por su
reteptor que el marcadors de Man-6-F} sin  embargo, la

velocidad de internarse &s igual para ambos.
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8,- Su agociacibn es mayor a 37°C que a 4°C indicando que
debe de haber una reposicibn de receptores.

9.- La unitm del ligando por el receptor del nuevo
marcador parece ser dependiente de iones.

10.- La vida media del nuevo receptor a5 sayor que la
del receptor para Man-6-P.

t11.- Existe un efecto diferencial de aminas sobre ambos
sistemas de endocitosis.

12.—- E1 mecanismo de transporte intracelular para la
enzima endocitada por uno u otro sistema de transporte

parace ser diferente.
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