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in t. T''~)ti Uí: e: :i. c.1n 

.t. Endoc:1.t.c::i..:¡.:t..:.:.~ 

Endoc1tos1s es en general un t~rmino que s~ re·Piere al proceso 
poi~ el cual lac c~lul·~s ingic1~~n n1a·ter1uleo e:<trac~l•Jl.01•0·;, 
G·trap~ld 1Jlo~ por medio d~ invag1nactone~ ele la merr1brona 
pl·l·:::.müt..:tc:i:i:.- io.s c:1.1i:1.1.·~~·~ ·~\.;:. de!::.pr1~nden d<:-:a su n.1.1p(;;:o·1·f:i.l::t1?! d1:ind··::• 
11.1 1.;Jnf' •.l l•:l fuP1Y1•:lC::i.Ón d'!! v~~:;Í(:U l.o.!J. in't.ro.c:,~11.ll•:lre~ (J.) ,.l..•:l. 
endcJc1to~1s ocurre amplicmen·te en Pro·t1Jzcla 0n donde el pro~e$O 
pr~o8nt·~ un obv10 papel nu·lricional < ~ )} En loo orgarlicrr10~ 
m1..l.tt~:Lc~\.iül1:irc?~~ f'1.lr5 pr:i.mcz.rcl j.t:Jcn tJ.·f:lf:1).clc:i c:-~n mi:icrr:f+·o.c.:10~~ ;• C)tro·::. 
(:<;'l 1J las ·ti:i<;JOC :L t. :i. e 0.1:. .l 1:it-:. t: ui:i .11?s. :i. l'lf.;J :1. er~~n 9 ro.n e: on ·l:,:i, el üd df.: 

pat•t{culoov que ~en conducida~ al :Lioo~on1a para ser degradadoo. 
Con .\.1:J. 1;i-¡n.Jcl•l del. m:i.cro":icop:to electrón1co $E• obt:r.~rvc{ q1.112· r.;.·l 
p~oce~o end6cítico no Golo era uno particularidad de e~·tos ·~1po~ 
celulares~ sino que la preo~ntaban casi ·todo u lac c~l•Jla~ 
anirr1ole~l ( 2r3 )( 

Lo. oct.:tv1d1:lt1 
fO.C:J CIC: 1 t. o si~.:. y 

endocÍtica ha sido di\~iciida 
p1rlf.)c::i.·t,(J'GJ.C(, 

en 

t::1 t.;;$ 1~1~1.i.:'.'.:~~~J'.~~~~~~·;t.:~.~!.:i.t.~ !~e ut:t.Li.lz1:t p1:.\f'':l dE•zcr1b:i.r l(). .i.nge~:.tiÓn de~ 
grarlde~ par·tículaG como m1croorgQnicmos .º restos c0lulareo+ Como 
nrorccdo~e~ para vi~ualizo~ la f~gocitoGic se ha11 utilj.zado 
po.r-t."J~cu.i.·~:1. c:!12 .Li:i.t.{~>f~. emuls:i.onef.;. de •:ic.-:ei-t.t~~· ü~>Í c.~c,mo to.mbic·Ín 
org1Jn1Dnros unicelulare~ como le 11aduroc y bacterio~r y en olguna~ 
iJCasiones Qri·t1'oc:1·t1Jc (3,.6 )º La ~QQocitiJ~i~ es ca1~ac·ter{s·t:Lc:a de 
cilii:\df.)S. y df!: i::,f.l.ul1:l.n. m1:i.érc:>·frí.gici:l.l.:• en or~.:J·~\nismcJf.:~ 
pl1..tr-icelulül'es,.pPes1~nto.nclo uni.1 f'1Jnc:l<.1'11 n1.1t.ric;j.o, en .loe pP::.:r11.:z.ros y 
de 1je~(~ns~ erl lo? segundos~ E:L priJC~so ~ago1:1t:ic1) e~ ·ir~(!uciclo ptlr 
la P·~rt1cula c¡1Je •:=n ''ª a inger:L1~i·pr0~~n·tar1(!0 cl:i~e1·en·t~s 
rec1uer1rr1erl·tos que la p1noc1to~is, '' ci8~>encle ·~uertramen·~e del 
citoe~q1~eleto )~ n:icrofilo111Dnto~ de la c~lula ( J.,3 >~ 

_E{) P:i.nr.)c.~1t.o~::.:i.si 

EJ. tc'rm1nr~· pinc)c:Ltw~:¡'i.s. ¡~·~:. ut.l:i.l::!i::tdo pi:lri:.\ de~::.c:r:i.b:i.r lü c:i:1pt. 1l1.::i.c:ln 
de ci:1sJ. t.c~d·.::i t.i.pr.) di·'.:.' pür·t:Lcu.lü~ pe:-quc~flü~::. c:t')nt.r::~nicl•:is, <·::Oíl t·'.:.'l lÍqui.d!;:, 
f!!>{t.rü,:c~.1.ul•_\f· i:t:)HI\) 1110.t.i::~P:i.o.i ~;;c~.i.ub.l<~~(.i1·4 .. ··6) :E:n i=~;t..v~ p1~occ~~::.t::i lü t:é.L1J.lü 
:i.11v1:i1.:J'in1:.\ pn·~'t;i?~:. pequc~i"10.3 de lo, m'7mbrün•l p.lü~~m·:Ític:ü~· do.~do .Lur;11:1f' 
a l~i fov·mac:1on de pequenas 'lesicuiao que 00 pre$ume contienen el 
1r1.:.\t.E~r:Lo..i. ::.ol11b i.E~ :' 121. ·F.l1Jfdi.::i f:·~tt.ri::ic1.=J.1Jlr.ir: Ct.llTIO IYlüf"C:r:ldOrE.\.:; p1~\T'O. 
\ 1 isual12ar es·te proc~oo so tlan utilizado rr1acromo14cula~ como 
$QCc1ro~a, pol:l~i11:Llp1rro~i~(Jna PVP )r Y rr1as ·Precuen·ternen·te 
pe1'o~cidaca ele rabarlo .L?~ro >~ 
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A ~\1 \1m~yla pinocito$is ha sido dividido en do~ eventoc 
cieno1~11nado~: p1n·Jc1·to~·i.~ Plu{1j11 )! p1n1lc1·tooi$ acisortiva o mediada 
por rec~p·to~· ~~tos ·~~rn1:Lnos t1acer1 J'e·t·e1~~11ci•l e la forn1n en qu~ 
J.i:~n. p•J.r·t.ít:1Jlü~ ~on C:('.\pt.üdc~:; pe>r· .lo. c:tÍ.ll\l1:i~ 1;J1~::.f.}, en l1l p:t.no1:t\·,os·i.·""J. 
·f lu :í. el ü • .l (\ \:. ITPl<: T'r;r11D .l.,,,,-;:•-\ .L oc-: son c. üp 't.üd (\ '" .junto 1: on ó~ .l i' 1 u :Í. c!Q 
<·?Ni: .. ro.cc0.i. 1"1lür o t.rü .. ,i;~:~ dr:..~ ut .. 1r.1 vc:'.'-::>:lculü pint-,r.::("t-..i•.:r:l!' ri1:i.1.~nt.1"•1·:J. que ~-:-n 
lQ pinccitil~1~ ~dso~·tiYar roqulcrn1ente exi~·te un r~cc11ccimiento )' 
un1(5n o ur1 rec~p·tcr Pl'e~en~e.en n1embrona p.Losrr1dtica~ 

La pinocitos1~ udso~ti\~c e~ reconoc:Lciu con10 un n1ecani$n10 cira 
c:<Jnc:E•ntr•:ic.:1.<:;n •_-,e.l.•~c.-t:i.•.>t1 d<?,.,.:1rrol:J.>:1do p<)l' lo c:GÍl.u.i.1~, p(lr•:i. ing~r:i.1' 
grartdes cantidü1jes de lig~rldos eGp~c:{·fico~ sin ton1ar 
(:onsec~en·temen·te grand~$ car,·t:Ldadeu d~ ~:L~1Ído ~>tt1'acel1J1ar ~!r6) ~ 

C) Pinoci·to~i~ Ad~;o1~ti~at 

La pinocito~i~~ odsor·tiva p1J~cie cer ciictinguida de lo p_i~~~i·~osi~ 
~luída por· n1od10 de los $1qu1orlte~ c1':Lterio~: 

1) Es 1Jn procese $G·turable en ~unci6n d~ con~~h~r~2i.oneo 
crecientes de liqand(J, 

2) E~ €-.'f:ipc~c:Í·f:i.co pi:u•i:1 1.1n <.-::i.<s-·p·\:..(:> \:.:i.pc:i de l:~g':>.~1~0Y.··:y:: 'PO._r lo 
"l:..11n"1:..t.:) e~. i;;.r.iceptible d~' ~;er~ inhibido por el uso .de--~-:.-;ln.h·;~ido~~s 
\:ompe·t.:Ltivo<,;;( :e·· 

3) E~ un proceso qu~ depende de encrg{o. 
.. \) Tie:.-:one 1J.n pt:)deT' de C:(.1ncent..r-1:ición en t::ont,·r-iJ. .cl'°z. un_:gr.~:i.clien·t.éc. 

h 'la ~ectla n1&c de trece ~is·~effia~ tje pinoci·t.ooi~ adso~tiva han 
sid1:> 1j8scritoG ~Jmn·tro de los que ent:ont1~amos por eJen1plot el 
·l:..r•:in~.~~'\.)1·\..•:J dr:~ .!.·~;A':'!. t.ro .... 1r,:1~;. dci!' .li:1~~ cr.(lulo.~H~ de.~,, in-\:.et1t,i11L1 ,;i l•l 
~11ng-re d12 i:.\n:L1T1üi1::a~:; :lüc"!.:.1:inte!~ ( 7 J ~· l1::t ci::1.p"l:.ai:1on .d'~ -~•:ic·l..lJ1··G.~:¡~ de:· 
crec211110nto \8r9F!O)r ·trar1~·fcrrina (.Ll)·,. enzin100 lioo~omaleo 
(12· .. ·13),., ·;· L.l'.IL 1:.J.it 1·19 pL11~ f:lbr-obl1::i.~~>t,ot1 en c:ult,:i.\>o,~ 1:>.<:3-Í t.(.\ml1it."'Í·1 
se conoce qu0 algunos virus encopsulados <SFV> e>,plotan en·te 
mec:1:.\ni~:s.mo dt-? pc·n,~:-:+.r-1::i.c:1.Ón i:x lus c:r5lul1:i~: en E'.1. :i.nic::io d(.z· ].1:\ 

:i.n+·10t: e :i. \)n • .. l. 5 :i .. 

0) Oc:::··~11:r:tpr:·1r.Jn r.lc.l p·re>c:m$r.) \F:i.q¡J.) ('.i.6)1. 
En el proce~o lje p·Lrloc1to~1~ madiacio po1• 1~~cep·~o1~, ~l lig0ndo se 
une a 1~rl recep·~or espe~:Í~ico ~n .la stlpe1·~icie de la n1ron1brana 
pla~mdt1car di·funciienclo en ·F~rn1a de 1Jr1 con1ple.jo a lcl !01•go cie la 
st1periicie de la n1~mb1'ana ~1acia ~t!g1ori~c esp0cializa(jag de lo 
mi~rr1a cienom:Lr1ada~ invog:Lr1acioneo cubie1··~as cuc~·1·teci pi·~~ 1'),. E~taG 
invag1r1a1:ione$ cj~ 0.~1 ~l1T1. d~ 1:li¿met1~0 premen·tan mn ~u ~ara 
ci'\:.op.lr{~'j11ti<:1). l_\f)O. :.~on•:s. r.lp•.1.1:1:1 C:U.ül"ltllJ '!."!.Orl Vi~1"\:..(.\-:3 r~\ IY1:Lc:r·c1~t:(.1p'Íü 
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e.tectrl1nic 1J. dr~ tr·1:r.n~1Y1i•;:;.1<~11, L1'.l c:1..tbierta:1 c:it..op.11{~:>m.ir::1l e<;;>"\:.1:Í 
contLti·tu{da por •Jna ·Pamilia ci~ proteína~, dan·~ro de las cualem la 
especie mayor presenta un peso molecular de 1~0~000 daltcnea y 
es denom1nadQ clatrina <17 >(La clatrina y la~ o·tras prote{nas 
acce~orias se autoen~affiblon en una estructura llau1acla 
·trieskelion, Cuando ~stac invnginacione~ han sido vi~tao al 
micro~cop:Lo e.tc::oct.rón:Lco de b1:i1'riclov t:hln l•l. 'J.Pt.1rienc::i.i:1 de t?st.11r 
contenidas en un cesto compuesto de un enre.jaclo poligono.L de 
t1exdgonon )' pen·t&gonoG( En gene1'aly las invaginac1one~ cubier·tas 
conprenden de1 1#··2% de .l1J. '.:!11pa:•1~ficie de 111 membr-1~1111:; p.l.1:-i~m·Ític11 de 
n1ucha~ c~lulas~ aunqt1e ciertos tipoG pueden nre~en·ta1• 
propor(:lone~ mnyore~ <:L6), 
Se h•l encentrado que algunos 1•ecep·tore~ se encuentran locali~ados 
en lou in\1 ag111acione$ cubie1•tas a6n an·~eu de unir~~ al ligondov 
sin err1bargo o·troG se encuen·~ran di?Persoo en la cuper~icie de la 
n1embr•anar y e11 ~1 rr1omen~o en que s~ 1\~ali2a 1·~ unidn ligando 
receptor rr1~gran con10 un conrpleJo y caen d~n·tro de la~ 
inv13ginaciones <17>. Una vez q~:o es·te con1ple.Jo ligando·-recep·tor 
~e enc•-tent.r!'J. <.icnt.r-o de let invo.g ir11:1c:1<:!11 ¡• e!.1i:.i:1 ~e 'Ot.'P•'.lr1:l de .l.•:i 
membrana y ~arma laG vesículas cubierta~ cim 50-150 ¡Jrr1 (je 
d~o.'met..r:,<:> 1 1''>i~J.Í }' (0.l p roc<~~·O de ·Pf.>r1111:ir:ibn el<·~ J.i:1<.r. ve~::.:(culor.; e!:; 
s1m•Jltaneo con la p~Pciida de liganci<J y receptor-ec en la 
Duper~iciS de la n1e~brana1 
Lao ves1ct1las cub1ertao parecen ser e~truc·turas poco du~aci0ras 

_ya que una \1ez q1Je e~tao sa han ·Pormadov la cubierta de cla·trina 
· con1~enZ•l Q c!ecencan1blarce~ or1(11nandc VLnalmente vesícula~ 
deGprov1~t(XS de la m1on1a. Estau vec(cuJa~ d~oprcvis·tao de 
clatrinav .Junto con ~u c1,n·t~nidc de ligando-recep·~or son 
.li.bfü1 P(.\J1.l~ 1.=.·ri 1:..1 .1. \~\J111pür-t:í.n·1t?nt.u i::·ndo::;.c.¡¡,i;il l' co111p1.1es"l:.t.:. d¡;:i i_tno. rc:d de 
·t11bulos y Ye${culasy los cualeG ~orrr1an un rro·tí1:ulo ~jen·t1•1) 1Jel 
citopl1l.r.:;n11l peri+ér~ico de l•l cél•.11•:1• E.st.11 comple.j1:1 e.1 nt..r1.ict•Jr·1l e;.·•:) 
el corr1partimento dentro del c1Jal muchoc ligandos se disocian de 
su 1~ecep·tor y en el c1~al rrrucho~ ~ecep·tores sor1 distinguido~ unos 
r.le cJ·l:.r-lJs~ E·:3-t.<:-~ t;}T'l..lPO cl<0 '!:.'<.::.truct.ur·a~:; h.:). t~:i.do dr~nc;,1_r1ino.clo ele~ ,m~c:ho.-::. 
·Po1·mas, ci0ntc~o ,je las q1Je encontramo~t \1es1culas endoc1·t.1casr 
recepto~omaz o compar·t1mento de de~acople recep·tor-ligando t:lJRL. 
( 1. fJ) l 

Et1·f:..e co111pr:i1··t.1men"l:.c.' es ~imilo;r pc:;.ro no iclE.fntico en muchon tipl1~ 
celt1lare~F por eJ~n1plo ~r\ ~ibroblas·too v \1nid1Jdes individuales 
pu0den existirr mientras q1Je en t'epato~itoo porecra e>{is·tir un 
CUl~L. super-fit::i.o.1 "}' ot..ro m1:Ín prof'undo i:.tr.::.<.">c:iado con <01. 1J.pnri:1·t.o del 
Gol~Ji. \J.éi), 
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La exis·~encia d8 una bomba <~O protcr\en la cual eQ responsable de 
la acicii~icacidrl dal compartimen·to endosomal ya ha sido 
demoDtrada (20), ounqu~ no Ge $Obe si es lo mi~ma que om prezenta 
en 1 :i.SO!:>oma::i <· 

l ... o. 1lc::1.ci:i.·fi<::•1c::i.ÓJ·l dt~ c.:i~'tí.::o ,-:ompartimen-t,o es ·eH"i'l:.onces re'Qpon~·:iblc;~ 
de que algunoc ligan1jo~ se liberen de su rIDcep·~or llevandonm a 
cabo la seg~egac2dn de an1boa y conduciendolos a dintin·to$ ~i·tio$ 
de la cdlula~ Si bien en rr1~1choc caso~ el ligando eo conducido al 
compcrtiN1en·to linoaomal Clioo~oma oecundario) en donde pueciID ~er 
de<;¡i",:1d 1ldc> t:) llev•~\r 1:i r.:o.bo o..lg•..lno. ·flJnc:ltÍn t':i.sj.c:ilc)g:ic:•::i. 1• ncJ ob<.:;t.1J.n'l: .. e 
se \11).n identif~ic:QdO otr•:ir,;. r1.i-t.ü~ dG:o interni:iJ.iz1:ic:ión de liq•lndo~~ 
.:21) ;· cnw10 pr::ir c\,j<;~mplr.): l.'l) diiJ.c:i.t.c)<.:;.i~ h11 t;:ido obn·~-~rv1:tdo ql.l<·~ 

ocurro en c~lula~ (:'.:'piteliale~r erl donci~ el ligando cap·tacio por la 
c611.1la ec e){OCitado a trü\'~S dra una !31Jper~:icie cl:i·PerQrl·te a lo 
qutsi ent-rrJ~ ~i10ndo e~~t.\~~ fE~nómc.:inc) \Jbst:"'.1\""'.~•:ido en lo. ~<S"cr10c:i.c.{n de: I1;1r·~1 
<·:-:in b i l i s. < .. ~. r 2 :.~ }' 2 3 ) •. 0.' n l i:i e tJ. p t I'..\ e i Ón d <0 I g L1 p o r 1 i:H~ e 011 ll l 1:i -:::. 

dc:?.L l:.t'o·fob.l.:i!::.t.o \24) ~· •:..i:;.:L como t.-.imbii:Ín en lo i;:1::ipt.üción cll:::- Iqr"i 
prover1:i.8nte del. calos·t1·ov po1~ cdlulas del intei~tir10 delg11dov 
c:d:,.·r-ü~:j. md~ \7 1.2,;~~·2~".i) ~.b) uno. p1.1t-i:.\ de:.~ :i.n't·<~rnolizi:ic:i.c)n hi:1ci1:i f.:.ll 

apcroto de Golgi ha sido recienterr1er1te ider1·ti~icacia para el 
1•ecop·t0~ d~ ·tranc·Perrir1a ~27)~ e) en algunas ocasiones se ha 
reporta<jo la e~~pul~i6n del ligando sin haber pa~ado a r\ing11n 
organel(J ~ubcel•Jlar, tal es el ca~o de trans·Pe1~rino captada 
por reticulocitos IDn ~1~s ~1·~in1os ec·tados de diferranciaci6rl 
(2Bv29), 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 -

Fig. 1 

Fig. 
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o -
Pinocitosis adsortiva 
En el proceso de pinocitosis absortiva el ligando se une al receptor 
presente en membrana plasmática. El complejo formado tiene la capacidad 
de emigrar hacia las invaginaciones cubiertas de clatrina (l); estas in
vaginaciones se desprenden de la membrana, originando las vesículas cubier 
tas (2); poco tiempo después, la clatrina que envuelve estas vesículas, se 
desensambla formando las vesículas desnudas (3); estás vesículas fusionan 
con un compartimiento en el cual ocurre el desacople del receptor-ligando 
y el cual es conocido como endosoma (4); el ligando liverado es conducido 
frecuentemente al lisosoma (5), mientras que el receptor es reciclado hacia 
membrana plasmática. 
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El descubrimien·to y la identificaci6n de cerca de 30 er\~e~medacieG 
por a·~eooran11onto lisosomal se ha aenerado en las 111·~iíl1ac do~ 
d~cadQG~ Lag primeros descripc:ionez -de los condiciones cl!nicas 
que eventuolmen·te caen der\tro de Jota categor{a con1enzoron el 
siglo pasadtJ con el report0 de Warron Tay's en 1881v acerca de 
un nino que preaentobG una n1ancha ro.jo-cerezo en la regidr\ 
rr1Qculur 1jel ~ando dptico. Warren a~urr1id c~ue éoto condicidn había 
sido hmreciadav )' ~n 1887 B1Sach~ deccribi¿ ca~oG acJicionales y 
clio <:lo.T·o. <7:-'':t.d<:.~nci1:l de.1. l~Nten~::.:lvo d•:.'lño 01:0.c::i.oncdc> ül '!:>i~·l·,emo. 
nervio<.:~o ce11t.r-•:J.l d€· e-:.ttC.'t") p1:l.cientE.•tl-(.< \:~s-l:..1:i. condiciÓr1 er.; •J.hor-i:i. 
conocida con10 ~n·Pern1edaci de Tay-S(lchs~ 
Un 1:lño dt0sp1.HÍ~ de::.' .l.:i pub.liL":Cl<::ic)n d~· \Ji::srrtr:n To.y"i:>y CcP1E1. G·:iu.c!·lt~r 
T'(epei1•t#<¿ un pi:icic~nt.<·Z. <:c)n 1:iqr-l'.l.n .. t1i::i111i~·nt.o de b1:;_:=:.-::o e hÍq1:1cl~)v \:c.1ndt<:idn 
c~ue mas odelan·te se demcstro que pm~tenecia a una en~ern1eciad por 
atesoramiento tr·~nsn1itj.do qen~ticcin1ent~. 
No fue h11sti:1 19~9r con ios ·trabQ.jos de Ven Gierl~e estudiando 
pacien·tes (:on en·~10rmedoci cira f'ompev que la· qt1Ímica ele los 
IT1a·terialeo Qln1acerlado~ come11zo a conocercer Para es·ta Jn~eT'n1edad 
en particul 13r ~1 a.ln1acenomi0nto ije glucoger)O ~ud derr1ostradoc As{ 
misuiov Aghion en !934r report6 q•Je gl1~cocer~t>1•dsido es al 
ma·t«~Pial alm·~c~r1adc en le en·~ermrudod de Gauct1er~ 
Todü (~1.;;t..i:.\ :i11+·1::,·pmr.lc::i.cfn ~:.1.::?nt .. cf 1.:.\-c b 1:ise:.-.:i~~ pi:lr•:l tzil cr.>11ocj.nric.--:onto del 

.. mi:l -t,.,0 ri 1:'.\ .l i:\ 1: 1.;rt11J l i:.\cl o en, <?s-te t :i.p o d (~' ... en ·f'r~ ·pmed o.des~· si~ en b 1). rq C'J l 11 

causa b1oq~11n11ca de est11 ac1~n1ul•11:1on Olln no oe conoc1a~ 
B1::iso.dos \~n 10~.t.ud:i.(:is:. d1-:" .1.(l ·FoPmi:lc:i.c)n d1:: 1:r~rt:-brr.)üido cz.n 
p1~~pü!'·úci.:::.n.-: .. ~s dí;..~ b:J.=o,. Tr1:11T1~ ~ 1 f~'f"(\dy C::\-:"n1::.i.U'}1 10Pon ~~n 1960 que;::. un.:1 
enzima r0~pon~able del ca·tGbolismo dQ loe esfingol.Ípidos, podía 
~er la cau~a de las en~e1~n1edade~ por ocum1Jlacidn d0 lo~ m1~mos~ 
En 1963 l~erz d0111o~tr& quo ~·-.lr4-gluco~:Ldas·~ ·f'ud la en~ima 
de·f:i.cic:.'nt .. c~ 1 . .:-~n 1..1n11 ql:i.c:ogc~)no~:.is< PtJC:(J "t.iemp<:> d(0s~pu({s.i' do·Fic:i~:onci•::is. 
enzima't .. it-:o.c prec:i.~)o.!'.; +·uoron de:.:omo~:;t.f"ütl•1~::. en c.1trü~; fa'n·Fc::i-rmerJ11de~:;.f. 
El conocin1ien·to de la~ ca•Jmao rmsp(Jn$ableG de las en~ermmciades 
poy~ 1~·tcsoran1ierl·to ~e ,_,i11 ~Qvorecicio graciao al de~arrollo de los 
técnic:üf.> de 111i:int(0n:i.miE·nto de cultivo~-~ :i.n v:it.ro y 11 q1Je lt?t> 
fibroblas·tos de estos pacientes 1:onservan ·todas las 
c1~r1Jctcrís·tic:a~ resporl~abl~~ de la ent·ern1~tJ•ld• 
~lel1·P~lvFra·t,3ntor1i y Hall (30)es·~udiarldo ·~ibrobla$·tos de pacientes 
con m1Jcopoli~a1:ci1·ido~i~r ~011cluyeron que un paoo d0g1'adativo 
e~·t.1:lb1:l. t.ombif{n 1J..i.t..er-i::i.t10 en ml c1::i.t.1.~boli~:.mo de . ~os 
n1ucopol:ioo.cd1·i<Jos( E~·tud:i.os pocte1•ioreo probüron q1Je e><1~t1an 
cie1~·tos ·factores pre~entes 0n ~l medio dw c1Jl·~ivo de 
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·Pibroblastonr capace~ de "corregi1'" l1J de·Piciencia en cualquier 
tipo de rr1ucopolisacaricloGiG siempre qum no se tt'a·~ooe dml mismo 
tipo del cual oe e>,·~raJeron~ AnÍr ~actores e>:tT'aÍdos del medio de 
cultivo de fibroblaotos de Hunter podían corregir otra& varientea 
con excepcidn (jcl Hunter mi~mo <~1r32>~ -
El ._:.;.ls·\~1J\Ji<:) d<;:.' 'i:'~;:.tot"~ 11 ·f'1lct.or1.:1!~ correc:t .. ivo~1" prt.lb.\:>' q1Je és.·t.ot.J e-r1ln 
enzim•ls 1.i~c1son1olea (perdidaa en cado de~orden)v J.Qo cuales eran 
uecratadau al medio de cultivo por loo fibroblaatoo (33-36), 

E~ti .. \d:io~~ i_::ir·1 l·::i c;:i:1pt.o.ción c:fe:i l•.l<;;~ e11~1:11110.~ lisoson11.1.le~ po·l" 
fibroblas·to~ con n11Jcopoli~aca1'ido~iG ciemoGtrd que ~~ta~ podían 
~er ·to~1Qdu~ del m~dio d~ t•Jl·tivo mediante un p1~oceso de captura 
~~pecÍf:Lco ~, ~a-~,~~~bl0 ~ por le qt18 s~ su~i~id que erün coptadac 
o ·~1'(1v6~ de p1r\oci·toci~ ad~or·~iva Lao prop:Ledade$ de eGte 
pr-t1ce~o r.lc:o ci:ipt.ur-1:i i.mp:li\:tJ.b•".ln q1.H~ pocl:(•'..\ h•::i.ber -s0ñ•llec;:; de 
reClJnocin1i0nttJ er\ las er\zimas li~osonraleu r y receptore5 pa1~a 
~stas seRal0s wn la ~uper~icie de la rr1rumbrana (37){ 

l::l (0stuclio d<0' l•.'.l t:1.ip-t,,1:icicln deo. l1.1s t:•n-;;.~irt11J.-n. .lic.zl1t.1.0111i:1J.e-c ~n 
·Pibroblastoo prover\ient0s de pacientes cor) Mucolipidosis II 
conocidcJs como -~ibroblas·~oc de c6lulao ur"r signi~icd un 
ln1po1··tc11·)ti~ avance ~n el conoc:imiento 1je la bioquírr1ica de estas 
enzi1T1(l~' !~~·to,~ -~ibr(Jblas·tos pre~0ntan 1~na de+·iciencia mJl·t:Lple 
en~:Lmas :Licosomúles( E~ta deficiencia es tiebida o qug la~ 

er\zimas lisosomalet sin·tra·~izadas por estos ·FibroblaGto~ ~on 
mecretadas a.L meclio e){trúcel1Jlarc Por otra par·l:,,0v a di·Perer\tia de 
las ~nzimas lisosomales producida~ norrr1aln1en·te en ·FibroblastoGy 
lau enzin1ac se1:retadoo por celulao u¡u no pumden CDr capturadas 
por este ~ltimo tipo celular (40)~ 

l~icKmor1 y Nou~eld en 1972 <39), en base a eG·~os es·~udio~ con 
celulao n1t pos·tularon las siguientes hip¿tesis! a) quo rr1ucha~ 
hid1'olaso~ contenían una ~eílal de reconocirr1iento com~n para 
pinocitosi~ por ·Fibroblas·~o~r la c1~al no est•1 presente en la~ 
hidT'olü~:;..:1c d1:.-:o ,:1:.{lulo.5 11 I 11 ;b) qta.-:- ·f:i.bT'obl1:."\~~to~:; nc.'·,~1111:>.11:.~t:. p·í'c.1duc~n 
enz:imos que dQb8n s~r secr0tada~ al medio 0>·c·~1·acelular Y luego 
rec1:ipt.ur1:idi:1!; i:1 t.r•::i.vé~;¡ ci~\ pinoc::L'\",c)~:i.s i:.\cl!~OT't.i'.'i:l pori:.\ (-::-nt,once;.1"!.."i ser 
conducidao al compartin1en·to lisosoR1alt 
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L.1:i prini~r1:i h:i.pÓ'tt:os:i.~ rec:ib:i.<.{ +·u\~::·t·t.e:.-:- €~v:i.r.IE:'n\::io <;JY'•:ici1:l'f.> 1:i. :Loe 
'~st..ud:i.(:.::s. d<:,-:> c:1.nét .. :tr.:1J. clcc inhib:i.ción de J.a. in'\:,er1·H1liz•J.Ci<.{n drn li:u:; 
onzin10~ li~osomalesr en los q1~e ge presentQbo Ql oz~cQr rnanoso 
c:on el ~JT"1.1po ·f-'o~.:.·f"o.i'..r.> e11 po~ic:ión 6(n11:i11-6-1.:•) como l1:l. pos:i.ble $eño.l 
de reconotimierl·to <37v38>~ Eota ~oílal inicialn1en·te Ge sugirid que 
e~taba con·tenida en loE carbohicira·tc~r ya qu~ el tra·tan1iento con 
periodatc o. he>{O$Ominida1$a abatid s1J capacid•:id de internalizac:i~l 
sin alt0ror S\l actividad enzirr11Íti<:a C40)~ 
La fo1•n1•3 en que s~ cle~c1~bri6 al grup(J de n1an-6-F' con10 la ~eRal de 
reconocin1iento ·Pud de n1ar\ero. ir1cii1·ecta6 Hieb0r ~n 1976 (41)r 
reportd <~ue altas concmn~racicne~ de mano~a inhibiet'on la 
pinocitosi~ dD ~·-galac·tosi1ia~a por~ ~ibrobla~toGv y q1Je el 
~)rc·tatan1ier)·t!J con ~--n1an(JOi1jasa caucd un e~ecto inhibi·tcrio 
E~to~ e~t1.1dios ir1torpretaron primeran1ontc a n1anooa coíl10 l1i neficl 
de 1"econocin1ien·to pa1'a la~ hidrola~aD~ Egta cpir\idn poco despuds 
c:c,mbid í.ll d~1~c:ubl'i"i"tit:~ q1..1.0 m1J.n-6·M·1.:· ~r(.>. un inhibido1' m•:Í-:: pc>t.en·t~e 
(.f;•n .ti:~ ints··r-n1J.l:i.·z:üt:J.Ón dE> ¡-~-·1Jl1Jc:uro11icl1:i!;:.i:l \~58) s• i:l';;;.Í comcJ o"tr1:is. 
enzima~ li~o~on1•~l<~!~ (il2v4:~)1 

E~ton 1~studios llava1'0T) a pro~>one~ al DT"~ Slv e·t al (12), a íl1an-
6M-P como 1_\n CL?1T1poncz:.nt.e c•!::.enci•:l.l er1 11'..\ señal ci(~ rEiconoc:i.miento 
par(l 1~1 pinocito~io de enzi~1QS licosoU1(1les p1Jr -~ibroblo~tosv y 
q1J1? e~·~a aeRcl es perdidQ o Qnmascaracla en las ~n2irr11lO 
lisosomales producidas pol" 1(1$ c~lulan nI''~ E~to J1·tiíl1a 
pr-e.clicc::Lón ·t-'1-tci- IYli":Í~J. t.o.rde con·f:Lrm1::trJ1). por- li:i ob~f"~rv1:ición clf~ que 3~P 
no es incorporado dentro de las enzi.111as oecrot.•1doo poT~ 

·· t::élul·:i~~ ":l 11 <43) )' "'/ Giendo e$·t.1:>. f"i."lll1l. 1-;.on lo. incor-por1:ic:ión d0bicio. 
a !Q ci~~iciencio de UI1P-NAce·tilgl1~cogarr1ina-1-fo~·Vo·t1'Qn!l·Para~a 
<UDP-NAcgluc,) (13,44), 

La s~~u11ci•3 hipdt0sis propue~tQ por ~iicl~man-N01J·Fra:Ld llorr1a1j13 
secrec1on-r0cap·tur(l ~ue descartada corr10 via princ:lpal de 
conclucci~l d0 la~ hidrolasa~ al torr1portimen·to 
lioo~omal, ya que el u~o de 1~ar1·-6-P para inhib·ir lo 
:Ln·ternalizaci~1 de ~--hexoaan1iniciasa en ~:Lbrablao·tos norn1ale~y no 
consigui6 depletar los nivele~ intrat:elularms de la enzirr1a y oolo 
Ge encontra1~orl cau1bioc marg1nclen en los niveles e>:trccelt1lo1'e~ 
de lQ n1isma (45). 
Gon;:-:Ql<::.,z-Norit7:-<.:11J. g_t 1J.l en :LS'i:~o (1l6> l' propucit~r·on 1.in•:i rut.o. 
i:llt<~r·n1:it.iv1J. 1:1. lo. hipÓten.is el~~ ~:;r::ic:rec-i.cfn·-rc::•co.p t.1Jrc p•:l.l"t:\ l·~ 
Degregacidn de lao enzima~ lisooomcles a li$osorna~ reconociendo la 
exis·tencia d0 la pinocit.onis d0 laG tlidrol•lsan en ~ibroblastoGv 
pero po~tuland<J una rt1·~a intracelular con10 vía principal de 
c:ond1.1cc:id'n cl1~· l•:l'.J. hidrol•:l.~t:l.S ·~ l:i.so.;.;)t::.1111:1< E::llc"J~::: ~:;1..\qiri<·?r1Jn que~ lc.\s 
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en2:Lmns rec1~n s1rlt~·tizad1~!; en r~·t!culo arldopl¿~mico recib{an 
la ~oRal cie ~et:onocimionto de mon·-6-Pv le c1~al hace que puedan 
ser reconoci(\a~ y ~inicias por un receptor dv n1en1brQnü que hace 
qu~ ~e concen·t1~en en ,,es{culno espec!~icas del apara·to del Gclgir 
dando l1Jgar o la i~orn1ocidn del li~oson1a primario~ A~Ív si la 
seffal de recor)ocimiento no es adicionada ü las enzin1as 1~eci~n 
~in·~~tizadas, COíl10 ~ucede en la en~ermedad de c~lulos "I 11 v las 
enz1~1a~ no son roconocidaD ptJr loe receptores in·~racelula~esv los 
c1~ales ·Pallan Drl conducirlü~ ül coR1pat~timen·to lis0Gon11ll )' a~·tas 
l1ici1~01asas !lCrl entonces oec~etac\am ül m8dio extracelulcr: 

El uso de .lü 111:1.cro~:;.copío. ~-:-.lec't.r•15nic<.l. \26pt\'7) v )l l1:l di~eci.i.c:icfn 
b:i.oqu.Ím:i.c:ü del +~r:!'nc)meno con e.l erí1plt.'rJ d<~ nn.i'\:.ant.e1:. er1 lc)c poso<.:i- de 
<.;}.i.ico<..~:t.l.i:l.ción 1· ü~:;.:( come.' el des.ü·1•rollo d•i.' 11:1-c ·ttfcnic1J.t.::i de 
~raccionumier,to subcelular (48)v han perm~tido con~ir"1or que la 
ruta intracelular es la ruta principal oaguida para al transporte 
y segregGci6n de los cnzin1as lisoson1ole~~ 

.... 9 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

III, 1~n·l:.l-?t:edent.cs.~ 

En ·PibT'Oblantos de c61ulas u¡i• Ge ha encon·lrado que e){i~t~ una 
deficierlcia gene1•alizada dE enzirr1aa lioosn1alesv debido a que 
i~$t.l:li";l. cél1Jla.s son inc•:lpf.H:es. de +'r.>s-t'oril1:ir suc hidrt1l1:l.Zl'.lC (36), 
f:3in emb 1:lrgo en est•:.\~ crJlula:is ~e tH1 enccn1·l· .. r•'.ldr) q1Jri' fC)S·f•l·Li:1s•:i 1'Ít::ldl'.l 
Y ~-·glucoc~1·eb1•tlsiclasa se encuent1•an en concentracionen 
:in·~racelula~es normalec (l2r36)~ E~ta evidencio abre la posibiliJacl 
de c¡ue exi~·tun \J'tras seRale~ cli·Fe1·en·~e~ a la ~eRal cle man-6-P que 
in1p:Ldan la c~crecidrl al n1edio ei<tracelular d~ eGtas t'idrolasan+ 
L.o. <:?~·{:is·l·,,~n(: to. ··:11.~ c,t.r1lf.-:. ~:-~c0ii•:l.l.~-:ir.; po.r.:i lo. int .. <;rri.:.\l:i.z1:l.r.:ic)n dr~ enz:i.mat.:-) 
liscso111üle~ er' o·~roG tipoo cel1~lare$ ya ha oido repo1'·tocia. As{ 
pc:>r \:}.j<omp.l\::i~ 11..1';."; \'.:c;!.t1.1lo.!::. de·~' l'\up+'f\~r >' müc·rc{of-'o.~J01:¡. i:ilv~olo.t'e~:. 
prooeritan un r~cep·tor para rr10.nosil/N-Acetilgluc0Gaíl1ir\a que 
perrr1ite la captura de hidrolasao preoen·tes en el plasíl1a C42r49>; 
otro e._jemplo lo er\co11tron1os en el rac:eptor pa1•a galactosa que oe 
encuentra presente en hapatocitoa 142,50), 

Ectudios reciente~ lle\•ados a cnbo por loe grupo~ de Robins 
:·' Ki::)rn·ft~ld \5:L····!5:5> i· con el u~o t1c~ 1111.1t .. 1:int.E.\ti d0 fTl•'.lc:rr.).f\':i.tJc>~1 cl<-:i t'•:i"t..r.)11 
han reportado la existencia d~ un nuevo reccp·tor para la 
pinc::i.::it~osit~ cJ¡z:. h.id·1•olo.~::.1:is 11;\l c:1.H1l s:i.n emb•:irgo t .. nmb:ién reconoce;.) e.l 

. T'f?ti:i.duo de:.:i nn:ln·-é·-¡.:·~· ü'..lnq1..1.r~ €-~~:;tr~ ·r-econoc:imient.a clc~·pG~nde de un itín 
divalente e Mn•~ a di~erencia del rocep·tor repor·tado en 
·Pibroblasto~ ~5~,). 

E:st.udio.ndo l.ü int.erni:lli~o.c:ión dc:J J:<·-r;1luc:tl1'CHtidi:l'!:~1:.' bovin1J.r 0111 el 
laborQ·tor:io del D1·~ Gonz&lez-Nori0ga, ~e encon·tr¿ la existencia 
\:le un n1.\€:-Vi:) i.J.:i-::;.·t.l~1Tl•:1 r.1(0 int,ern1:Jlización p·i:ir•:.\ ec·ti:1 t~nzim1:i liso50ITl•:ll 
en ·P:Lbrobla$los human oc en cultivo e 

Evidencias previa~ ob·tenidas en este .l1lbC)ratorio po1· Rocío Coutino 
moo·traran que el empleo cie mon-6-P como inhibidor coíl1pe·ti·~ivo 
~610 logra :Lnhibir 5--10% '.L•1 in·~~rnalizaci6n; as{ misn1or la acci~1 
de ~os~ataua &cidar y el empleo de anticuerpos dirigidoc con·trQ 
\::.'l rec0pt.rJr d~ 1110.n·~·b .. -P t.ümpc>r.:o r-e~ul"t1.1n en 1..tni:l :i.nhibic::LóÍ'l d(:::- lr:l. 
i11·t:.ern1:ilizi:l.ción 1: GrJn:·:(Íle:~-Nor-iE~<.~r:i c;.:ot ül y mr:i111..t~:;crit.o en 
p rr~p •J. r-1lt: i ón) 
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El obJetivo d~l preserlta ·traba.jo consi~te erl mostrar evit~enci(l~ 
de qum p·-glucuronidü~a de hígado bovino es in·~ernali2cdQ a 
·fibroblüoto~ humanoo en culti~o a ·travJg tj~ un proceso de 
endocitoaio mediado por receptor 1· di~e1~ente nl recepto~ pa1'0 n1an-
6-P~ así con10 el conocer destino finol que e~ta en2imo olc~nzo 
en ent~ tipo celu:Lar. 
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MATERIAL Y METODOS 

CULTIVO DE.TEJIDOS, 

Madio do cultivo para fibroblastoe. 

Medio mínimo da Eagl• an polvo CGibco)--~~------:---~--9.6 g/1 
Bicarbonato dm Sodio (J,T,Bakmr>----,----------:---,...;...-:---:--~¡2 g/l 
Pi1'UV•l"\;O d• Sodio ( SilJITl'l Chem:lc<:il Cl)+)-----·.,..-..;.-:.-.--,...;--:---0.1 g/l 
Suero fetal bovino e Microb~olo~ical Associcitea> · · 

inactivado 56°C por 30 min-------------;... __ ...;...;.;.....;_,..._-:-100 ml/l 

Solucidn de verseno~ 

E DT1'1 ( .J ,. T, l<al~ 10 r ) ··-··---------------·---··-----·--,------·--·-·-·--·--· 
Cloruro da Sodio e J,T.Bokor)--:--:------:-----;...----:--------
Clol'•lro da PL1t•:isio \ .J, T. Bol~•r ):----:.:...;.....:_.;...;.....;_..;. _________ ;..., ____ _ 

Tri~·-Base < Sig»1c Chen1ical Co >·----~~~--~---~--~--------
RoJ o da fanoll sol. al o.5% ( Morck>--------------------
Agua bidec·~ilada------------~--~~~-~~~~-:-~~-~~------------

fripcin•:l 
f:)olut::ic)n 

. ,-'-. :·: .,-.~J:>:.- ·; ;.--·- ·"·\',:" .. ~·: 
( D :l fe o L•:ib ,. > .. --·----·-,...:.._. .. :.,..·--,-..,...,.-;_,,.,,..,.:...-..:.-"-----'-·------
el\~ vt' r ~en o·-.:...-.;:..-~-:-~~~-.;..;._..;..~-. .:.;'~,;;;..:.:.:..~:.:..:~~ .. ~,~,._:;.~~..:.:...~~---~---

FD1'11Pll d l~h id() 
Clorupo da calcio 
11g1.11:1 de.~~:.:.ti lr::i.da 

Aceton•3 < J1T.BaKe1~ > 
fiJador formol-calci 

0~2 41 a.o 41 
o' /f g 
3,.0 g 
2.0 ml 
1?98 1111 

:l 125 g 
'.500 nd 

10 ml 
1..:l g 
<JO ml 

7 ptec ,. 
3 ptU\5 (. 
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ENSAYOS ENZIMATICOB 

L1:i i:.\Ct.iv:i.dc1d d<=-1 j:{··yt;ll.uc:1..Lr(J.n:ldi:l~1:.\ f'1.t<Í det .. e·1 .. n1:in1'.ldo. ·fl1.1t:if·omét.r.i.c:Qromn't.tl 
utilizando ml auatrato artificial 4-mati1-umb•li,eril-p-D
gl1..H::ur<.1'11irJcl~· 1:1 uni:1 CCHH:en·l:.r•:>.c::i.Ón dc:i :l.Q mt-1 en b1..d·'~·'e-~l' de 1:ic<-?·hat.t' de 
socl:i.o 0,1 n1M a pH~4~5~ Loo enQQyoc ·Pue~on llevados a c~bo 

utilizando 25 µl dm la enzima y 10 µ1 dal auntrato durante 30 min. 
i:1 3'?°C, L.•:i 'f'(~a,c:c::it5n enzim1:ltir.:t.i -r·,.1t:f '1:..erm:i.n1:td•:l por 11~ •:idic::i.o"h cite 
1.8 ml da buttar dm glicina carbonatoa a pHniQ.5, La ,1uoraacencia 
emi·tidc por ~l sus~ro·to hidrolizado fue leÍdQ con ayuda de un 
·Vluorc:ímetr'ü 111otkil<~ 10,MINCO •• •11\B nm da emisión y 360 nm da 
€~~·~c:i·t~\'.tr.:ir5n,. con l11mp•:l.r1::i. d~ x~nó'n " 
l.1111.1 1..1.n:i.d,:1d de f.lc·l:1ivid1:1d en:.'7!1.m1:Í-t.:i.c:1J +·,J.e t<::>m1;::,.rJc l:omo l1:i ci::i.nt.id!'.id dto 
<.;~n~;::i.111a. que f.:1:i.·\·,1:lliz1:i · 11::t l:i.bfi·c~1::i<::i.Ón cJe 1 nm dt:1' ~1..\s·t~1:l·to por hor-11-c 
10 nm da umbaliterona fua tomada como eatandar •n todas lam 
(;:! etf:.' rm i \') i::i.r.: i rJn e,:.~;¡-: 

DETERMINACION DE PROTEINA, 

Lu cuntidad da proteína fue dmta~rninóda colorim~~ricammntm 
medi•:ln"l:,<~ el mótodo dli? Lo¡.¡ry-Follin,.· •,l"l;iliz•1ncto. albúmin•1 de r,;1.H.'l'fJ 
bovj.na con10 estandQr <S5>~ 

CULfIVO DE FIBROBLASTOS, 

Fibroblaotou humanos deficientes an p-glucuronictaaa obtanidoc 
de un pacirante con Mucopoli~acaridoain VIIv fu~ron g~ne~o~aN1~nte 
donQdos por ~l l)r, Willian1 Sly y ~ibrobloctcs 

hun1anoa deficinte~ en p-he><osaminiodoso de un paciente cor1 
Sandho~~r ~ueron gencrüdOG en nuemt~o laboratorio mediante 
biopsia del deltoidec~ 

El cul·tivo de ~ibroblas·toc ~ue rmQlizado er) ~rascoa T·-75 < 75 tn1 de 
~:.upc~r·f:i.,::itz. ~ CCH:?Tf'lf\ ) o. ~~/"'ºC: b•::..jr.) t.J.r\(.\ •:.t .. mó'~·f'ei"t:l de· 5% de CO;i.. ·y ?~::;~::; 
de ai~e~ olin1~ntado$ ·t1~au vece$ por sen1af)Q C•Jrl n1eclio de cul·tivo 
MEMv s1Jplomen·~Qdo con 10% (j~ ~ue~o ~etal bovincy 113 nM de 
glutaminQ 1 10U u/ml da pmnicilina y 100 µg/ml da amtraptomicina. 
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PURIFICACION DE ENZIMAS, 

P-Glucuronidaoa da bazo humano C obtanida postmortem ) ~ue 
puri~icada segdn el mótodo de Natowicz at al (36), El bazo 
h1J1r11:i\·10 l.f:•".'.i r·ut.:i.n•:iri1::t11re:1n·t..1?:' homC)(;ft::·n:i:.t1:ld(:> i:t:>n O)'l..\d1;>. df·:? ¡:.•oLITl:.:¡fJN 
CKinema·~ica) en 25 mM dra tartro·to dm sodio/ 10 mM de ~oGfato de 
sodio/ 25 mM de EDTA/ 0,02% de azida da sodio a pHm6,2 < 4 ml/g 
dt~ t~.j:ldo ) , lJ~cp1 . .iG.tr::. dG~ h(:>lfl\.)f:l\;~nizüdc> ~;,.ri' 1:lc;irt:.-:;of:Jü. der.)H:i.Ct:)l1lt .. c> de 
~.: .. od :i.o •'.l. •..ll""Pl C(Jncent.-roc ic{n f·:irH1l d(;.:o O l 2~' ,. incubo.nclo clu.·í'o.n·I:.\:~ 1h ~.::11 
11gi't,acid'n o. 4°C1 .tlc:~~-:.p1.1e~~e l<J r.:l.l•:\1 el homt.')<;Jen1J.do 1:.-::00 cen-t.pif'ugo.dr.> 
a 11,000 rprn por 30 rnin a 4 ºCon cantri~uga SORVALL RC-5B con 
un rotor GSA. El aobranadanto obtenido mu ~iltrado a travds do 
go~ar calen·tado a 65°l: durante lh y centri·Fugacio una vez m&~ a 
11,000 rprn por 30 min a 4 °c, ~~ sobronadantm obtenido •• 
entonces lle\,ado a 55% de oaturac:ton con oul~a·to ele amor)iOr 
agitado durante lh a 4 ºC y cantri~ugacio postaricrrnenta a 11,000 
rprr1 por 30 min a 4°C. En este paso, el sobrenadan·t.e es d~cechadoy 
Y el precipatadc e~ T'esuspendido en un quin·to del vol~men del 
sobrenadanta con 50 rnM da tria-HCl/ 10 mM de fosfato da sodio/ 
150 rnM da cloruro de aodio/ 0.02% da azida da aodio a pHn6.8 
Cbu~·fer de trio-fos~atoo>~ El pre<:ipi·~ador resuspmnclido y 
dializado con·~ra el mi~mo bu~fer e~ od~orbicio en bache por 
an·ticuerpos--sa·Parooo (dirigidos contra B-glucuronidaca bovina> 
d<·?.j(·..r.ndo 1;?n i:.\'.~:i.t.oc:ión cl1J1'•:in·l:.e tc)dü. l•:i n<J<:hr..\1 L1.1 <~lur.::i.ón 

es realizada con 6 M d0 urea y la enzirr1·~ obtenida e~ 
dializada <:on·tra bu~~er tric-~os~ato~ pH~6.8 y concentrado por 
ult1•o:if:lltracioÍ·1 en r~MICCJN co11 un•l mc111bran•l XM50 b•l,jQ l\11•l 
o'l:.m1:)~j.f'•:·~l'•'"\ ti<:;: M:..,· 

p-Glucuronidaaa do hígado bovino Vua puri~icada de acuerdo al 
rn&todo de F'lapp y Cole <57> con 1Jl.gunas modi·P:icacione~ realizadas 
por GrJn=¡:1:Íl1:::-z·-NoriE~<;1i:1 c0t. (l.l. ( m•:>.nut..:;crito <-~n prep•:ir•:ic:ic)n) ~ f:<-

· gluc~1ronida~a de hígado bovino es rutinariamente homogenizada con 
o:iyuda de POLITRCJN an bu9~or do tartrato da modio a pHm6,2 e 
degcrito anterioríl1ente >~ A partir de aquÍr ·~ocios los posos de la 
pur-:i.·fic:1:1c.id'n !:•o.n r1;:.oliz•:1do~ o. l~ºC,. E:l hc;)lr!C)gm-n•ldt:' e'$~ :i11c1..lb•:lrl<:> 
cl1Jri:.\n't.€.' 1h en ':l.';1it.i:.\c:ión c:on lü i:.tclicio'h d;.r.\ deo~·d.cc)lo.tr.> de sodio 
hü~:)·i:,o. a.lcunz•:\"f' 1.1n1l concent,rución ·fin1:il de 0.2%y de~:-.puén. do lt::i c1Jt1l 
e!!> ·filt,ro.do o. ·f,ro.vr....:"s de gi:1$i:1 y ce1Ytri·f'ug1J.do •:l. 11~·000 rpm p<'l~ 30 min 
•n cantri~uga SORVALL RC-58 con rotor GSA. El prmcipitado obtenido 

.... 14 " 
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es deoechado y el Bobrenadant~ es llevado a ·~rav~s de cloc pasos 
de $i:i·Lura.-ici,)n r.:c:>r1 Gulf'•:1t.o de •:>.mr.Hlit:l~ En «·'l primer P•l.~<) s<;.o 1:>..1.con:z1.1 
un•l uatuT"lc:i.ón di~ 30%, d€l.j•::indrJ incub•l1' ],.l 111•.1estr•l cl1..1T'•lnte 1.tl }' 
centri~ugando poutElriormente a 11,000 rpm por 30 rnin •• El 
tJ.ob rc~111:id•lnte obt .. r..\n:i.cirJ e~J ent.once~ J. levado i:1 5r"5% de ~:;Qt.1Jr1lc::Lón e 
incubado una vez n1&s ci1~ran·te itl y centri·Pugado a 11v000 t\pm por 
30 Rrin •• El p1~ecipitado de dote ~l·tima cen·~r:L~~1gaci&n em 
,~es1Jspenci:L1jo en un quir1·~,J (1~1 vol~men del cobrenadan·te en bu~~er 
de t.r•:i.rJ·-·tc>~::.·f(l"t.\;)~::. 1 . pH:-:-t;,, B ;• d ifll i:!1'.l.dti c:onti\1~,l ~·1 m:i.~:;.mr.) bt1f'·F'i:.\r i 

F'<:>"::~'l' .. eriorme.::-nte lü~;; mufü·~:.t.r-i:1 1~:'~; llevi:1d1:i •:t. pH:·::5 pi)f' l1:l. (\dic:i.t:{n ci(~ 
dcido ac~tico 0<1 M y cii~lizacla 1:on·tra bu~~er dm ace·ta·to~ 0.07 M/ 
EDTf11 :!. mM ü. pH~-::~5 du1 .. o.n·!:..1~ ·~h, < choc¡1J€~ r{r.:icl<:) ) <· F'ott.ti!:.'ric>rmc~nte l•l 
n1uei~t~a ec crar1·t1~.i·Pug•J1Ja ·~ .Lli,000 rpm ~>or 30 min y el sobrerladcnt8 
ob·tenido es r-0~t1spe11dido y (f:iali~aci1J e11 bu~~er ·tr:io·-·HCl 50 
mM1'cloruro de oodio 150 1r1M/ azid•i d1~ sodio 0.02% a p~l=6~8 durar)·~e 
tod•::.. l•:.\ ne>ch~·~ o. ~25ºC (üu-l:.od:ige~::.tic)n),. T\~Y"IY!in•l.d•l l1:i 01.Ji-,c>dig~s'l:.i<5n1• 
~e agrc~1a ~os·t~a·to clm oodio a la n1ue~·t~a para obten0r l..lf)Q 
concentraci~1 Final de 10 n1M y la preporacicln ec dializada una ve~ 
m•ls crJnt.r1:i el buf'Pi::or ele t.r:L"Go·-f'o~+·1J.tos i:1 pH~b,81 Fino.lm<?ntc~ lü 
n1ue1;tr·~ es adcorbida a anticuerpo~-se·Paro~c <an·ticuerpoo 
dirigido~ contra p-glucuror1ida~a bovi11a> y la enzima elu{da co1·l 
6 M de urea, La erlzima ob·tenida e~ dializada exten$i\1anrente erl 
bu~fer de tria-Voafatoc pH•~,8 y concentrada por ultrafiltracidn 
«~n 11MICOM con 111~111bri:ln1l XM50 b1l,jrJ uno. 1lt,111d's.·fi:'T"O. d1¡~ M~. 

ENSAYOS DE INTERNALIZACION Y UNION, CFig, 2>. 

Loe en~ayos ~ID re•llizan por d~Jplicado en cultivo~ con~luontes 
de ~ibroblamtou deficientes en ~-gluc1..1ronidasa cracidca sobre 
caJas petri de 35 n1m CFulcon) 1. con·ter)iencto 0~2-0~3 n1g de 
pro·teír1a celular, Loa 1:a.J•lC son puec·~oG en t}ielor sm les re·tira 
c0l medio d(0 cult,J.vt.1 pt:)r •::ts.p'ir,lc:idn y <.:>~ lE-\~ •ld:Lcion•l 1 mJ. dGt 
medie) i"fEM ( 0.'n 101 q1..t0 ~.l bi..:1:irbiJ11ot.c' d1~ ~:;<.1cl:i.l1 E·~; ·;:;.u~~t~:i.t~1.1{dn 
por 25 rr1M de BES a f)~l=6~8 ) cor1 lac C(:t.r)·tidude~ r~c¡ueridas de 
t~n:zimü, :Ol~~:.pu!~<s d<·~ 2h d1.~.;i inc:ubo.c:ion o. ;3')'ºC1' 1•:1~ <:1;1,jo.~J. ~>c:in 10V•:1d1::t"O 
seio vece~ cor1 bl!~·Per ~o~~ato !lal:ir10 (PBS) ·frío~ y li~adac ~)or la 
o.clic:i.t:>Í1 tic- O (.~3 111.1 d{0 d<~~tJ~·~:i.colo:it .. c> d!~~ ~l:)d:l<:) o.1 O 1 02:r. dur•ll'lt.G.' :30 m:in 
a 4°C. L.as caJQO son 1•aspada~ p~Jste~icrrr1en·~m cor1 la ayudo de 
gend(lrmes a ·P:fn dQ 1·t~cuspencie1• los res·to~ celularDs y la 
o.c"tividtJ.d 1:.~nzi1111{-J:..:ic;o.,. i:i·::-;.1 CC)ITl<"J J.r:.\ c:•:intidüd df:.\ pr'rJt.1~íni:1 s.on 
deter111ir1adas t:orno se mer1cion6 an·~mriormente • 
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ENSA''f' D DE lt"~TEFlt"~HLIZACiljl"·~ 
DE 8-GLUCURONIOASA 

!,..;...,, ..... , ..... , ..... , ... .,J f i brobi a:=~t.os 

t·íedi c1 ?e l i nternal i :z.;;.=i c:;n + E:nzi ma 
~: 7 1

-
1 1:: 2 f-1. 

Lavado 1 con PBS .,.,. 

l- - - - - _I ,:.' 1 .. •" L "• o' 1 ._ o' p '• •' H 'o o'1 ::J 

Deo)<i ccd .=ito l de sodb 
yº e ::::o mí n. 

Pr·ote(r-1a 
+ 

F!ct_ Enz _ 

Fig. 2 

1 ... ... .. ... ..J l...:.i::.:H r; •, g •.ºr =. r •w"r _ 

Esquema que muestra los pasos seguidos en la realización de un 
ensayo de internalización. · 

- ~6 -. ~ .. ' . 
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Los ~n:.~·::i.yos dt::.\ 1.1ni<:>Í .. 1 ~on lle'.'1::i.do...:> •:l co.bo 
los enGQYOG de inte~na.lizaci~lv u61o que 
c~lula~ si~CT1pre_ son m~ntenida~ o .4~C1 

de lo miama ~orma que 
IDn los primfilrO~y las 

LllCALIZAC! ON .C!TOQUI MICA :éi~~ j:<:;GLUCUl~ONIIIASA INTl:::ACELULAR, 

l..1.1. lot:•.l.li:-¿:1::i.r.:ir5n .. :i.ntT'1:).r.:e:t1.il•:iT" de ~·~g:t1..L(:1.1"t'o11id1:it>a. f.j.(;) clf:>t<::.'T'tllinci' 
IT1<~<:li•::inti;' ~,l ni(ltodo d(~ L·:i~1uno·f'+' Qj:, •::<l < 5<,> >, Fl.broblamt.oc 
deficimnteo an ~-gl~curonidama o p-hexomaminidaaa ion cultivacioa 
~obre cubraobJetoa (3,5 X o.a cml dentro da tuboa da cultivo 
l .. eag·ton )' ali1l1~ntacl•:>G normalm~nte con m~dio de cultivo MEMv 
~uplementaclo~ El erlca~·o de in·~ernoli2ocidn es ll~vaclo a cabo 
der\·tro de :Lo~ ·t1Jbo~ de cul·tivov a loe cuales ce les aspird ~l 
111ed:i.l:> d(\:I culi'.il.JfJ pDr 1110c:lio de o,!;;pir•:.\t:ión y se les C\dic:iono' 1 ml 
del rnetlio de :i.n·t.ern1:.\liz•1cilÍn suplement•:iclc:i con li."ln c:o.n-t .. id1:idIDG 
r<0queT'ido.~ dEó' c~nzi111i:1!' t~ in<:ubadl1 cturo.n·t.(;--;o 2 h ü 37ºC~ :Oesp1Je'n de-? 
e~·t6~ ·t:ien1po, el N10dio es retirado y las c~lulas lavadaG seis 
vece1~ corl 2 rr1l do PBS ?río, L·~ ~i.Jacidn clru l11s c~lulas ~fil 
lleva a c:abo pc>r la aclicidn de 2 rr1l de ~:i.Jador ~orrr1~l-calt:io·
acm·t.ona d1J1'cnte 30 n1in y ~en lavadas pon·~eriorn1en·te 4 voce~ con 
2 n1l de b11~~er de aceto.to~ 0105 M a pH=4~5. Les c6llll•1s fi,Jados y 
l.ava11as ~011 po~teriorn1~n·t.e preincubacin~ ciuron·te 5 h a 4°C en 2~ 
mM <:le ~13·Ptol-AS-BI-~-D-glucl1ronido di~uelto en el rr1i~mo bl1~~er~Lo 
t:..in': i1..Jn st~ lli-:•\/I'..\ i:1 t:1::ibo dur·o.n·l:..e ut.ri:iE. 4 h 111&~ 1:'.l :;;7 ºC <:t.1n li:i micni•::i 
c:or1CG~ntroc:i.cfn tle r.;.1 .. u~t1~1:i'l:.t.1 pero •:l pH=-!5.2 y c:on 111 odic::i.Ón de 0,06 
i''~ clt:.~ Hf.~:.·~o~~o.·t.:L:;:11drJ p1::ir•J.1·,:,.~~i::..r·f:>ilin1:i.. S!!:.~g•J:(d 1:lmPn-l:.l~ l•:lS. células. l;'.;On 
la,1a1jas con a~11~a dD~l·~il•ldav destlicl1'ataciao en olcoho:Le~ graduales 
y morltadas or1 bol~amo ~obre port..oob.je·to~. 

INCORPDRACION DE MUCOPOLISACARIIIOS < MPS ), 

Fibrobl•3sto~ de~icier\te~ er\ P·-gluc\1ronidoso $01'\ crecidos er1 
caJas da petri de 60 mm C FALCON l y alimentadas con medio de 
cultivo MEM ~uplementado. Cuando la densidad celular alcanza 
o.•5 X :LOb cc{11.1l1:if.i./r.:•J.,.J1'.l.y 11'.1$ co .. j1:is ~>on 1J.l:i111eni· .. i:1düs c:on 1 ¡.5 m:t c:le:.~ 
medio i"iEM ~)1.iplemcJn·l..i:ido < <~n e.l que ~1]. Mq~3C\41 G~f.; ~·n.\~'l:.i"t.1.l~drJ p<:ir 
MgCl:i. y y p inn i e .i 1in1l uti 1 i ;:i::i.d11 c,:.>1r1c) 1.ln i c1:i f 1.H~n·t·t~ d E-Z' f).nt.i b i ot.i e o~)., 
1::il c:ucl "Q.e le o.tlicir.HHl 35 BlJAl \6~ .. 8 X :1.o'-',::pm/1111) inc:ubo.dc> p'::ir e-:-~~püc:i+::> 
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de t .. r1~-::;. dÍ1::ts 1::i ~·:s·_i'ºC b1:).,jc> urH1 o.tmó'5f\~'f'1::t de:- ~J% de CD-., Termin1:iclo 
el marca.je 'La~ c~l~1la~ oon lavacloo ·tres veceG con.3 ml ci8 
ve~~eno '' alirr1entoda~ con 1t5 ml dt~ n1md:io MEM ~uplemen~ado y 
con laD cantidades requeridos de p-glucuronidasa~ Al ·t,6rmino del 
\?Nporin1ent .. t1 lo.s r.:m'l1.ll1J.~~ '..10l'l d«:icpmgo.d11~) por l•:i •:iccic)n de ·t,rip~i11•:i 
0+25% d1J1~unte 10 n1inr diluÍdaD en 10 n11 de PBS frío y 
cnntri9ugadau a 1,500 rpm por 10 min a ~ºC en centr{9uga BecKrnan 
TJ-c~, Cada mueotra e~ dividida er1 dos alícuota~~ con el ·Pin da 
d0·t,e1·u1inar por una parte QCtividcd enzim~·ti1:0 y prote{r1a y por ~1 
l-:it.rl:) e~·~t.ro~·::.'·1~ .L1~\ frücc:ic)n c:I~~ MP3sSt 
Po.1·0 lü eld~l'.:it:cit:Ín de MP1'S ue -tomd ven·t-ü.,i•::. de l•:i inst:il1.1bili.tl•:id tifa' 
los rri:i.~:s.mos <7)11 <~ti:l.nol i:i 8()% en p1.in'\"..o dE· ~~b1.1llic::i.c.:n (30). f.'l co.d•:t 
alic1Jota se le acjiciona 2 m:L de etanol al 80%y y ~e reou~p~rlde 
con i:lY1.1clo de VtJr-tc:::o':<- Po~t,(:•Piot'e1Y1nt.e t.od•:it", lo.s l"fll.\&~~J.tr•1).~ !:>on 
int1~od1JciciQS ~n u11 ba~1l María de aguü t1irvier1cto d1.irQr1te 2 m:Lr1~ 
Seguidarr1ente las rr1uestra~ ~OT\ introducidQ~ en ur1 bafio de agua do 
hiele;, duro.n·t,e !:S min y c«:-ntr:t+·1.1.güdü~"i a :l y•!100 r-pm por 10 m:i.n t:.~n 
centrí·P,Jga B0cKu1on 'fJ·-6. El 0Dbrenod11n·te do cada muest1•Q es 
de$eCtlQ<jo y el botor1 1·e~unpencjido en Q,5 ml de ~JaCl 2 M1 A 1:1).tlü 
rriue".:~"l:..r1::t <:-10 l\·~ (ldic:ion•:l 2 ml de etflnol '/ ne r1~pit.1~ uno. v~z 1111::\~ e.\. 
c:o.l1;::ont.0111ie:.~n·t.c>~·':~n+'ri1::i.m:ient~{J: )' .l1:i. cen-t,'f'i+·u<.:Joc::i.ón~El sobí'E\n 1:-.ido.ntm· el(~ 
cada urlU d1~ las u1ues·tras es dmsechacic) y el bo·~on resusper1dicio erl 
1 n1l d~ NaCl 1 Mi La radioacti\1idad osocioda Q MF'A~s es 
det.er111in1:ld1:i por- l1'J. 1:icl:lciffn dt::- 0::.1\)0 ml dt~ i,~, 1T1Ut~m.t1•0, r:.:.•n :1.0 ml d'f! 
LIQUIFLUOR y lo. cüntitlod da rodioactividod aa la!da an 1.1n 
contodol' pa1•a cen·tello líquido motjelo Pot:kurcl 3390 er1 canal para 

''""e~· 
Pfl·ra cie·~E-~P111.i.1·11.:i.r· l1l ,~t:'\' .. 'l\>'Í.d1:l.tl enzim1:Ít.ic:1::t. '>' pr-o'l:.e:í.ni:i)I 1:i C•:ld•::i. 
·~l{c1~o·t(l ~~e Le 1~d1cior\¿ 0,5 ml de deoxicolatc de soJio 0~02% 1 
inct1bando por espacio ¡JD 30 min. e ~ºC_, -~1 ~abo cie es~e ~ien1po la 
·~ct.iv:ich:l.d ~1-i:zin11:í·t..i<:•l y prcd: .. e:Cno. i'~€~ "df-::-te1'lÍ'1in1:in i.::ort1t:> Y•:.\ ne f08t:it:)l1c~ 
o.nt.í;..'·r·it~·r·mente < 

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR, 

88 cultivan ~ib1'oblastos de~icientes en p-glucuronicJ1~sa erl 
~rascos de cultivo ·r·-75 <COSTAR )4 Uno de los ·P~amcos ontes ele 
lleqnr a con~lu0rlcia es m13rcodo con ~ul~a·to rüdioactivo (Q ·f'in dw 
rr .. :irc•:i.r .1.•:i früt:ción clK' MP~~s ) ctJn c'J-B X it.>" cp111/rnl,. como Y•l ,;;o~ 
n1enciond on·~erio1•mente~ O~ros dom ·Fra~co~ con c~lulas erl 
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1:on~luancio 1 X 10b c~lulas >, loo ct1(ilm~ p~evion1ente hab{on 
internalizüdo p-glucuror,idaoa bo,1ina o hUtfiana ~ueron u·til:Lzodos 
en el fraccionamento~ En estoG c<Jnclicior~es~ cada ~rasco es lavado 
6 vmcea con 0,25 M de sacarcma/ 2 mM de EDTA / 10 mM Tria-HCl 
<HM) a 4ºC~ A pnrtir d~ em·~e momento tocia~ las ~1anipulacicnes ~on 
reoli2ada~ o 4°C. Cada ~ra~co conteniendo 10 n1l de bu~~eT' HM es 
rQOpQdo con a~'uda de gendarmms con el ·Pin dm T'esu~pender el n1ayor 
nunier·o d1t~ c:d'J.111...:)Sv ~, ~;)~.~t•lt.:t t'r•l'f.;pi:)S.1:'.\C.11'.ls; o tubo~;, c:i:H\:i.c:o~~; Lcr..;. 
R1Uestras ~en cmntri~u~¡ndao a 2,00<> rpn1 po1' 10 n1in en cmntr!~uga 
B~ckn1nn ·r~J-6 y el ~ob~enaclante ob~erlido (e~ 1'etir~do con pipeta 
pas·~eu1~. ,E~ boten .. ce'L1~lor e~ re~1.1sp8ndicio en bt1f·fer HM 
y ].1:i<..1 C'.:(:;~11..l,J.•:i-t.:. r.;on .l :L·:::.1:id•:it..., pr..'lr· 1"t;'..'Pl:~tj.cl<.1t> o~z.t::~'l1'f.i.L1~; y de~::.\::(.~n ~1:)':;. 

de 10~3 celulas a t1··~ve~ ele la pipe·~a y el chcqurn con ~1 
~oncio del tubo~ E:L ht~n1ogmnado ob·terlido e~ c~ntri·fugado a 1v500 
rpm pt;,r 10 nd.n >, el ~:;.obr(~n1:ir.l1:in'I:..<::· \ ·fr1:>.cción po~:.t .. nuc1€h1.T' 
~~'Jo.rdo.tl(;,,. L.•::i ·f.'1 .. i:ic::(::i.Ón nuc:le1:ir e~ Y"C'~su1.>pendiclü <:~11 01 ~5 ml d~;o bu·ff~~r 
t1M en do~ ocasicneGy y erl cada urla de e.t:Las cen·t1·i~1Jgado e iy500 
rpu1 pol' 1<> min~~ Todos lo~ ~obrenaclantes ob·tenido~ dDl l•1vodo de 
l•J. ·f"T'(\t:ción nur.:1<::'üi' ~;;c~n ·rt~un:i.do-n c:on lo. ·Pro.c:c:i.1{n pQ-::;"t.ntJr:leo.P ,, 
este n1ate1•i•:il 0s el utilizado pnro llevar a 1:abo el 
~raccionamerlt(J ~ubcelular en un graclier1·~e de F'ercoll> 
E:n 'La re·~liza~j.dn 4Jal graclie11ter ap1~o)<imadamenta 3 n1l 
material postr1ucl011r ~or\ adicionados a 7 ml ciR Percoll,C el 
ülc11n::c.~•:.\ unü conr.:<:~nt.t"l'.lCicfn ·Vini:xl dt0 ::;o/:. ) y 

d<?l 
t:l.H'.d 

·~ocia~ las mues·tras sen c0n·~1·i~ugaclas a 25v000 rpm durante 60 n1in 
a 4ºC en 1~1-~racentrífuga Beckn1on L5-50v con un T"otor Ti-50~ Al 
t.1~r111:Lnr.) c:IE• lo. ·fc:lrm1J.t::io\1 d10l •;1rodi1~nt1.:.~y ·f'r•:ic:c:it1ne<.:¡ dE~ Ot4 IY1l 
·fl.lE~ron cr.>l0~c:'\:,1:iclo.s 1 • t::t>lllt::.>l'\Zündo p('.)'f" el f'1.:.'ndcl d1;:.l tubo!, ';I con i:.\Yl.ldi:i 

de una bon1t)o pmriGtQl·tica. Pa1·a cada una cio lec frai:cior\eG, la 
i:ict.:i.\>iclüd <:IC'-:..1 Jt·-h(o':.'Nt1c.::..minid1:i~o.y ,f.<-r;1l1.1cuf'onidi:.1.s1.1 , l'"t!:.·?if'g < E:\n lo.s 
mua~·tras cor1•espondientes ) ~ue dete1·1ni11ada+ 
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Diversos tipos de cri·~e1·io~ l1•lrl ~ido utilizacioG en la li·~era·~~ra 
para demostrar lQ endocitosi~ de mocromol~:ulao a las c~lulao: 
b:i.c.)q1.\Ím:Lco~:>)' c::i.nt:ftir.:o..:> y ci-toq1.1:Ím:ic:o~" 
En este ·~roba.Jo hen10~ utilizado estos criterion paro es·~udiar :ta 
endoci·t..o~iG de »-glucuronidaaa de hígado bovino a ~ibt"oblasto~ 
hun1anoc en c1iltivo rr1ediada por un n1Jevc recepto1"r encontrQdo en 
t?l lílbor;:l-t.01"1.o ( Gon;1!dlez-No1"ir:~gü ~\·\·, o.1 v mi::inUn.c:ritr.> en 
pr0p•'.lT'•:lr.::i.on). 

l .. a p-g11Jc1~ronida~n bovinu puede ser intcirncilizada a fibroblostos 
hum('if.'Ot¡ v'Í.11 drJr> di·i-'r~re1Yt.t~~;;. t..1if.3.·t..on11:ir.> de :i.nt.r-~rn"1.liz1:i.,cio'n que 
in\101ucran receptores con di~erentec eopeci~·iciclQdes: el prin1e~o 
cie ellos ya ~lo sido descrito ampliQmer~te )' requiere lo pre$encia 
de man·-6-P pre~er\te en codeno$ de alta monosa < 12r13 >t el 
11 n1J<~Vl">" re<:<::ipt.o·r~~. rwH.:onrJCfu., un g·l"upo t':l..\Y'l compo-::¡ición es.ti! ~iendo 
entudiada en el labo~atoriot 

Para contestar los preguntas que no~ hemoo plan·t~ado en e$ta 
trQbaJo req1Jerin1os pose~r uno enzin1a q1ie sdlo sea 0ndocitadQ a 
-l:..r•::i.vés dml 11 nt.tev{::i 11 ~'.i.stri'mo. de in·t.1~rn1:.\liz1:ic:ión.. Mt:-:-dio.nt.t;:- ,z-~.l 
protocolo de-:.>c:ri'\'.<:). er¡ m1:1t.erio.l }' mét.rJdos. 11 fuír110'!:~ C:üpi::i.cl°Z'n. de~ 
~liminür el componente foaforilado de la ~-glucuronidasa bovina. 
La enzin1a puri·ficado n1ediante ~m·te protocolo~ no es rmconocida 
por~ el 1~ecepto1~ de "'an-6-Pr ya que c~1ondo ~e utiliza este oz~car 
como un :inh:i.bidor c:ort1pet:i.t1:i.Vov :to in·~,f~~ni:>.liz•lc:id'n ele p~ .. 
glucuronidaso no es Qlterado ( tabla 1 >• 

1. ClNETICA DE INTERNALIZACION. 

Al incuba1' Pibr1lblasto~ humano~ cie~icientes en P-gluc1Jronidooa e 
difere11te~ tieo1poG mn presencia de onzin1•l bovin1~ afiad ida 
(;:.~·~c)qenomente ( no int.~~rni:.\i:i.::-~1J i.'l t.rcvt~fr;. clel co1npc:inent1e f·o~:s.·fo1~il11clo 
>r 'se pt1ede ob~ervar lo nigu:Len·~e ( ~igurn 3 >S o) que lo 
cant1d•11J d0 8h~J.ma que ~~ asoc:La a los ~ibrobla~·~o$ es mayor 
cu•3rlcio los cultivos s~ incuban a 37°C que Q 4°C; 
ll> que la cant:Ldacl de en%ima que sa asocia a ·Pibrobla~to~ a 4°C 
i:.llC•ln'Z.t1. un eq1Jil:i.brio di;~~:.p1.1fÍr;,. dv~ 2 h1· y e::) q1Jc:~ 111 r.:i:int.idc\d cl0 
en2i~1a q1Je ~e asocia o los cul·tivos ü 37°C e~ lineal al n1enoo 
clUT"1::tn'\:.(::~ I} h ~ 
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La velocidad con q1Je ~~·~a misn1a er1zimu ce asocia a ~ibroblastos. 
en cultivo e5 prcpot'cion~l a la cantid(ld de en2iíl1a q1Ja se afiade 
<~!·!Óf:)<Dn111r1e11t1.:.~ }' •l lc.r. tcmper•:it1.lro. d&' inc:uba::tci1Jn dfr~ lor.t f:1Jlt:i.\J(:>t' .1( 

~igura 4a y b >~ Er\ ~stcc codici.on0~ ~e aJ.C(lnzu ur\a oar.:..u~ac1on 
c1J1:indo •::tl r.:1..llt.:i.\,C) ~~' hnn 1::tñ11cfidt> mi:i""s1 d(:.l 26v000 uniclildt-;;i~ de enzim•:i, 
<Jm 1:iN dr~ int.f:.'l'nl'J . .li:~1::i,(::i.c)n y l·~m ti(~~ int.f.·~rni:.ll:i.::~•:.\\:ión ·f1J(OT'CJ11 c•:ilc1..1l1:idc>~ 
i:1po. r·(-,j, r de J.QfJ. in·f.:.erc\':'::'ptc)!:> ob·t..¡¿~n :i.i:.:IDs 1!1r\ uni:.\ i!J r11':r·j.r~•"l dh1 rJob l\·~<:, 
raciprocos. El valor obtenido para Vmax ~um cia 2.~ X 16~ mol/mg/h 
}' el de i';1r1 +'ui~ de 3 .9 X 10·• mol ( t,.::.bla 2 ) , · 

Saturabilidadr dopanciencia de temperat~ra y velocidad da 
er)docitoci~ t)an oido u·~ilizado~ como ref~uisi·tos para dmmo~trar 
q1J~·~ 11ni:l mol1-:Icul•'l cr~~:~tá: sie11do ir1t1~'l"ll•:l.lizi:1,cl1:l. •l JJno. c:éJ.uli:.\ 1l tr1:ivc{c 
de Ufl si~·tema de pinocito~is mediado p~r receptor (1r5r6v37~61 ) ~ 
La in·ternalizacidn de ~-g1ucuronida$a bovina a ·Pibrobla~toG 
r.:ump.l1? con e~t.o-o. r?qui~;.i·t.o~, po: lo qu~, p~'nsi:11Y10'C q1..le t:.'!...t.t'..\ r.~~;. lü 
~orn1a a traves de lo cual !a enz1ma esta siendo pinocitada. 

L.OCf'1LIZf·1CION INTRACELULAR ·m.:'.' I~-GL.UCURONIDASA, 

.~.) C·l':i. ·tíH r~Oi?'_, r-.i ·t-ó'<:}1i-i m,:i.c,:o~" 

Estudios p1•ev·LoG han mos·trado la pooibilidact d0 localizor 
hi~·toq1..l:(micamente p-glucuro~i1jasa .en diver~oa ·tejidos tl1Jmanos 
<58)" a5Í c:c:rn10 'l:.1:i111bi1.:.1r1 J.~-gJ.1Jc1~l"on:ld1J.c.J. i1d:.~n:-ncl:i.Z•J.d1:i i:i t.r1.1.vr~S <:lf~l 
receptor qu~ reconoce el residt10 de Nrar)-6-P en ~ibroblas·~os 
humanos en cultivo (59>~ 

p-gluc1~rcn:Ldosa 1je bazo hun1ano es endocitoda en ~ibroblac·toti 

t)umorloCr ~>:clusivarr1ente pcl~ el receptor que reconoce el l"esiduo 
de rr1an-·6-P~ Estu erlzin1r1 una ve2 internclizacia a la c~lulay e~ 
tra11opor·t11d11 a li~oso1n13n. Por ello e~ u·t:Lli~ada como control que 
nos permitir~ co1nparo'I" el destino ~inal la ~-glucuronidaDa bovina 
<:leopu~~ de ser irl·ternalizQdO+ · 
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Los rm•ultadoo d• la localizacion citoqulmica dm ~-glucuronidasa 
bovinar así C()ffiO cie ~-glucuroniciasa hun1ana se obse1•van en la 
~igura 5 y muestran lo siguiente i a> p-glucuronidaoo hun1ana CU)'C 
pinocitoGis es mediada po1· el receptor que 1·econoce man-6-P y es 
pos·~er:Lo1•fficrlte ·~ransi)o1··~acla a Li~oson1a~ se encuer\·~1·a :Localizada 
en la regidn perinucleor• Cfiq1Jro 5a>; b) este misn10 patrdn es 
obGervacio en ~ibroblas·~1J~ d~~:Lcientec ~n p-hexos1~minidasa pero 
que con·~i~nen p-glucuronidaca encldgena <·Pig~1ra 5b>; e> 
·PibrobJ.as·to~ los cuale~ in·te~rlalizun p-glucuroniciasa bovina 
m1.lcn~;;t1•1:in un pi:11-,rr.fn de t.:lnción i_:.:l1r1:i.lür 1:.\l d~~ lc)'-.:i. t:·::i~:-~rJ~ •lntf.:.'T":ic)·t•f:.'t1 
<·figuro Se>; d) en el caso en <:1\1e f:Lb1~ob:Las·to~ de~icien·Leo 

en p-glut:urorlida~o r10 stJr) s1Jplido~ exdg~1·lamente con r1ir\g~n ·tipo 
de '~~nz:i.IYlü.1• no ~i'Z' 1;:.b~3-':.~r~1•l <:rJ.1.0P1::tc::i.f.fn •:l.lquni:i ( ·~'ii;1u·~o. ;:)d ) • 
Di~ITTrenciao ~n la~ in·Lensidade~ cim la c1J:LoT'OCi~l so11 ~lebicia$ a 
la can·~itJaci de er,2i"'ª pre~0nte irltrocelu.Larrr18nte: 

Inclus:i.clne-n con un 1:i d:i.~~t.r:Lbuc:ir5n p(0t•in1Jc:l~1:.\r s<.;n ca.ri:1ct.erí~1·l:.ic:1:ic 
de ~ibroblas·~o~ de pacien·~es c1Jn en~ermedade~ por atemo~amiento )' 
~n el ~aoo d0f'iciencias de p-glucu1~onidasa y p-hexosamir1ida~a 
CA y B> 1n1Jcop1Jli~ac{riclo~. y ganglidcicion oon almacer1adoo en 
lisooom1:l.~ securldarioa reapectiva~1mn·te+ 
An1bos tipos de ~bservaciones sugieren que lo enzin1a bovina q1~e 
~'ª sido internalizada es transportado al compartin1en·to li~ooomal. 

Cor1 el ~in de comprobar que e~ectivamer1te !a p-giucuron1clasa 
bovina ir\·ternaliza a ~ibrobla~·~oo )' e~ tranopo1~tacia al 
compar·timento liso~omalr ·Pibrobla~toG hurr1ar1os que habían 
internalizado previamen·te p-·glucuronida~o bovina se li~oron y se 
~rac:c:ionaron en un.grad:ian·~~ ~e Percol'~h Lü. acti\>idad de p-
\~luc::1.1rrJn:ido.~:;.o. y /.i-h(~'Nc::is.amJ.n1d1::t·::>i:i o.~;:i. C:C)ITlt"> lü ·fracción 
conteniendo loe M~~S<ambo~ 1.1·tilizado~ como ma~cadorem li$OGomaleo) 
·f-'IJE>"i''.;)I\ dG\tfr)"l'ff1lnüdfl'-.J. t.'n c:o.di:l uno. dF..t l.1:l~:> ·ff'üC:c::i.C;)rl(:'.~~i .. 

L.0!3 r~~ul·tadoc del frac:cionaff1.l~r)to rr1ue$t1~an :Los siguientes 
r<~s1.11t .. nclo~::.tG) J3-qlut::UPQnido.·.:;i::i humo.na:'.\. quf..t f0~!i c:•::i.pto.di:1 1::i. t.ro.vés del 
receptor pa~a man-6-Pr co111ig1~0 en url solo pico de acti,1·Lciacl er\ 
las ~racciones ITra:~ densas dml grad:Ler1·ter en las mi~n1as ·fraccioneti 
en c1ue encontran1os la ac·tividad de »-t\exosan1inidas·~ ·Vigura 6 )r 
v MP~!:> (:i r fil;Jl.ll""O. 8 ) tb) J.~·-rJlt~\r.:u·r .. on:i.d•.1·:::-0. t1J.mbi.1;.{n c:t)ITl:i.q1•1::i. c:t>fflí:) un 
;:~Ólt; p;ic~' r.J1¿:0 i::1ctividü.d ··f en las mi1:.m1::i.s. früi:t::i.<:>nc:-:-o en q•..ic? 

encontraR1os acti\'idad de ~-he>tosarr1ir1idasa < ~igura 7 > '' 
rr1ucopoli~ac6rido~ < ~ig1J1•a 8 )~ 
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C) :C1<E.·<.:1·r-.:.\d•:ic::ion d(C' 1t11.1C:t:)prJl:i.s-).:1c:·~rtt:los ( MF'3-~s > ') 

E~tL1clioG previo~ har1 d0mostracio que ~-glucu1•011:Lciama hun1ana 
ir1ternalizoda por tibroblo~toc deficientem en lo m:L~~mov es capaz 
de restit~ir la v{o catalí·~ico en la clegradacidn clo los MPS 
alrr1acenado~ en lisO$Dn1a<34)p por lo cualr en tdru1inos de reemplazo 
1~~nz:i.rtt1-lt.:i.co e~:. inipc)1•t.11nt\·? 0,•.11~r-:i~11.1i::1r ~;:L P"··glut:u·r-c)nitl•J.<.:,11 bovin•l 
].lega al n1iorr10 ·tip~' d0 li~o~o1nn en el q1Je oe encuentran 
alrr1Qcenodos lo$ MPS con10 ':on~mc\1encio ele la clo~icienciar y de 
esta mQne1•a P0$'tituir l•::a vía de degradoci6n. 

'Fib1•oblastos de·ficien·tas en p-glucurorlidasQ q1~e previan1en·te 
1·11::abf1J.n <:.:;idrJ mo.rc14do!: con'$'BO"' ·f'!J.f.:o·r-(JI'\ :i.nc:1..tb1:>.do~ €~11 pT'"f.:'.'sencia clt·:-:i 
e11=iffia bovirla y h1Jmana duror\te 2 ~'r a partir cle lo~ cual~n c~ 
midio la cantidad dm radioactividad intracelul~r asociada a lam 
c:él1..tloc- ct.-,1110 MF' 3".i' S ( r.l1~qro.cl1:>.c:icíi-1 > + En E'ste eNpE.l'C"'iment.c' '!:;E~ 
1.ltilizQ~C)n enzima~ ·bovina y hun1ana con la íl1i~ma velocidad de 
in "l:,1~~· rno . .l. i ::!•:ic: :i. c)n o. +' i b J"'ob 1 as trJ~ 

Los resultado~ obtenidos son loa 
glucurorlicioca illlffiO~Qv .como ya

1
ha 

es capaz de , .. ~~·t1·~1J:Lr ln v1a 
b) ¡:{-(Jl•.lt:1.1ron:id 1.1.~~·1 bo\1:ln11 ·t,•:imb ién 
ele l!)<i Mi"35S ,. 

siguierlteo ( ~:Lg1JrQ 9 >: a> P··
sidc rmpo~taclo ante~io1•n1en·tey 
clt~~ clerJPi:ldo.cic)n el(::< lo<::i 1'1P"?1ss~ 
·r~.::i~t .. :i.i: .. uye li:i. \>:Lc.1. d!:.~ d,-:~qr1).d1:lcicfn 

Lo. r<?~:.·l·,it\1c:id
0

n en J.1'.l. v{1"l deg1"''.:id1:l.c::ión de los Mf-'S puc::-de 1).~1.i1T1ir~~ 
que e• debida al reemplazo en la actividad perdida en este tipo 
de en·Fe~meciad~ ya q1Je ·Pibroblasto~ de~icien·~~s en ~-glucuronidasa 
a los cuale~ no 15e les st1pli¿ de alguna de las dos enzimasy o las 
24 h C:{'.)ns.ePvi:in 1..tn 70i.: Je lc.i:; MP°'sS 1 El pi::itrón el{·:> f.il:.:'.'qT•üdi::1.c::ión ql..L(::O 
~Je obcerva es b¿sican1ent~ el n1i~rr10 para amboG ·~ipo~ de enzimasv 
por lo 1~ue puecl0 a1.lger:lrse que ambac enzima~ llegar) al 
corr1par·t:Lmento 1i~osomal c:on la m:Lilíl1a ve·tocidadt 
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Tratamiento de B-glucuronidasa mam-6-P 

Sin Autodigestión 

+ 

Con Aut.odigestión 104 

+ 100 o 

Tabla l. Efecto de mam-6-P sobre la internalización de B-glucÜronidasa bovina antes y después de la 
autodigestión. · 
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Fig. 3 Cinética de'internalización de ~~glucuronidasa Bovina a diferentes tiempos,· 



1 
1 
1 
1 
l. 

1 
1 
I· 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

••• 
1· 
.1 Fig. 4 

1 
1 

i ll 

.e 
~- 500 A 
I :::> 
o 

"O 400 

'ª o 
E 
~ 300 
.!;;; 

o 
U) 

.g 
·e: 

200 

e :::. 
(.) 100 :::. 
·~ 

c6, 

200 B 

t::n 
160 -€ 

:::i 

o 
:9. 120 
e: :::. 
o 
U) 

80 .g 
·e: 
e :::. 

40 (.) 
:::. 
o.. 

1 

~ 
6 12 18 24 30 

Unidades /caja X 103 

Curvas de saturación de B-glucuronidasa bovina a concentraciones 
crecientes de enzima adicionada por caja. 
A) Internalización de B-glucuronidasa a 37ºC y B) unión de B-glu
curonidasa a 4ºC. 

- 26 -



-

N _, 
1 

- - - -

TIPO 
DE 

RECEPTOR 

-

Km ínter. 

1 . Valores obtenidos de GonzAlei-Norieg~ et al (46) 

Vrnax ínter. 

Tabla 2. Constantes cineticas obtenidas del .''.nuevo" receptor en comparación con el receptor para 
rnam-6-P. 
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En cada recuadro se muestra que el patrón obtenido para, a) )3-glucuro" 
nidasa humana internalizada, b) ll-glucuronidasa endógena, c) )3-glucuro
nidasa bovina internalizada.y d) Firoblastos deficientes en )3-glucuro
nidasa a los que no se les añadió enzima. 
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Fig ._ -g Perdida de radioactividad de MPS intracelulares por efe'éto. de- B-glucuronidasa tiuri1ana '·º 
bovina iilternal izada;·.. - ·l · . . . , 
La línea punteada indica la perdida de radioactividad _en.células deficientes de B-glucu-
roni das a a las que no se añadi o enzima. ·· 
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Dl:SCUSION 

l.1'.l ob-=;1F.·i""".'i::ic.::iÓr1 dv::i qua <~1--i ·fibrobl1ls·t.oz de c~{lul.:lSl. 11 ! 11 l1l mo)'or 
p1'.l1~t.e dr:.:.' la.~ en:.'?:i.tllo.4.:1. lis\.>~oma.les ~Qn nf~c,t·et.i:ido.~~ dc.:.1'tJido e\ l':i 
auGencia del n1a1\caclo~ ffian-6-P y que en 0~·~05 celulo.s ~oa·Fal.:.a~o 
&e ida y glucocermb1'o~idaoa ~ID ~ncuentran en concentrQciones 
intracelulares norn1ales, GUgir~o lo po~ibilidacl de que eJ·:ic·tan 
otro tipo de ~efialec di~e1·en·ten a la cie n1cn-6-P q1Je e~ter' 
involuc1•Qclao en el tronnpor·~e 1nt1•ocel1ilar y lo con1po1·tj.n1er\·~aci~1 
de lQ~ enzim11s li~a~c>n1ale$ u liso~ou10. Vat•itJo inves·tigQdorec 
ho.n ·l.:.ri::i.t.i::ido d~ 1?~nt:r.)n'\.:.r1:i1· fa'~to.}-::. ~eñült~ti- en l1:l c:opt.1r.:ió11 de e1·\2::lmi:i\:i. 
liDosomaleo o tt•av6s cl0 pinocitoDi~ c:i fibrobla~to~ en (:ultivo 
< 13)" Hieb~·1 .. fil o.1 (6'J.) ,, r,~ptlr·t.o.·pc)n qui·::.' li::i int,er11•J.lj.:::o.c::i.cfn de~ 
r.~-gl1:\c:1.1·¡·,.:inido.::.1). de h:(~11.1.do buvinfJ, o. +~:Lbrob.lüsto~;. i1Ull!f.\flC)~> en 
c1Jltivo ~e lleva a cab1J a ·troves de t1n "nuevo 11 ~i~;·~en1a ci~ 

internalizacidr\ el cual no e~ ir\hibible por man-6-Pr ~ir1 en1barg1l 
no caracterizaror\ de una n1anerQ m•ÍC pro~undo ea·te ~i~ten1a. Erl el 
labora·~orio d~l ~r~ Gorlzdle2:Noriega, $~ ha encor,·t1·ado tan1bi~l 
que p-glucu1'tl111daso de higado bov1rlo e~~ in·te1·1ializado a 
·fibrr.>blo."::it~c,~- ü t1·ové'f::- no ~Jc.,1c) d\~ f!<..:>te ºnur~VC) 11 ....:;i<.:;·l:.emo quID no 
r1:.-:iq1.1:i.er~~ ln pr0~;l--:on<:io del r-es:i.dl..10 de m1ln .... 6·~·1:. .. c:,:i.nt.1 ti:i111b:i.c-:-'n dml qu~' 
1·ec:c:lnoL:1.:.' e~::.·te r<::at~:i.duo ·Fos·foril11do •1unqt\e en menor p1·c,porcirSn 
<GCH\Z1:Íl<t·~~-·Ml'.)T'i<:.~go. \~·t. ().1 i' \ll(lnU~:iC:1·:ttC) 10n prep11·rüc:ión ) ( 

En e$·~e ·tpaba.Jo cm presentan 0vider1cias de que 
li!;O~on1a:L q1.1e so p1•e$er1·~Q con10 n1od~lcr 1·ealmente es 
por un 11 \11..t<·~\'(Jc., ,.,..i.·::.t,cmi::i "' 1lnf1 vez tll:::r11·1.:,.1'c.) ele l\'l 

trnn-::;pC)·r··\.,().C!i:1 f..\l •::c)IT\p(.\·¡•·1.:..imQonti:' l:i.so':~t1rn1~.1.l ~ 

].1). G)rl:ZÍITl•:l 

\-~11d1:'..IC i t.•:\fht 
1.:: IÍ J. t1l11 e~~ 

Los l"e~ult.·~do<.:; c:in1.:ltic:c)~J. cl0 li:1 in\:.0:>1•n1:ll:i.:.:::•:tc:i.Ón dr.:- J!.'.·· .. 1;ilucuronidi.'l~J.1.i 
presmn·todo~ en 6s·~e ·trabaJo n1ue~t~an lQG siguientes 
ca~ücterí~tica~ p1•opias de un Gist~n1a clo pi1ioc:i·tosi~ ad~or·tivot 
a) dependimn·te de ti0n1pc )' ele ·ten1perat~roi 
b) cieperlde cie 1~ conccnt1• 1lci6n de enzima pr8Ger1·te en el N1adioc 

f1clem1{5 la ve.lt1c:i.dl),d d€:< int.e1·no.lizi:1c:iÓn dr~ l1l ]3-ql1.1t-:t..lr(:)J'lid1l$O. 
bovina es con1~>ctit>l~ cor' la velc>cidod esi>e1•Qclo er1 url prccID~o 
de pinocito~is adsorti\'U~ Hmn1os C•~lcula<jo que pa1•0 r1uest~'J 

gi~tema e~5 dro ~i.6%~ l~l Cllnl ec ~in1j.la1• a la repo1··~ncia po1· 
Hieber et al (61) para ].e encioci·tosio d0 eG·ta en2in10 Y e~ 
:LO~ v<::-'Ce~1-mo.y(;)r 1::., 11'.). v(.:-~J.1::ic:idüd n1::11'1ll1'.ll\ll~'nt1:;o r1~~pt:)r·l:,.:.\df.l pllT'(). J. 1:l 
endcci·~ocis flu{da u·tilizar\cio ~iRPc 
E~to~ recultodon son concistentes con un p1•oceso de endocito~is 
n1eciiQdo ~lbl' 1•0cepto1~~ 
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!:~1 e·~t.udio df.1 l·:-.i.~ conGti:l.nt.f.:i5 c:i.11ét.ic11t> clr~ i1"l·t.10rno.l:t:zo.c:ic)n 
derivadas de la$ curva~ dm sa·~urQcidn ( tabla 2 tndica que la 
V nsax de internali~acidn de la enzin1a que perletra v!a e~te nue~10 
1'e1:opto1' ~on comparablcG a 101s deQcritam ar\ otroo Gist~"'º~ da 
~)ir\oci·t.o5i5 ad~cr·ti''º~ ,~111 en1b1lrgop 1Q Km d~ in·ternalizacidn 9$ 
un orde:-,n dG;\ mo.g1·1j,-\:.\1d 1T1<~n(J'P qc\0 l(l c:1:)1'l'~~~~P•:,)l'ld'.L1:.--:int\~~ i:.' la. )~·-· 

glucuronida~a q1Jm eo captado por ~ib~oblaoto~ v{~ el l'Qcepto1' cie 
n1an--6-P} Este t'~ ~ido lino de l1~s cri·te1·icl~ q1Je ~o ob·~uvieror\ er' 
~l laboratorio pur~ n1o~trar lcl exi~·~~ni:iQ de ·~oc recep·~o1·m~ 
di~e1•en~a~ en ·Pib1•oblas·tos humane~ pa~o lo er~docito~i~ dm enzimam 
li!:i.OSOíl'lt:>.1~~~=> (\:lc)n:.~1{le:z•M•l•lr.)·r-i<~g·:i i~'l'. o.l~· J1tl).111.1SiC\"'i'\°,!:> ll-:•n pf'<t\p1:l'f'(~C::i.t:..'n) ~ 

Po1· otro. p 1:irt0.' r comp1;ir-i:.\ndo l.:·.1.~i c::i.n{~:'·t.ir.:'l!:i de- in'l:..t::.:orn1::iliz(,C:ic)n 'l 
un:ic)n de f.<-ql1.icuronid1:i~>'.l i:>. ·fibrobl1ls'l.:.o-:.i t~ncont.r•:ireio~ q1Je l1l 
cantidad de er)zima q~1e ~~ o~ocin u lo c6lula a 37°C es mayor a 
la carl·tidad (\e enzima que ~e aoocia o 4 ºe:~ Ecte incremen·~o 
pued~ ser úxplicodQ 0n dos ~orrr1aut a> que exiota un recicla.Je 
de recep·tores 1:omo en el caso del 1•ecep~o1' para man-6-P y/o~ b) 
'1ue exis·ta una poza intracelular n1LlY elevada capaz d~ sus·~it1Jir 
loo t•eceptoreu q1Je har\ d0saparccido de la men1brnnai D0 la enzin1a 
unido. ú sü·l:,uror.:ic~n < 12t5 u/mg) y ele~ lo. fCl1'.)>{:i.m•:1 1:i::i.ntidücl el(;,:. e:~nz:í.mi::i. 
internolizadn C132c5 u/n1g/h>v nocotro$ calc1Jlo."10!: q~e e~te nu~vo 
receptor pued0 s~r rmen1p:La~ado o r~u·~ilizado •lpro>1in1aclan1er\·te 

·cad13 5 n1in>r tJf\ tien1po ~crr1e.jonte al ·l'.ierr1po r0po~tado ~)oro 
el l~ece~>tor para mar1oca 1~1.1e e$ cie 5 "1in (46 >; stn en1bargo e~·te 
·~ien1po que t1en1os encon·trado p1Jede con1biar cuanclo la car\·ticiad 
·total cle enzin1a t1nicln sea cor1•egicia po~ la cor)·~idad de er12ima 

~~ :; i ~! 1:; el~~¡ !~1~~ {·~~; ~~ :~m s~.;;. e;~ •l ~~~~o~~ E·~~~~~ -~::~:~1.~~ ~ ú d ~~~·in~~~~~~~ ~i ~~::e ~i'. :}n :f.·~~:~~:p ~~:;~~~!~ 
el :Lig•:>.ndo no tien0 un•l 1nociulncic~ nega·~iva sobre el recep·tor 
( 1:Lv.l·41·4c.?c\·tf.~3> .·. t1c:L t.o.rribiény 0•,1 idi~1,s:i.i::i.'.:i prc::ov:i.1::is c>bt..en:Ldüt·1 -en el 
labo1·ato1~io tlon n1o~·~ri:~do la e}<i~tDncia de ur'a poza in·~erna mu~' 
i:>.lt..o p1::i.1'1J. •0~~t(·::O 11 n1.l<-?vo 11 rrl'c:ept,1.1r (Go11zÚle:z-i'.'ol'ie~l':l. fil¡ 9..1~· 
mc\nU'$CT":i.to en prep1l.r1~c:lón). 

lli~:-.. t:i.n-\·10.~¡ v:L·:i~¡ invol1.11::r1~d1:is l:?r\ lü in'l:.erni:>.l:i.=.~üt::i.Ón de 
liqi:irHit:is i:1 tr1:ivc-{~;: d{;;" re·c:ep·~opt;,c 11 en l<li!> r.:U1:llet"> el ligün('JO no 
nece~aT'iam0nte eu cond1~c1do al con1partin1ento lj.ooson1al yo harl 
$ido r0po1•tadas C2:L)y por lo que res1Jlt¿ importante icl~ntificor 
el compar·t:i.n1en·to al c1Jal · la ~-glucuroniclasa bovina eu 
t..rc.Ln'!:-port.1:icl11 d<:~S\:H1~<1:i dtt\ ser i1-.t.e·f'n11l i~!•:.\d1:l (, 
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L.ü lr.H:o.li::-::1:.>.f.::i.cJn t:i1~<.1q1J:Í.mi<.-:•'.l do }~·-·cJ11Jc1..\ro11:td1:ir.;.1:i bovina. ·fl..l\!-~ 1.i11 
prj.mer indir.:io c:l8' q1Je rísti:.\ enz:lma es·t,1:Í $iendrJ ·t,r1:inspo1 .. ·t.ad1:i 
a un CtJmparttmerlto c1ue por ~u ciimponicidn p~rlr\uclear e$ 
i1jerlti~:Lcaclo como lisosomap yo que conc1Jerc:la con la localizaci6n 
det a) el n1a·te~ial acumulado en estas c~lulas como consecuencia 
de la de~ic:Lerlcic enzim&·~ico (rr1uccpolisacdr-icioG y ganglidsidos>t 
b> •::izl <::omo 1(\ J.oc1J.J.i::'.:1::ic:ión ·t~·:in-1: .. o d€·~ l1:l ¡:-1--(4l1lcur<:ln:i.1.j1l~~'~ enclr5q1:.?n•:tv 
comt> d(~ l1:l J~<·· .. g:tuc:•Jr-c.1n:ld•:if.:.1:.\ h•Jrt1•:>.n•:l int.er111::il:i.z•::tdo. •::t t,ri::i.vt::{~~ del 
rIDceptor para n1cn-6-P~ 

El ~r~lccionan1iento de ·Pibf'oblcmtog c11.ie previarr1erlte h 1lb{o11 
·Lnt.1~-:-t"no.l izi::i.d<:> ¡~-~111.Jcuronitli:l~'~' bov:i.n•l t~·~::. un•:.. evidenG::Li:l m•:l'ti t2fi 
·Pavor d~ que esta enzin1a eG conducida al ccrnpa1•tirnento l:ioocomalv 
)'O q1..ie la ~raccidr1 en la c1..ial ge er\Contrd es·~a enzim•:1 con1:lgt•Q corl 
lo. ·f'r11c:ci<.1n ~~n l1:l r.:1.1•:il 5e enc1Jen·l~r(lfl 1<.1$ mürc:1:id<.1t'€~!'.i .lir.::.fJ~:s.c>mi:>.10.~~:.;. 
<he><osarrrin:idasa y n1ucopo.Lic~lcdridos> y o 1J11a der1sidad que 
cor1·esptJnde a la r~portada para el cornpa1•timerlto liso!~Oíl1al 
(:J.10~15) (3'5) 1 

CloPoquina y cloruro de a1ncr1io han cid1J u·tilizado1~ para en 
inhibir del r~cicla.Je de recep·to1~m~v ya que ~o~oc 
compuestbc ·~ienen la ~>ropieciad d0 alterar el pH lisoson1al e 
inhibir por 1:rJn~;;c·?C1..tenc:io. l(l lib<-:-T'•:l.t::id'n ch;:.1 l:lgo.ndr.> clt;~ ~;}U 
receptor.En 01 caso del r0ce~>·~or pa1·a n1an-6-P se t1a rr1o~trado qum 
r~l empleo de 1J.J.guno el€.\ e~::.'l:.D$ l'..\t;.1t:-:int~ID!:3. l:i.~~O .. ;'.j<.1111otr-r5pic:o~::. hi:\c:1:z. q1..1<r:.' 
loG rece~)·tores ocupados q1Jeden der1t1~0 dm la vesícula endocÍtico, 
cicsapa1·~cie11ci() ele la 1r1err1brnrla plas1n6·ti~a y como con~~ClJer,cia la 
pir1oci·to~is d~ las hidrolaqa~ se v0 1~ba·tid1l (46y26)~ En ~1 

labora·torio oo t111 encor1·~rado c¡ue el empleo clo1·oqu1na o clo1·uro 
dc-::i (llTIOn·io 110 i.nhibí:·n .li.J. ci:ipt1:icirJn d~~ J~··-~1.luc1.1ronic:!1:lf.'~1.:t bovin1::i 1.l 

+'ibrt:)blo'.;;tc)<::;. h1..11Y1t"..\no•:> (Cicln:~1{l1:·:::."":-··i~.\0·1·i1f:t;1c1 1.~~t. 1:il i• rtiünu.t.:~cr:Ltt1 \i:.'n 
prDi)aracidn>~ [le ec·to$ rrasult(lcj(l<~ pensamo!J (~1Je p11eci~ exi~tir una 
r•J·ta di~e1'8rlt~ en .La cor1ciLJcc·~6n d~ fi-gluc1J1'or1id11·~a bovir1a )' que 
sin en1bargo t1ace qu0 cu d~s·~ino ~irlal !~C1l el compa1··~irr1en·to 
l i~~o~;.C)H1i::il (· 

En t6rn1inc~ de reDn1plazo enzin1&·tico, se t1an tratado da enco11·tra~ 
di·f<orent€:.'$ rec:eptor0$ inVr.)ll.lCT"1'.lc:loi1 fa\n 1.:l co.pt .. üc:lc)n de hici·pol1::i.~>11~~1· 
capaces de corldl1cir 6ra·tas al compart:lmertto lisoscmal pa1~,~ 
-¡•es·t.:i.·1,:,u.:i.r ].,:i, ví•::i. de d€.'g·podi:1cioí·l •:i·Vec:t.i:idü ( 1112) I· En c~:.'\'.c;.~ t.r1:ibo,,j() 
r1osotro~ n1os·t1~a1r1os tambi~n q1Je la p-glucuronida$Q bc)~ina es capaz 
de ·p(7~st:i.t,1..1:1.P li::t vÍ1J. drJ dr.::~~1r1:1d•J.cicln dt0 :l(JS Mf··s~ 
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El desc11b~tmiento de 1Jn nuevo receptor invol1Jcrado en la 
interni:1liz1:ición de )3-glucu·Ponidi::i.s¡i:'J. bovini:1v di-f',~·r .. ent .. e ..:il recep·t-JoT· 
para man-o-Pw es una al·terna·tiva bastante otrüctiva en la 
b~5qued·~ do seRalo$ involuc~adas en la vía biosint~tica de lac 
enzin1as lisosomalms, y así como ·tan1bi~n en la b~~queda de 
receptores con Ur\a posible utilidad con ~ines de remplazo 
enzinn:Ítico" 

Fin•:'.\lmen-t\: ~~l descubP:Lmii:.,nto de= otro -:'31stert1r1 df~ int.eT'n1:il:i.:=1:1.Cii.5n 
para un~ ~nzima li~osoffial obre lri~ Giguientes interrogantes: 

a)lC1J&l es el papel qu~ el receptor JuQga en la c~lula ? 
Evidencias previa~ obter)idos en el laboratorio han ffio~·~rado que 
la cantidQd de sitio9 de uni~i para la enzima es ma)•or den·tro de 
lü cél1Jl1:l. que en membro.na pli:lsmi{tico..~ E~t,-.i. ob..,:;.e·r-,10.ciÓr'I o.brr.::i 19. 
po~ibilidad d~ q1Jc a sen1~Janza de lo~ q11~ ~ucede con 81 r~ceptor 
para ·rrran-6-P, el papml principal de este "n1Jevop receptor ~e 
encuen·tre en algun paso de la v{u bioeint~·tica d0 las enzin1a~ 
licoson1ale~. Par1~ comp1~obarlc ~~rd neces~r1o detern1in1:i.r si otra~ 
en;;::i.mi:l~ lt~o<;;.Omüle~ to.mbifÍn pi_\eden ~;0r C(1pt .. o.d.:1.s •:l tr(tvés de este 
receptor., üs.{ como tümbién d0termin·:i·í" l1:i distribuc:::.Ón 
intracelular d~l n1i~1110 en los di$tintos comportimen·to~ 

'!J.ubcelul1:i.res involucr1:t.do~ en 111 VÍ•l. biosintético. de lo.~ 
hidrolo.~i:l~+ 

b>{S~ \~nc1Jentra en o·tros ·~ipo~ celulares este ~n,Jevo receptorª? 
Evidencias pre'1ias ( dato~ no rr1ostr~dos ) ap1Jnt~n a la presencio 
de 12~5t,ia rE:"cept .. or en célul•:is C:.Ho-1-.:1 CHO V1:1I' ~ ) v ';-'•:1 que est11~ 
~~lula~ el s0r inc•Jbadas en pres~nciQ de ~·-gluc1Jronidasa bovir1a 
mos·traron un liger'J incremen·~o en la cun·tid~d de er1=i~··1 ·~scci•1da. 
No obs\•).n:=-e debido 1:1 lo S.'?-nt.ido.d de cnzimo cndóoani:i propi1'.l de 
es.ti:is celuli:i.~ 1• es.te di:s.'\:..o •:l'.!n debe de ~er tomüdo con -~- .. :-~:.'2-f''.'t:l. .. 

c)(Porqud p-gl1Jc1Jronidasa bo\1ir\a presenta lln~ 1T1•1>·or proporcidn 
del compon8nte qu0 {:"S rc::con<:>cido por ·al '1 nue'•IJ '1 receptor en 
e •::imp 11 ro.e: i o'n e on J3--q 1 u e u r·on i. d .-.1~::.·J. h 1.irr111n 1:J. 'I' 

C().be· señ1:i.li:1r lü pos.ibi lidi:1d de q1..le es-terno~:";. ·fr{?.onte n un -f'enÓl'fn~no 
cüsuistico q1J0 ~ste J•eceptor es.t~ 1nvol1Jcrado er'I el 
reconocimiento de o·tra~ ~ro·tn{~Q~ di~eren·tes 1'J. laG hidrolQsao, 
por lo que creo q1.ie -r•.:::-<.:-ult.:1 im.portünte el g0n•?roliz,:i.rlo 1). t.ri:ivés 
del reconocimiento de otras en=iíl1•1s :Lisoson1ales. 
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CONCLUi3tQN 

A pürt:l r de 
con(::1ui·f' qufC't. 

loe di:i.t,0~3 'ln·t,e1 .. if.)i rment.e f.)\Jd ~1110~.:. 

b) 

,-;:) 

f.<··q l\1c1.1,·onicl•l<Z>o:l dl<l h·.(9.::idi:i 'bo\/:l1~0 ,.;,;;;:·,·:c<lp"t,<.ld<l o. 3':(b1•obl•::ist,o~ 
\·,un11::i.rH:)C. en cu.t·l:..·:i,16 .·'. .. '"J. ·t.ri:>.\,1tÍ~:· __ tfci-.::1in<:.O.ist:·e111"0. ':" ~·é ·. <,rJi_n·:~cl·tcoir.; 
•:Hlscwt.iv•lv .:i. t.·r,we'c dl'i ün l'ecepto1'·i<:1f:refer1+.e :ciel'·;r(l)i;:ép·t.or q1.1Gi 
l"<::.\c:onocf~ rc111n·-6·~·P '° - -:>: <~:':·· .~. 

, '"··-~-z":~¡:·;=- ,-. _,.,, ;;·.,·- ,.,r ,,-.;~' 
tC_-'._-,_~-: --'· ••• ,;,.-,:,-,:_,,;-~ -,- .,_,j;:'.) 

C~ue est1::i. en:zimi:'l de~1puID~ .. d,G( __ ~'.~,r::·_~·int.Srni:'lli:iO.d1'.l_'._ a , .. :p:it{:·-r-Ot{:b.1.-S·hos 
1¡~;:; t,·¡•,1.\'1<.:;pol"t,o.cl•l o::iJ. Cl)ll1p•ll't.ÍfC1en:t.o ·:i,~i:':;i:i~tj\¡j,:;i:¡c;· ···" }:\f;;'C" ... ,. 

En el comp.nti111e1Yt.o licoconull es c•:i.po:i.z de .,-1Jt.~~;'.1.];IIT':-v{Q dr. 
deg,..1:'.l.d1:-ir::ldn de lo'.:'t \t1'.1<.:-opol:i~C:t:;árido~. ·- , ... :·~~,~'".:>>:' 
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RESUMEN. 

El descubrimiento y la identificación de cerca de 30 enfermedades por atesora
miento l i sosoma l se ha qenerado en las últimas dos de cadas. En este tipo de en
fermedades, la deficiencia de alguna de las enzimas lisosomales trae como conse 
cuencia la acumulación del material no degradado en lisosomas. -

En los estudios sobre la captación de las enzimas lisosomales en fibroblastos 
provenientes de pacientes con alguna enfermedad por atesoramiento, se ha demos
trado que estas son captadas a través de un proceso de pinocitosis adsortiva. En 
este proceso, un receptor presente en membrana plasmática, el .cual reconoce el 
azúcar man-6-P, une la molécula de la enzima y la conduce al compartimeinto liso 
somal. -

A la fecha se sabe que este recptor desempeña su papel principal en la conduc
ción de las enzimas lisosomales recien sintetizadas a lisosoma. 

En este trabajo se ha estudiado la captación de ~-glucuronidasa de hígado bovino 
a fibroblastos humanos en cultivo, la cual es captada a traves de un receptor di 
ferente al que reconoce man-6-P (González-Noriega et al, manuscrito en prepara--
ción). --

Las curvas de saturación de la internalización de ~-glucuronidasa bovina a fibro
blastos humanos muestran que esta enzima es captada a traves de un proceso de .Pi
nocitosis adsortiva. La localización citoquímica de la enzima que ha internaliza
do, así como el uso del fraccionamiento subcelular muestran que ~-glucuronidasa 
bovina es conducida al compartimento lisosomal. La pérdida de radioactivi~dad aso-

. ciada a MP35s muestran que esta enzima después de llegar al compartimento lisoso 
mal es capaz de restituir la vía de deqradación de los mismos, los cuales· son su
sustrato natural. 
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