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RESUMEN

La endocitosis de la B-glucuronidasa de higado bovino en fibroblastos humanos en cultivo es
mediads por dos receptores de membrana, E! primero reconoce al marcador de manosa
6-fosfato, mientras que el segundo reconoce a un "nueve" marcador. Aunque el "nuevo"
marcador ya fue purificado, su caracterizacion quimica no se pudo !levar a cabo, debido a
problemas de contaminacion no controlada y a que probablemente el marcador se modificd por
las condiciones de purificacion. En este trabajo se presenta un protocolo altemo para la
purificacion de un péptido, a partir de la §-glucuronidasa de higado bovinio, que contenga el
"nueve” marcador de reconocimiento. Este protocolo esta basado en digestion de la -
glucuronidasa de higado bovino pura con pronasa, cromatografia de exclusion molecular,
Sefadex G-25, Sefadex G-10 y cromatografia de intercambio catidnico en carboximetil
celulosa. De esta manera, se logrd purificar 1,000 veces un péptido de 300 daltones que actua
como inhibidor competitivo de la endocitosis de la B-glucuronidasa de higado bovino en
fibroblastos humanos en cultivo, lo que sugiere una semejanza entre al marcador dela enzima y
cl inhibidor presente cn el péptido. Se considera que el péptido se encuentra lo suficientemente
puro como para proceder por medio de espectrometria de masas y resonancia magnética
nuclear a la caracterizacion quimica del marcador.



INTRODUCCION

Los lisasomas son orgnulos citoplasméticos que contienen al menos 50 hidrolasas acidas
entre las que se pueden encontrar: fosfatasas, nucleasas, glicosidasas, proteasas, peptidasas,
sulfatasas y lipasas (1). Estos orgdnulos estdn involucrados en Ia destruccion de agentes
infecciosos que son fagacitados, asl como en la degradacion de macromoléculas enddgenas y
de aquellas que entran a la célula por endocitosis mediada por receptor. Ademas, los lisosomas
participan en el recambio de componentes intracelulares (autofagia) y en el remodelamiento de
tejidas y huesos (2).

El interés en los lisosomas y enzimas lisasomales ha sido estimulado por la existencia de
cerca de 30 transtornos genéticos de humanos, en los que la deficiencia en una enzima permite
que haya un acimulo lisosomal del sustrato no degradado lo que genera una patologia celular y
por lo tanto una enfermedad degenerativa que es progresiva y en la mayoria de los casos
produce la muerte del paciente a edades tempranas (2).

ANTECEDENTES HISTORICOS

Aunque el término lisosoma fue acufiado por de Duve a principio de la década de 1950, su
existencia funcional se conocia gracias a los trabajos de Metchnikoft quien a finales del siglo
XIX descubrio 1a funcion fagacitica de los macrofagos y establecio que esta funcion estd
intimamente ligada a la digestion intracelular (3). Sin embargo, ¢l concepto bioquimico de los
lisosomas como vesiculas cuyo pH es Acido y que contienen enzimas hidroliticas, surge como
resultado de los trabajos de Berthet y de Duve (4) en relacion a la localizacion subcelular de fa
fosfatasa 4cida en higado de rata. Su existencia y propiedades fueron inferidos al observar que
la fosfatasa acida y otras hidrolasas écidas son enzimas latentes que se encuentran dentro de
vesiculas celulares impermeables a sustratos afiadidos exdgenamente (3).

El conocimiento que hoy se tiene sobre el sistema lisosomal se debe al trabajo
multidisciplinario de diversos lsboratonios. Asi, entre los primeros trabgjos que se realizaron
para caracterizar a los lisosomas, estin los de microscopia electronica realizados por Novikoff
y col (5), quienes por medio de técnicas citoquimicas para 13 fosfatasa acida (marcador del
lisosoma) obtuvieron las primeras fotografias de los lisosomas, asi conio tambien observaron
una serie de veslculas relacionadas al sistema lisosomal como son: los autolisosomas, los
cuerpos nultivesiculares y los cuerpos residuales. Por otra parte, Strauss (6) obtuvo las
primeras evidencias directas sobre la actividad digestiva de los lisosomas en diferentes
matenales endocitados por la célula. Mediante procedimientos citoquimicos y de
fraccionamiento subcelular pudo seguir el destino de la peroxidesa de rébano después de su
internalizacion a las células de higado y nfién. De esta forma, encontrd que este malerial
exdgeno primero se acumula en grénulos citoplasmaticos, 2 los que llamé fagosomas, en el
siguiente estado, los fagosomas se uncn con los lisosomas, que tifien positivamente para la
fosfatasa &cida, para formar los fagolisosomas, que tifien positivamente para la peroxidasa y
fosfatasa 4cida. Estas observaciones, permitieron & de Duve y Wattiaux (7) determinar la
existencia de dos tipos de lisosomas: a) lisosomas primarios, que son aquellas vesiculas que
contienen enzimas lisosomales sintetizadas de novo y que no han participado en un fenémeno
digestivo y b) lisosomas secundarios, que son aquellas vesiculas que no solo contienen
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hidrolasas fcidas, sino también sustzatos tomados del espacio extracelular por endocitosis o de
Ia propia célula por mecanismos de autofagia.

El estudio de pacientes con transtornos en el metabolismo de macromoléculas que deben ser
degradadas en los lisosomas, permitié conocer que enzimas estdn presentes en éstos, asi como
los sustratos que son degradados en este organulo. Asi, Hers (8), en células provenicntes de
pacientes con glucogenosis tipo II, encontré que el glucdgeno se acimula en los lisosomas
debido a que estos pacientes tienen una deficiencia para la a-glicosidasa, la cual interviene en
el catabolismo del glucdgeno. Ademds, los estudios de los transtornos genéticos del
catabolismo de mucopolisachridos permitieron descubrir, en fibroblastos en cultivo, un sistema
de endocitosis mediada por receptor, para la captura de enzimas lisosomales (9). Neufeld y
Cantz (10) mostraron que células en cultivo provenientes de pacientes con tales transtomos
acumulaban un exceso de mucopolisacaridos sulfatados, pero su nivel podia reducirse al normal
al incluir en el medio de cultivo concentrados de orina humana o bien secreciones de
fibroblastos en cultivo obtenidos a partir de sujetos normales. Posteriormente, o purificar los
principios activos de estos concentrados, o “factores correctivos” y determinar su funcion, se
encontrd que se trataba de enzimas hidroliticas. Por ejemplo, la sustancia purificada capaz de
normalizar ¢l catabolismo de mucopolisacAridos de células obtenidas a partir de pacientes con
el sindrome de Hurler (factor correctivo Hurler), mostrd ser la a-L-iduronidasa (11). Otra
sustancia correctiva para células obtenidas de pacientes con el sindrome de Hunter mostrd ser
la iduronidato sulfatasa. (12). La observacion de que en fibroblastos en cultivo la mayoria de
estos transtornos son corregidos mediante Ja adicion de 1a enzima de 1a cual carecen, generd un
considerable interés en la posibilidad de utilizar terapias de reemplazo enzimitico para este tipo
de desordenes (13).

HIPOTESIS SOBRE EL TRANSPORTE DE ENZIMAS LISOSOMALES

A principios de la década de 1970, el grupo de Palade (14) propuso un modelo para la
sintesis y transpore vectorial de proteinas secretorias en células pancreaticas exdcrinas, que se
puede resumir en seis pasos sucesivos: (i) sintesis de proteinas en polisomas unidos a reticulo
endoplésmico, (ii) descarga vectorial y segregacién de los polipéptidos nacientes dentro de las
cisternas del reticulo endoplésmico, (iii) transporte intracelular de proteinas desde el reticulo
endoplasmico hasta el Aparato de Golgi por medio de vesiculas transportadoras, (iv)
segregacion y empacado de proteinas secretorias en las vesiculas del Aparato de Golgi, (v)
almacenamiento temporal de proteinas secretorias y (vi) descarga por exocitosis de productos
al espacio intercelular.

Aunque ¢l modelo de transporte vectorial propuesto por Palade para proteinas secretorias se
acepté tambidn como vélido para el transporte de enzimas lisosomales y la formacion de
lisosomas primarios, no explicaba cémo y donde la célula segrega las proteinas que son
secretadas de aquellas que forman parte del sistema lisosomal, ni cual es la ruta que siguen las
hidrolasas 4cidas a través del Aparato de Golgi para formar a los lisosomas primarios.

Novikoff (15) basado en estudios ultraestructurales e histoquimicos de la distribucion de la
fosfatasa Acida, propusd una hipotesis para el transporte y segregacion de enzimas lisosomales,
que sugiere la existencia de muiltiples rutas de transporte, ast como maltiples sitios para Ja
segregacidn, que incluyen; el reticulo endoplismico, el Aparato de Golgi y los lisosomas. De
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esta forma, las hidrolasas dcidas pueden atravesar ¢l Golgi para luego terminar en vesiculas
consideradas como lisosomas primarios, las hidrolasas acidas pueden ser transportadas a Golgi
y permanecer como parte de ¢l y finalmente, las hidrolasas acidas pueden surgir del reticulo
endoplismico liso para formar otros tipos de lisosomas como cuerpos densos y vacuolas
autofagicas. Por otra parte, Goldstone y col (16) basados en experimentos de fraccionamiento
subcelular, sugirieron que existen regiones especializadas en ¢! reticulo endoplismico rugoso
(RER) para la sintesis de enzimas lisosomales diferentes a las regiones en que se sintetizan
proteinas secretorias. Sin embargo, estas hipdtesis no aclararon cual es ¢l mecanisino mediante
¢l cual las enzimas lisosomales son segregadas en ¢l Golgi de las proteinas sccretorias.

Por su parte, Hickman y Neufeld (17) al estudiar las propiedades de captura de enzimas
lisosomales en fibroblastos en cultivo, obtenidos de pacientes con mucolipidosis 1, conocidos
como células "I", enfermedad que se caracteriza por una severa deficiencia intracelular de
miltiples enzimas lisosomales y un acumulo en ¢l medio extracelular de ellas, observaron que
las hidrolasas 4cidas secretadas no son endocitadas por fibroblastos humanos normales ni
fibroblastos con la enfermedad de células "I", por ¢! contrario los fibroblastos obtenidos de
pacientes con la enfermedad de células “I", si son capaces de endocitar y retener hidrolasas
dcidas secretadas por fibroblastos normales. Estas observaciones les permitio postulur: a) ia
existencia de un marcador de reconocimiento similar o comiin en la mayoria de las enzimas
lisosomnales, asi como de receptores en la membrana plasmética para ¢l reconocimiento del
marcador. Este marcador esta ausente en enzimas lisosomales de fibroblastos obtenidos de
pacicntes con la enfermedad de células "I". b) La segregacion de proteinas ocume
extracelularmente, es decir, las enzinas hidroliticas son normalmente sccretadas al medio
extracelular y Juego introducidas a fos lisosomas de fibroblastos en cultivo por recaptura
mediada por receptor. Este mecanismo para la segregacion de proteinas fue conocido como
hipétesis de "secrecion-recaptura”.Esta hipdtesis tuvo una gran importancia ya que propuso,
por primera vez, la existencia de un marcador comitn para la segregacion, transporte y
compartimentacién de todas las enzimas lisosomales. En los siguientes aflos varios grupos se
dieron a la tarea de comprobar este modelo asi como estudiar la naturaleza quimica del
marcador. Estos trabajos y nuevas observaciones gencraron otras hipbtesis, que en esencia son
modificaciones de la de “secrecion-recaptura”. Lloyd (18) sugirio que las hidrolasas Acidas
entran a los lisosomas cuando estos se forman por gemacion en el Golgi y que el marcador de
reconocimiento no es necesario para que las enzimas lisosomales entren a los lisosomas, sino
que s necesario para que las enzimas sean retenidas una vez que llegaron ahi. Esta hipotesis
esth basada en el hecho de que continuamente hay un reciclamiento de vesiculas de los
lisosomas a la membrana plasmética y viceversa, lo que permitié razonar que ¢l marcador de
reconocimiento es importante para anclar las hidrolasas écidas a las membranas de los
lisosomas y prevenir que éstas sean perdidas en el medio extracelular cuando de los lisosomas
surgen vesiculas exociticas, Esta hipdtesis fue descartada con las observaciones de Glaser y col
(19) ya que presentaron resultados que indicaban que el marcador de reconocimiento es
removido inmediatamente después de que les enzimas llegan a los lisosomas. von Figura y
Weber (20) basados en estudios inmunocitoquimicos propusicron una hipGtesis alterna, la cual
sugiere que una vez que las enzimas lisosomales llegan a la regidon del Golgi se unen a su
receptor, asi el complejo ligando receptor es transportado a la membrana plasmética y de ahl a



los lisosomas. En el caso de células "I", como no existe el marcador de reconocimiento, las
enzimas lisosomales son transportadas a la superficie celular no unidas a la membrana por lo
que son secretadas al medio externo. Esta hipdtesis era apoyada por el hecho de que se
detectaron hidrolasas dcidas en In membrana plasmatica de fibroblastos humanos normales que
podian ser liberadas con tripsinizacién suave.

NATURALEZA DEL MARCADOR DE RECONOCIMIENTO

Las investigaciones llevadas a cabo por Morell y col (21) sobre la vida media de las
proteinas séricas pusieron en relevancia el papel que juegan los carbohidratos como sefales de
reconocimiento en un sistema de endocitosis mediada por receptor. La ceruloplasmina en ef
torrente circulatorio tiene una vida media de varios dias; pero cuando se remueven de la
molécula los residuos de dcido sidlico terminales y quedan expuestos los residuos de galactosa,
su vida medin es de sdlo unos mintos. Subsecuentes investigaciones in virro mostraron la
presencia de receptores en la membrana plasmética de hepatocitos, que reconocen a las
glicoproteinas séricas que contienen residuos terminales de galactosa. Estos receptores son los
encargados de retirar las asialoglicoproteinas y transportarlas a los lisosomas (22). Estos
resultados dicron la pauta para pensar que probablemente las enzimas lisosomales tueran
reconocidas por medio de un residuo glicosidico para ser internadas en los fibroblastos. De esta
manera, Hickman y col (23) debido a que encontraron que después de la oxidacién con 0.01 M
de periodato de sodio la B-hexosaminidasa secretada por fibroblastos normales perdia sus
propiedades de captura, sin perder su actividad catalitica, postularon que ef marcador de
reconocimiento es un carbohidrato. La atencion se centré en los residuos de manosa ya que la
endocitosis de la f-galactosidasa en fibroblastos fue inhibida parcialmente por altas
concentraciones de manosa pero no por N-acetilglucosamina o bien después def tratamiento de
la enzima con a-manosidasa parcialmente purificada (24). La especificidad de fa débit inhibicion
causada por ln manosa permitid que se examinaran oligosacanidos que contenian manosa,
pensando que alguna caracteristica estructural secundaria presente en estos, por ejemplo un
enlace especifico, podria ser el factor critico para fa union de alta afinidad entre las enzimas
lisosomales y sus receptores (25). Entre los componentes que se probaron estén las mananas de
la pared celular de Saccharomyces cerevisae, caracterizadas por Ballou (26). Se encontré que
dos de estas mananas eran inhibidores muy potentes y su finica caracteristica en comun fue fa
presencia de manosa 6-fosfato (M6P). Asl mismo, Kaplan y col (27) demostraron que eran
realmente los residuos de MGP los marcadores de reconocimiento responsables de la
endocitosis de enzimas lisosomeles en fibroblastos. Esta observacién fue corroborada af
mostrar que cuando la f-glucuronidasa es pretratada con una fosfatasa pierde su capacidad de
ser endocitada. Resultados similares se obtuvieron con a-L-iduronidasa (28), B-hexosaminidasa
(29) y «-N-acetilglucosaminidasa (30). De todos los otros componentes fosforilados ensayados
en diversos sistemas, solo se obtuvo una inhibicion similar con fructuosa 1-fosfato, piranosa
que recuerda Ja estructura de la M6P. No se obtuvo efecto cuando se probaron otros ancares
fosforilados, aminoécidos fosforilados o nucléotidos.



TRASPORTE INTRACELULAR DE ENZIMAS LISOSOMALES

Al conocerse la naturaleza quimica del marcador de reconocimiento, se pudo poner a prueba
de forma muy sencilla fa hipotesis de "secrecion-recaptura”, Se supuso que si los fibroblastos en
cultivo se hacen crecer en presencia MGP, la cual inhibe la unién de las enzimas lisosomales a
su receptor o bien facilita su disociacion, se producida un agotamiento intracelular y un
acimulo extracelular de enzimas lisosomales. Sin embargo, esto no se encontrd ya que sélo se
produjo poco o ningiin cambio en los niveles enzimdticos intracelulares y sdlo un cambio
marginal en los niveles enziméiticos extracelulares (31).

Los estudios de unién de las enzimas lisosomales a su receptor muestran que ésta ocurre a
pl1 7.3, pH del medio de cultivo y del liquido extracelular, mientras que la disociacién ocurre a
pH 4.8 que corresponde a los endosomas y lisosomas (28 y 31). Gonzalez-Noriega y col (31)
basados en estas observaciones y por medio de aminas secundarias como cloruro de amonio y
cloroquina encontraron que: a) La cloroquina inhibe la endocitosis de enzimas exdgenas, ya que
al incrementar el pH de las vesiculas acidicas, se inhibe la disociacién del complejo
ligando-receptor intemalizado, lo que impide que ¢l receptor liberado regrese a la superficie y
por ende su reutilizacién. b) Al impedirse la disociacion del complejo enzima receptor se
generan fenocopias de células deficientes para el receptor lo cual puede ser observado al
cuantificar el nimero de receptores libres en la membrana. ¢) Al no haber receptores libres, la
célula carece de un medio para transportar a las enzimas lisosomales, lo que trae como
consecuencia que éstas sean secretadas y que las enzimas secretadas anormatmente contengan
el marcador de reconocimiento. Eslos estudios pemitieron proponer un modelo alterno para el
transporte de cnzimas lisosomales el cual propone que: a) Las enzimas lisosomales son
transportadas a los lisosomas sin necesidad de ser secretadas. b) Lla presencia del marcader
M6P permite a las enzimas lisosomales unirse a su receptor y de esta forma ser segregadas de
otras protelnas que deben ser secretadas. ¢) La enzima unida a su receptor es transportada a los
lisosomas en donde ¢! complejo enzima receptor se disocia y el receptor puede ser reciclade
para transportar otras enzimas lisosomales. d) Una fraccion del receptor estd presente en la
membrana plasmética donde puede recapturar aquella fraccion de enzimas lisosomales que
contienen el marcador y que han sido secretadas.

Las investigaciones que se han realizado hasta la fecha confirman la existencia de un
transporte vectorial [propuesto por Palade (14)) para enzimas lisosomales y la existencia de
mecanismos de segregacion intracelular para proteinas transportadas hasta Golgi (25).

Los conocimientos hasta ahora acumulados para e! transporte de enzimas lisosomales son
resumidos en la figura 1. En forma breve, todas las protelnas sintetizadas en polisomas unidos a
membrana en el reticulo endoplésmico rugoso, ya sean lisosomales, de secrecion o de
membrana, tiencn en comin una secuencia seflal, un tramo de 15 a 30 aminoicidos
principaimente hidrofobicos localizado en el extremo amino terminal (32). Cuando sobresale
del ribosoma esta secuencia seftal forma un complejo con una nbonucleoproteina llamada
particula de reconocimiento de la sefial, PRS (33), Posteriormente, este complejo se une a un
receptor en la superficie del RER llamado receptor PRS (34 y 35), y entonces la proteina
naciente es transferida al lumen del RER. Las enzimas lisosomales (al igual que muchas de las
proteinas de secrecién y de membrana) son glicosiladas cotraduccionalmente en residuos de
asparagina en posicién Asp-X-Treo/Ser. Este paso de glicosilacion incluye la transferencia en
bloque de un oligosacirido preformado (Cadena glicosidica unida a una cadena lipidica a través
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Figura 1. Transporte de enzimas lisosomales, Al penctrar al lumen del reticulo endoplismico,
las protelnas secretorias y enzimas lisosomales son glicosiladas mediante la transferencia de un
oligosacénido preformado (dolicol-p-p-oligosacérido). Las proteinas son transportadas a Golgi
donde los oligosacaridos de proteinas secretorias son procesados a cadenas complejes.y los
oligosacéridos de las enzimas lisosomales son fosforilados. Una vez fosforiladas, las cadenas
glicosidicas de enzimas lisosomales son reconocidas por dos tipos de receptores membranales
de 45 y 215 kd, los cunles las transportan al compartimiento prelisosomal. En este
compartimiento el complejo ligando-receptor se disocia, los receptores son reciclados al
Aparato de Golgi y las hidrolasas &cidas son llevadas a los lisosomas. Una pequefia fraccién de
las enzimas lisosomales fosforiladas no se unen a sus receptores, por lo que son secretadas,
pudiendo ser recapturadas por los receptores 215 kd presentes en la memebrana plasmatica (2).



de un enface pirofosfato, Gle3-Man9-GleNAc2-pp-Dolicol) al polipéptido naciente (36). En ¢!
RER, comienza el procesamiento de! oligosacarido, con fa excision de tres glucosas y una
manosa (37).

Las glicoprotelnas son transportadas desde c! reticulo endopldsmico al Golgi, por medio de
vesiculas lisas, en donde sufren una serie de modificaciones postraduccionales y luego son
conducidas a su destino final: lisosomas, granulos secretorios y membrana plasmética (38 y 39).
A través de su paso por el Golgi, los oligosacéridos de fas glicoproteinas de membrana y de
secrecion, son procesados a unidades de tipo complejo. Aungue algunos de los oligosaciridos
de las enzimas lisosomales sufren un procesamiento similar, la mayoria de ellas adquiere un
residuo fosfomanosil mediante Ia accion de 2 enzimas: i) la UDP-N-acetil-glucosamina
fosfotransferasa (fosfotransferasa) que transfiere N-acetilglucosamina 1-fosfato del aztcar
nucledtido UDP-GleNAc a el C-6 de residuos terminales de manosa, presente en cadenas de
alla manosa de las enzimas lisosomales, para dar un intermediario fosfodiester. i) La
N-acetilglucosamina  1-fosfodiester a-N-acetilglucosaminidasa remueve el residuo  de
N-acetilglucosamina para dar como resultado un fosfomonoester que funcionn como
componente esencial del marcador de reconocimiento (32 y 37).

La fosfotransferasa es la enzima clave para que las hidrolasas 4cidas adquieran el residuo de
MGP, por lo que debe ser capaz de reconocerlas especificamente, asi: a) La fosfotransferasa
parcialmente purificada, fosforila enzimas lisosomales 100 veces mejor que a glicoproteinas no
lisosomales que contienen oligosaciridos de alta manosa (40). b) Los glicopéptidos y
oligosacaridos de alta manosa son sustratos muy pobres para Ia fosfotransferasa. c) Las
enzimas lisosomales que fueron deglicositadas se comportan como potentes inhibidores de la
fosforilacion de enzimas lisosomales intactas; estos datos sugieren que la fosfotransferasa
reconoce un dominio proteico que es comun a todas las enzimas lisosomales pero que esta
ausente en glicoproteinas no lisosomales (41). En la enfermedad de células "I", existe una
mutacion en el gen de Ia fosfotransferasa por lo que las enzimas lisosomales no adquicren el
marcador de MGP, y al no ser reconocides por el receptor correspondiente son secretadas ¢
incluso no pueden ser recapturadas (32).

Las enzimas lisosomales que han adquirido el residuo fosfomanosit pueden unirse a su
receptor en la region cis del Golgi y atravesar el Aparato de Golgi como un complejo o bien
salir del Golgi en ese punto. Varios estudios inmunocitoquimicos y de microscopla electrénica
muestran que en algunas, pero no en todas las células, el receptor para M6P, esta concentrado
en la region cis del Golgi con muy bajos niveles en la regién trans del Golgi (42). Cuando las
células se incuban con tunicamicina (droga que inhibe la N-glicosilacion) se observa que los
receptores se acumulan solo en la region cis de! Golgi y en vesiculas cubiertas, pero no en los
lisosomas y/o endosomas y si las células se incuban en presencia de cloroquina ocurre una
acumulacion de receptores en los lisosomas y/o endosomas, Estas observaciones sugieren que
las enzimas lisosomales son reconocidas por su receptor en la region cis del Golgi y de ahi son
transportadas via vesiculas cubiertas a los lisosomas y/o endosomas (42). Sin embargo se ha
postulado que la segregacion de proteinas en la mayoria de las células ocurre en la regidn frans
del Golgi, aseveracion que es apoyada por las siguientes observaciones; a) La mayoria de las
enzimas lisosomales conticnen oligosacridos procesados hasta su regién terminal (43 y 44),
datos que indican que estas enzimas atraviesan por completo el Aparato de Golgi ya que las
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glicosiltransferasas responsables de la glicosilacion terminal residen en clementos de la region
trans del Golgi (36). b) Algunos estudios de la cinética de trifico de los receptores han
demostrado que éstos retornan a los compartimentos tardios del Golgi (1a red frans del Golgi),
mucho més frecuentemente que a os compartimentos tempranos del Golgi (45). ¢) Los
teceptores y las enzimas lisosomales se han localizado en vesiculas cubiertas de clatrina en la
region de la red rrans del Golgi (46). Los arAlisis bioguimicos y los estudios de
inmunolocalizacién revelan cantidades muy bajas o indetectables del receptor en los lisosomas,
pero cantidades significantes en estructuras endosomales, con identidad propia (47), lo que
permitié suponer que las vesiculas provenientes del Golgi que contienen los complejos
enzima-receptor son conducidos a los compartimentos acidicos prelisosomales/endosomales en
vez de a los lisosomas (47). El bajo pH de los compartimentos endosomales (pH 4.8) provoca
que ¢ complejo ligando receptor se disocie y las enzimas lisosomales liberadas sean conducidas
a los lisosomas, ademds, los receptores son reciclados al Golgi y membrana plasmética (31). La
pequefla proporcién de cnzimas lisosomales que son secretadas por las células al medio
extracelular, se unen a los receptores en la superficie celular para ser internalizadas via el
receptor para manosa 6-fosfato, el cual estd localizado en la superficie celular en depresiones
cubiertas de clatrina. Las enzimas lisosomales intemnalizadas entran a los compartimentos
endosomales en donde se disocian de los receptores para luego ser liberadas en los lisosomas.
(10 y 20), observacién que se ve demostrada con los siguientes trabajos: i) Los factores
correctivos (Enzimas lisosomales) afiadidos exégenamente son capaces de degradar cantidades
patolégicas de mucopolisacridos acumulados en fibroblastos provenientes de pacientes con
diferentes tipos de mucopolisacaridosis (10 y 48) ii) Varios procedimientos citoquimicos
demostraron que las enzimas afadidas se localizaron en vesiculas perinucleares.(48). iii) Los
estudios de fraccionamiento celular llevados a cabo en fibroblastos, a los que se les aftadio
enzimas exogenamente (o-L-iduronidasa y f-glucuronidasa) mostraron la presencia de estas
enzimas en fracciones que corresponden a lisosomas (49 y 50).

RECEPTORES PARA MANOSA-6-FOSFATO (MPR)
Se han aislado, caracterizado y clonado los ADNc de dos distintos MPR. Uno ¢s una

glicoproteina transmembranal con una Mr de 275,000. Este receptor une ligandos que
conticnen MGP en ausencia de cationes, por lo que se le ha llamado receptor para M6P
independiente dc cationes CI-MPR (51). El olro receptor es también una glicoproteina
transmembranal con una Mr de 46,000; las formas bovina y murina de este receplor requieren
cationes para una optima unién, por lo que se le refiere como receptor para M6P dependiente
de cationes CD-MPR (52). Ambos receptores muestran una especificidad similar de unién hacia
oligosacridos fosforilados, aunque prefieren oligosacaridos con dos fosfomonoesteres mas que
aquelios con un fosfomonoester (53)

Los andlisis de secuencia, combinados con expenmentos de proteolisis indican que cl
precursor de CI-MPR consiste de una secuencia sefal amino terminal de 44 residuos, un
dominio extracitoplismico de 2269 residuos, una regién Unica transmembranal de 23 residuos y
un dominio citoplismico carboxilo terminal de 163 residuos. El dominio extracitopl4smico
contiene 19 sitios potenciales para glicosilacion de los cuales al menos 2 son utilizados, por eso,
el tamafio de la glicoproteina madura es de entre 275 y 300 kDa. El dominio extracitoplésmico
también tiene una estructura repetitiva de !5 segmentos de aproximadatnente 147 amino4cidos



cada uno. Cadn segmento comparte similaridad en la secuencia en un porcentaje del 16 al 38%.
La localizacidn de los residuos de cisteina estin altamente conservados entre los segmentos (54
y 55).

El CD-MPR también consiste de 4 dominios estructurales: Una secuencia sefial en el amino
terminal de 28 residuos, un dominio extracitoplismico de 159 residuos, una region
transmembranal Unica de 25 residuos y un dominio citoplasmico en el carboxilo terminal de 67
residuos. El dominio extracitoplasmico es similar a cada una de las unidades repetitivas del
CI-MPR, con identidades en la secuencia del 14 al 28% lo que sugiere que ambos receptores
provienen de un ancestro comin y que el CI-MPR surgia por duplicacion de una secuencia
ancestral tnica. En contraste no existen similaridades significantes entre sus secuencias sefial,
regién transmembranal y dominios citoplésmico (54 y 55).

La evidencia muestra que el CI-MPR participa tanto en la segregacion de enzimas
lisosomales sintetizadas de novo, asi como en la endocitosis de enzimas lisosomales
extracclulares, mientras que el CD-MPR sélo participa en la segregacién de enzimas
lisosomales. Asi, las células en cultivo que carecen de CI-MPR endégenos (56) o son agotadas
del CI-MPR mediante tratamiento con anticuerpos cspecificos (57 y 58) secretan
aproximadamente ¢l 70% de las enzimas lisosomales sintetizadas de novo y no son capaces de
endocitar enzimas lisosomales extracelulares. La segregacion y endocitosis defectuosos, que se
dan en células que carecen de CI-MPR, s corregida mediante transfeccién con ef ADNe del
CI-MPR.(59 y 60). La scgregacion residual de enzimas lisosomales que se da en las células
deficientes del CI-MPR al parecer es mediada por el CD-MPR, ya que después del tratamiento
de las células con anticuerpos anti-CD-MPR existe un incremento en la secrecion de hidrolasas
4cidas(58).

Un dalo intercsanie es que al clonarse y secuenciarse el receptor para el factor de
crecimiento 11 semejante a insulina (IGF-H) se descubrié que su secuencia correspondia a Iz del
CI-MPR (61). Los estudios bioquimicos muestran que ambos receptores son la misma proteina
ya que pueden unir simuliéneamente residuos de fosfomanosil ¢ IGF-11, una homtona
polipeptidica no glicosilada (62 y 63). En contraste ¢! CD-MPR no es capaz de unir IGF-11 (62
y 64). El significado biolégico de estos descubrimientos no es muy claro. Se conoce que el
CI-MPR une ¢ internaliza en la superficie celular IGF-II y que lo conduce a los lisosomas
donde es degradado (65). De esta manera el receptor serviria para retirar el IGF-II de
circulacion. Pero la pregunta critica es si ¢l IGF-11 af unirse al CI-MPR da como resultado la
transduccién de una sefial.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Aunque ¢l sistema para el transporte y segregacion de las proteinas que conlienen el
marcador de M6P ¢s importante, seguramente no es el Unico. Existen evidencias que confirman
la existencia de rutas altemas, por ejemplo, algunos grupos celulares (células Kupffer,
hepatocitos y leucocitos) provenientes de pacientes con enfermedad de Células "I"
(mucolipidosis I1) y polidistrofia pseudo-Hurler (mucolipidosis 11T), presentan niveles normales
de enzimas lisosomales, a pesar de tener la deficiencia caracteristica en ln actividad de
fosfotransferasa por lo que no pueden adquirir el marcador de reconocimiento de M6P (66 y
67). Ademés, aunque los fibroblastos de pacientes con mucolipidosis 11 secretan la mayoria de



las enzimas lisosomales al medio, existen algunas actividades normales, tal es el caso de la
fosfatasa acida (68).

La presencia de un sistems independiente del marcador de MGP para el transporte y
segregacion de las enzimas lisosomales, se ve apoyada también por los trabajos de Rijnboutt y
col (69) y Glickman y Kornfeld (70). El primero en sus experimentos de pulso y caza en
hepatoma humano HepG2, encontrd que la Catepsina D en presencia de tunicamicing (droga
que inhibe la N-glicosilacién y por lo tanto la formacién del marcador de MGP) sdlo es
parcialmente secretada al medio de cultivo, encontrando también que el transporte es llevado a
cabo cuando la procatepsina D se nsocia de manera especifica a la membrana,
independientemente del marcador de M6P. Por su parte Glickman y Kornfeld (70) al trabajar
con una linea celular linfoblastoide B, obtenida a partir de pacientes con enfermedad de células
"I", encontrason que solo el 45% de fa Catepsina D es secretade al medio de cultivo y que ef
transporte a lisosomas en esta linea celular es medindo de manera especifica por una region en
el carboxilo terminal de Ja procatepsina D.

Otras evidencias sobre un sistema independiente de M6P, surgen de los estudios realizados
en fibroblastos provenientes de pacientes con mucopolisacaridosis VII (enfermedad que se
caracleriza por una deficiencia en la enzima Jisosomal f-glucuronidasa), asi, Ullrich y col (30)
encontraron que la endocitosis adsortiva de fa f3-glucuronidasa de higado de rata no se ve
afectada por la presencia de azdcares fosforilados o por tratamiento de la enzima con fosfatasa
alcalina. De igual manera, Hieber y col (71) deniostraron que la endocitosis adsortiva de Ja -
glucuronidasa de higado bovino tampoco cs afectada por la presencia de M6P o por las altas
concentraciones de otras enzimas lisosomales que contienen el residuo de M6P.

En sus investigaciones, Gonzalez-Noricga y col (72) han observado que: a) La endocitosis
de la P-glucuronidasa de bazo humano es completamente inhibida cuando se encuentra en
presencia de MGP, cuando cs pretratade con fosfatasa &cida y endoglicosidasas H o F, pero fa
endocitosis de la f-glucuronidasa de bazo y de higado bovino s6lo cs parcialmente inhibida
(23%) por los mismos tratamientos. b) Los anticuerpos anti-receptor de MGP de 215 kDa son
capaces de inhibir selectivamente la endocitosis de la B-glucuronidasa humana, pero no de la f3-
glucuronidasa bovina. Eslos cstudios permitieron proponer la existencia de dos sistemas de
endocitosis diferentes, e independientes, para Ja captura de hidrolasas &cidas por fibroblastos
humanos, de los cuales ¢l sistema de M6P es responsable de aproximadamente ¢l 23% de Ia
endocitosis de la enzima bovina mientras que ¢l nuevo sistema propuesto es el responsable de
aproximadamente un 80% de la endocitosis de la f-glucuronidasa bovina.

Estas observaciones sugieren la existencia de una via alterna para la endocitosis de la f3-
glucuronidasa bovina y en la actualidad se esté trabajando en el laboratorio para caracterizarla.
El trabajo se ha dividido en dos partes: 8) purificacidn y caracterizacién del receptor presente
en membranas las de fibroblastos humanos, asi como la obtencién de anticuerpos en contra del
receptor para la realizacion de experimentos inmunocitoquimicos, b) identificacién del "nuevo”
marcador, para conocer en que enzimas lisosomales se encuentra y en que lugar de la célula se
adquiere.

Previamente en cl laboralorio se han utilizado varios enfoques para determinar la naturaleza
quimica de} nuevo marcador de reconocimienio, De manera breve: a) Se han analizado una
seric de azicares, neutros, Acidos, bésicos, fosfonlados o bien sulfatados no encontrandose



ninguno que tengs la capacidad de inhibir fa endocitosis de la B-glucuronidasa de higade
bovino. b) se ha encontrado que una mezcia de péptidos son capaces de inhibir la endocitosis
de la enzima bovina; sin embargo, se ha descartado que el inhibidor sea una secuencia peptidica
ya que conserva su capacidad de inhibir la endocitosis a pesar de ser digerido exhaustivamente
con pronasa. c) Existe In posibilidad de que el nuevo marcador esté unido a una cadena
glicosidica ya que puede ser scparado de la enzima bajo las mismas condiciones en que se
puede hidrolizar la unién O-ser/thr por la que ciertas cadenas glicosidicas se unen a las
proteinas, d) La molécula aislada tiene un PM de 121, no se une a columnas de intercambio
anidnico pero si a columnas de intercambio catiénico lo que sugiere que contiene grupos
amino, pero no carboxilicos. Este tipo de resultados ha obligsdo a buscar cstrategias
alternativas a fin de proceder a la caracterizacion quimica del marcador mediante resonancia
magnética nuclear (NMR) y espectrometria de masas. Gonzdlez-Noriega y col (73)
describieron la purificacién del "nuevo" marcador de reconocimiento para la endocitosis de I
f-glucuronidasa de higado bovino, mediante B-eliminacion con 50 mM de NaOH y reduccién
con 3H borhidruro de sodio a partir de un extracto crudo de higado bovino, Sin embargo, ¢l
método de purificacién descrito es en si muy laborioso y en los andlisis de NMR y
espectrometria de mnasas, realizados para establecer su identidad quimica, aparecen una gran
cantidad de contaminantes producto de la degradacién de la matriz de las resinas sintéticas de
Dowex, P2 y Amberlita que s¢ arrastraron durante todo el proceso de purificacién y no se
pudicron detectar dada la sensibilidad de fas técnicas utilizadas, Por otra parte, con este método
probablemente el marcador se modifica quimicamente por las condiciones de liberacion y
reduccion. En suma, los problemas encontrados con este método de purificacién obligaron a
establecer un protocolo alterno para la purificacién del marcador, que sea menos laborioso,
evite en lo posible contaminaciones no controladas y que no modifique la estructura quimica del
marcador.



OBJETIVO

El siguiente trabajo tiene como objetivo el establecer un protocolo para la purificacion de un
péptido que contiene un "nuevo" marcador de reconocimiento para la endocitosis de la -
glucuronidasa de higado bovino en fibroblastos humanas en cultivo.



MATERIALES

L SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

1.1- SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA CON FOSFATOS (PBS)

Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Cloruro de potasio (J.T. Baker)

Fosfalo de sodio monobésico (J.T. Baker)
Fosfato de potasio monobasico (J.T. Baker)

1.2- AMORTIGUADGR DE GLICINA CARBONATO
Glicina (Sigma)

Carbonato de sodio (J.T. Baker)
Hidréxido de sodio (Merk)
Ajustar pH 10.5

1.3- AMORTIGUADOR TRIS-FOSFATQ
Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Fosfato de sodio monobésico (J.T. Baker)
Tris-HCl (Sigma)
Azida de sodio (Sigma)

14- SOLUCION AMORTIGUADGRA PARA ACOPLAMIENTO
Bicarbonato de sodio (J.T. Baker)
Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Ajustar pH 8.3

1.5-LIQUIDO DE BRAY

Naftaleno (J.T. Baker)
PPO (Du Pont)
Etilenglicol (J.T. Baker)
Metanol (sigma)

Dioxano (J.T. Baker)

L. MEDIOS DE CULﬂVd
ILI- MEDIQ ESENCIAL MINIMO (MEM)
Medio minimo de Eagle (Gibco)
Bicarbonato de sodio (J.T. Baker)
Piruvato de sodio (Sigma)
Suero fetal bovino (Gibco)
inactivado 30 min a 50°C
Aforara I L con agua tridestilada
Filtrar en filtro Millipore de 0.22 ym
il.2- MEM-BES
Medio minimo de Eagle (Gibco)
Bes (sigms)
Piruvato de sodio (sigma)
Alblimina de suero bovino (sigma)
Ajustar pH 6.8
Aforar con agua tridestilada

i3

150 mM
2.6 mM
8.0 mM
1.4 mM

032 M
020M
0.18 M

0.1SM
00IM
001 M
0.025%

0.1 M
05M

70 g/l
4glL

20 mi/l
100 mi/L.
aforara I L

9.6 g/L
22g/L
0.1 gL

100 m/L

9.6 g/L
53g/L
0.1gL
10g/L
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Filtrar con filtro Millipore de 0.22 pm
11.3- VERSENQ

EDTA (J.T. Baker) 0.2¢/lL
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 8.2g/L
Cloruro de potasio (J.T. Baker) 0.4 g/L.
Tris-base (Sigma) 3.0g/L
Rojo fenol (Sol. al 5%) Merk 2.0ml

Aforara 1 L con agua bidestilada
Filtrar con filtro Millipore de 0.22 um

1L4- SOLUCION DE TRIPSINA
Tripsina (Difco) 1.25g
Solucién de verseno 500 mi
Filtrar con filtro Millipore de 0.22 pm

METODOS

1. PURIFICACION DE ENZIMAS
1.1~ B-GLUCURONIDASA DE HIGADO BOVINO

La purificacion de la B-glucuronidasa de higado bovino (E.C. 3.2.1. 31) se realizd de
acuerdo con el mélodo descrito por Himeno y col (74) y modificado en el laboratorio para
climinar el marcador de M6P (75). E! higado bovino crudo se homogeniz6 en solucion
amortiguadora de acetalos 0.07 M, pH 5.0, que contenfa ImM de EDTA (solucion A) a una
proporcidn de 3 ml por gr de tejido con un Polytron (Kinematica CH-6010). E! homogenado
fue centrifugado a 13,000 rpm durante 30 minutos en centrifuga Sorvall refrigerada RC-5B y
rotor GSA, ! sobrenadante fue lievado al 60% de saturacion con sulfato de amonio y después
de una noche a 4°C la solucion se centrifugo a 13,000 rpm por 30 minutos, el sobrenadante fue
descartado y el precipitado se resuspendid en amortiguador Tris/maleato 0.035 M, pH 6.8, El
material insoluble fue removido por centrifugacion a 13,000 rpm por 30 minutos, el
sobrenadante fue incubado a 25°C durante 24 horas para eliminar el marcador de M6P. La
suspension se llevd a pH 5 con dcido acético IM. A un volumen de la solucién de la enzima se
la afladieron 0.4 de volumen de etanol frio, pera luego centrifugar a 13,000 rpm durante 30
minutos, e} precipitado fue descartado. Al sobrenadante se le afladieron 0.7 volumenes de
etanol fro, la mezcla se centrifogd a 13,000 rpm durente 30 minutos, el sobrenadanrte fue
descartado, E! precipitado fue disuelto en solucion A y el material insoluble se elimino por
centrifugacion. A un volumen de la solucion de enzima del paso anterior se le agregd 0.5 de
volumen de una mezcla de solvente orgdnico (etanol-acetona-eter, 15: 4: 1, por volumen) la
mezela se enfrid en hielo por 10 minutos para luege centrifugar a 13,000 rpm durante 10
minutos, e! precipitado fue descartado. Al sobrenadante se le adicioné un volumen de 1a mezcla
de solvente orgénico fifo. La mezcla se incubd en hielo por 10 minutos y se centrifugd a 13,000
rpm durante 30 minutos. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue disuelto en
solucién A. La solucién de enzima obtenida después del fraccionamiento con solvente orgénico
se dializ6 contra solucion A y fue sujcta a cromatografia en Carboximetil-Sefadex (CM-25).
Los picos de aclividad fueron unidos, concentrados y cromatografiados, en Sefadex G-200



equilibrada con amortiguador Tris/maleato 0.035 M, pH 6.8, La enzima se guardo en alicuotas
de 1 mla-70°C.
{.2- PURIFICACION DE §3-GLUCURONIDASA DI PLAQUETAS HUMANAS

La p-glucuronidasa de plaquetas humanas se purifico segin ¢} mélodo descrito por
Natowicz y col (76). E) concentrado plaquetario almacenado a -70°C donado por ¢l Instituto
Nacional de Pediatria, se descongeld y se llevo a una concentracion final de, EDTA 25 mM,
tartrato de sodio 25 mM, fosfato de sodio dibasico 50 mM y 0.2% de desoxicolato (DOC). La
solucién se Hevo a pH 7.5 con Tris IM y se dejo I hara a 4°C, después de lo cual el pH se bajo
a 5 para precipitar ¢l DOC. E! precipitado fue descartado al cenirifugar a 13,000 rpm, durante
30 minutos, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B y rotor GSA. E! sobrenadante se
adsorbi6 en una columna de anticuerpos de concjo anti-f3-glucuronidasa acoplados a Sefarosa
4B. Después de lavar 1a columna con amortiguador Tris-fosfato 0.1 M pH 6.8, la enzima
adsorbida se cluyé con Urea 6 M, para lucgo concentrar en un Amicon con membrana XM50
bajo atmosfera de nitrégeno. La cnzima concentrada se dializd comfra amortiguador
Tris-fosfato, pH 6.8, se le agregd albimina de suero bovino (Img/ml) y se guardé en alicuotas
de 1 mla-70°C,

11 ENSAYOS ENZIMATICOS

La actividad de la f-glucuronidasa se determin6 fluorometricamente (77), se utilizo0 como
sustrato 4-metil-unbeliferil-B-D-glucuronido, a una concentracion de 10 mM en amortiguador
de acetato de sodio 0.1 M pH 4.5. Los ensayos se llevaron a cabo durante 30 minutos a 37°C,
al adicionar S0y} de la enzima a 100 pl del sustrato. La reaccion se detuvo al adicionar 1.8 mi
de amortiguador de glicina carbonato pH 10.5.

Una unidad de actividad es la cantidad de enzima que cataliza la liberacion de una nanomola
de d-metil-umbeliferona por lora. La fluorescencia se cuantifico en espectrofluorémetro
Aminco 4 una excitacion de 360 nm y emision de 448 nm. Como estandar se utilizo una
solucidn de 4-metil-umbeliferona 10 nM.

La cuantificacion de proteina se determiné espectrofotométricamente, de acuerdo con ¢
método de Lowry, utilizando albiimina de suero bovino como estandar (78).

11 PURIFICACION DEL PEPTIDO QUE CONTIENE EL MARCADOR DE RECONOCIMIENTO
111.1- DIGESTION DE $-GLUCURONIDASA CON PRONASA

Los glicopéptidos fueron generados a partir de B-glucuronidasa de higado bovino (E.C.
3.2.1.31) por tratamiento prolongado con pronasa (79). La f}-glucuronidasa (90 mg) fue
resuspendida en solucién amortiguadora Tris-HCI 0.1 M, pH 8, que contenia | mM de CaCl,.
La digestion de la muestra se inicid con la adicion de 1mg de pronasa (Boehringer Mannheim)
previamente preincubada a 60°C por 30 minutos, para inactivar glicosidasas, seguida de
adiciones de Img a las 24 y 48 horas. El pH fue monitoreado y cuando fue necesasio se
reajusto a pH 8, antes de cada nueva adicion de pronasa. La digestion se llevo a cabo a 37°C,
previa agregacion de tolueno para suprimir crecimiento microbiano. La digestion sc detuvo a
las 72 horas por calentamiento a 100°C durante 2 minutos, finalmente, la muesira fue
centrifigada a 6,000 rpm durante 15 minutos para remover material insoluble.



111.2- CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Los glicopéptidos generados fueron separados por cromatografia de exclusion molecular en
columna Sefadex G-25 (2.5 x 150 ¢m) equilibrada a temperatura ambiente con 10 mM de NaCl
a un flujo de 30 ml/hr. Las fracciones que contienen los péptidos se unicron por separado y se
concentraron por evaporacién al vacfo en rotovapor Biichi RE 111. Los picos obtenidos en
Sefadex G-25 fueron cromatografiados en columnas de Sefadex G-10 unidas en seri¢ (3
columnas de 1.6 x 90 cm) equilibradas con agua mili Q a temperatura ambiente a un flujo de 30
ml/hr, ef monitoreo de los péptidos se realizd por lecturas de densidad éptica a 230 nm, las
fracciones que contienen los péptidos fueron unidas y liofilizadas.
111.3- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO 1ONICO

Los péptidos resuspendidos en amortiguador de acetato de sodio 5 mM, pH 5, tueron
aplicado a una columna (1 x 12 cm) de carboximetil celulosa (CM-52, Whatman), previamente
equilibrada a temperatura ambiente con amortiguador de acetato de sodio 5 mM, pH 5, a un
flujo de 9 ml/hr. Después de adsorber, 1a columna se lavé con amortiguador de acetatos 5 mM
pH 5.0, hasta que la densidad dptica del efluente fue cero. Los péptidos adsorbidos se ehuyeron
de la columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0.2 M en amortiguador de acetato de sodio 5
mM, pH 5. Los péptidos se monitorearon por densidad éptica a 230 nm en fracciones de 1 ml.

1V, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON LECTINAS
Las lectinas de concanavalina A, Ricinus cammunis, Gennen de trigo (Zriticum vulgaris) y
Lens culinaris, acopladas a sefarosa, se adquirieron comercialmente de Sigma Chemical Co.
Las leclinas de Phaseolus wulgaris, Arachis hipogaea y Amaranthus lencocarpus fueron
proporeionadas por el Dr Edgar Zenteno de la Facultad de Medicina de la UNAM y acopladas
en el laboratorio a sefarosa activada con bromuro de ciandgeno segun el método descrito en el
manual para cromatografia de afinidad de Pharmacia Fine Chemicals (80). De manera breve: la
sefarosa activada con bromuro de cianogeno se hidratd con HC 1 mM por 15 min, se paso a
un embudo Buchner, se lavo con la misma solucion (200 ml/gr de resina) y enseguida con
amortiguador de acoplamiento, la resina lista para usarse se transfirié a un tubo que contenia la
lectina que se va a acoplar y que ha sido disuelta ¢n el amortiguador de acoplamiento (10 mg
lectina/ml de gel). La reaccién se Hevo a cabo a 4°C durante 24 horas con agitacion. Para
bloquear los grupos activos remanentes, Ja resina se transfirio a una solucién de etanolamina 1
M, pH 8, durante 2 horas a temperatura ambiente. El exceso de lectina no acoplada sc climing
lavando la resina alternativamente 4 veces con amortiguador de pH alto y bajo (acetatos 0.1 M,
pH 4, y amortiguador de acoplamiento, pH 8.3), después de lo cual la lectina acoplada ésta lista
para utilizarse o bien se puede guardarse a 4°C en presencia de timerosat 0.01 %.
1. Cromatografia de afinidad en Concanavalina A (Con-A): Ia columna de Con-A sefarosa
(0.7 x 15 cm), se equilibré a temperatura ambiente con amortiguador Tris-HCl 0.01 M, pl!
8, que contenin 0.15 M de NaCl, | mM de CaCl, y 1 mM de MnCl, a un fiujo de 9 ml/hr.
Los glicopéptidos que contienen el marcador fueron resupendidos en | ml del amortiguador
de equilibrio y aplicndos a Ia columna. La columna se lavo con amortiguador Tris-HCl de
equilibrio hasta que ¢l efluente quedo libre de péptidos, para eluir después con 3 volimenes
de Metil 3-D-manopiranosido 1 M.
2. Cromatografia de afinidad en Ricinus communis (RCA): La columna de RCA (0.7 x 15 cm)
fue equilibrada a temperalura ambiente con PBS, a un flujo de 9 ml/lr. Los glicopéptidos



previamente resuspendidos en 1mi de PBS fueron aplicados a la columna. La columna se
lavé con 5 volumenes de PBS, seguido de 3 volumenes de lactosa 0.1 M en PBS.

3. Cromatografia de afinidad en Phaseolus vulgaris (PHA): La columna de PHA (1 x 15 cm)
se equilibro a temperatura ambiente con PBS a un flujo de 9 ml/hr. Los glicopéptidos que
contiencn el marcador previamente resuspendidos en I ml de PBS, fueron aplicados a la
columna. La columna se lavé con § volimenes de PBS, seguido de 3 volimenes de lactosa
0.1 M en PBS.

4 Cromatografia de afinidad en Arachis hipogaea (PNA); la columna de PNA (0.7 x 15cm)
fue equilibrada a temperatura ambiente con PBS a un flujo de 9 ml/hr. Los glicopéptidos
previamente resuspendidos en I ml de PBS fueron aplicados a la columna. La elucion de los
glicopéptidos se levo a cabo lavando con 8 volumenes de PBS.

5. Cromatografia de afinidad en Amaranttms lencocarpus (AHA): los glicopéptidos que
contiene el marcador resuspendidos en 1 ml de PBS fueron aplicados a la columna de AHA
(0.7 x 16 cm) previamente equilibrada a temperatura ambiente con PBS a un flujo de 9
ml/hr. La elucién de la muestra se llevd a cabo lavando con 8 volimenes de PBS.

6. Cromatografia de afinidad en Triticum wiigaris (WGA). Los glicopéptidos que contienen el
marcador resuspendidos en 1 ml de PBS fueron aplicados a la columna de WGA (0.7 x 10
cm) previamente equilibrada a temperatura ambiente con PBS a un flujo de 9 m¥/hr. La
clucién de los glicopéptidos se Hevé a cabo lavando con 5 volimenes de PBS seguido de 3
volimenes de N-acetilglucosamina 0.1 M.

7. Cromatografia de afinidad en Lens culinaris. (LCA) Los glicopéptidos que contienc el
marcador resuspendidos en 1 mi de PBS fueron aplicados a la columna de LCA (I x 8 ¢m)
previamente equilibrada con PBS a temperatura ambiente a un flujo de 9 mU/hr. La clucion
de los glicopéptidos se Hevé a cabo lavando la columna cor 8 volimenes de PBS.

Todas las columnas fueron regeneradas mediante lavados extensivos con la solucion
amortiguadora de equilibrio propia para cada lectina. Los glicopéptidos fueron monitoreados

por radioactividad en contador de centelleo liquido, en fracciones de 0.56 ml.

V. ACETILACION DE PEPTIDOS

Los grupos amino de los péptidos se acetilaron con [14C) anhidrido acético, 30 mCi/mmol
(81). De 5 a 100 nmolas del glicopéptido fucron secados en urt tubo de ensaye, y enseguida se
afiadi6 0.1 ml de ['*C] anhidrido acético (3,5 mM en bicarbonato de sodio 0.08 M), después de
1 hora de incubacién a temperatura ambiente s¢ agreg6 Ipl de hidréxido de amonio 0.7 M para
formar 4cido acético con el anhidrido acético que no reaccioné. Luego de otra hora de
incubacién a temperatura ambiente los glicopéptidos acetilados fueron separados del exceso de
anhidrido acético en una columna de Sefadex G-10 (1.50 x 130 cm). Los glicopéptidos
acetilados fueron monitoreados en un contador de centelleo fiquido (Minaxi f3) utilizando el
liquido de Bray.

V1. CUANTIFICACION DE PEPTIDOS

Los grupos aminos libres de los péptidos fueron cuantificados fluorométricamente segin el
método de Ia fluorescamina descrito por Bohlen y col (82). Se utilizé como estindar leucina
100 nmoles/m! en amortiguador de fosfatos pH 8.5. Se pipetearon alicuotas de la leucina (I a
10 nmoles) en tubos de ensaye, y se llevaron a I m! con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH



8.5, Cuando cl tubo de ensaye estaba siendo vigorosamente agitado en un vortex, se agrego
rapidamente a la solucion, 0.5 ml de fluorescamina en dioxano (30 mg/100ml). El mezclado
ripido es esencial para obtencr resultados reproducibles ya que la fluorescamina es hidrolizada
rapidamente. Dado que la fluorescamina reacciona con trazas de aminos presentes en los
reaclivos y solventes, se hizo rutinariamente un blanco de la reaccion. La reaccidn se llevo a
cabo a temperatura ambiente. Para las muestras problema se realizd el mismo procedimiento.
Todos los ensayos se llevaron a cabo por duplicado para disminuir errores resultantes de
contaminaciones accidentales. La fluorescencia fue medida en un espectrofluorémetro Aminco,
con una longitud de onda de excitacién a 390 nm y emisién de 490 nm. bajo estas condiciones
la reaccion es linear hasta 10 nmoles del amino4cido.

VIL. CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos totales de las cadenas glicosidicas se cuantificaron de acuerdo al método
descrito por Dubois y col (83). Se utilizé como estindar una solucion de glucosa ( 180pg/ml).
Se pipetearon alicuotas de entre 25 a 100 pul que contenian la solucién estandar, a un tubo de
ensayo y se llevaron a un volumen de 200 pil con agua destilada. Enseguida se afladieron 200p!
de una solucién de fenol en agua al 5% (w/v), después de lo cual se afladié rapidamente | ml de
acido sulflirico concentrado, ef acido sulfirico se agregd directamente sobre la superficie de la
solucidn para obtener una buena mezcla y no por las paredes del tubo. La solucidn se incubo
durante 10 minutos a temperatura ambiente, para luego agitar vigorosamente. El blanco de la
reaccion se prepard sustituyendo la solucion de glucosa por agua destilada. Para las muestras
problema se signié el mismo procedimiento. Todas las soluciones fueron preparadas por
duplicado para disminuir errores que pueden resultar de contaminaciones accidentales. La
absorbencia se determind en un espectrofotémetro Pharmacia Ultrospec 111 a 490 nm. Bajo
estas condiciones la reaccion es linear hasta 18pg de glucosa.

VIIL CULTIVOS CELULARES

La linea celular de fibroblastos humanos $392 donada por ¢l Dr W.S, Sly de la Universidad
de Whashington, fue iniciada a partir de una biopsia de piel de un paciente con
mucopolisacaridosis VII, enfermedad caracterizada por la deficiencia en la enzima lisosomal -
glucuronidasa.

Los fibroblastos fueron crecidos en frascos T75, hasta confluencia, en medio de cultivo
MEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1,3 nM de glutaming, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, Para realizar los subcultivos, se retird de los frascos
el medio de cultivo y se enjuagaron con una solucién quelante de EDTA (Verseno). Para
desprender las células se adiciond tnpsina al 0.25% durante tres minutos, las células se
resuspendieron al adicionar medio de cultivo, para detener la accion de la tripsina. De cada
frasco T75 se preparan otros 4 frascos T75.

Para realizar los ensayos de intemalizacion a partir de un frasco T75 se prepararon placas de
24 pozos (de 20 mm cada pozo). Tanto a las placas como a los frascos de cultivo se les cambié
¢l medio de cultivo cada tercer dia y se mantuvieron en atmosfera himeda, 5% de C0,a 37°C



IX.- ENSAYOS DE INTERNALIZACION

A los fibroblastos humanos de la linea S392 deficientes en B-glucuronidasa, crecidos en
placas con 24 pozos, se les retird el medio de cultivo, para luego adicionar la concentracion
adecuada de B-glucuronidasa e inhibidor en 200t! del medio de internalizacién MEM-Bes, pH
6.8. Después de 2 horas de incubacién a 37°C la placa se puso sobre una capa de hielo y los
pozos se lavaron 6 veces pon PBS firio. Las células se lisaron con 300l de desoxicolato de
sodio al 0.02 % durante 30 minutos a 4°C. En ¢! lisado celular se cuantifico la cantidad de -
glucuronidasa asociada a las células asf como la proteina cefular (72 y 73).

La velocidad de internalizacion se expresd, como la cantidad de enzima asociada a las
células por unidad de tiempo (unidades de P-glucuronidasa/mg de proteina celular/hora de
internacion),

X. ANALISIS DE AMINOACIDOS
E! analisis de aminoAcidos de los péptidos generados fue realizado en un autoanalizador de
aminoécidos en e! Instituto de Biotecnologia de la UN.AM.

XL- ANALISIS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los analisis de resonancia magnética nuclear fueron realizados en el Instituto de Quimica de
la UN.AM y en el laboratoire de chimie biologique, Universite des sciences et techiques, de
Lille (Francia).

La muestra resuspendida en D,0 se analizé con una frecuencia de un solo pulso empleando
512 scans, a 500 MHz.



RESULTADOS

GENERACION DE PEPTIDOS QUE CONTIENEN EL MARCADOR DE RECONOCIMIENTO

Previamente, al purificarse la f-glucuronidasa de higado bovino, se encontré una fraccion de
proteinas capaz de inhibir competitivamente la endocitosis de la 8-glucuronidasa de higado
bovino (enzima que contiene ¢l "nuevo" marcador de reconocimiento) en fibroblastos humanos
en cultivo; asi mismo se observd que la capacidad inhibidora de esta fraccion no es afectada si
se trata con pronasa (73). En este trabajo se presenta un protocolo para purificar un péptido a
partir de B-glucuronidasa de higado bovino pura, que contenga el marcador de reconocimiento
para el nuevo sistema de endocitosis encontrado en fibrablastos humanos en cultivo (72).

La Figura 2a muestra el perfil cromatografico en Sefadex G-25 de los glicopéptidos
generados al digerir exhaustivamente la fi-glucuronidasa de higado bovino con pronasa. La
presencia de los mismos se determind a 230 nm, longitud de onda propia de fa unién peptidica.
Se detectaron 5 picos (I a V), de los cuales el pico 1 contiene Ia pronasa junto con la
3-glucuronidasa bovina no digerida y péptidos de mas de 5,000 daltones de peso molecuiar, por
lo que fue descartado. El Volumen de elucion (Ve) de los picos IV y V fue mayor que el
Volumen total (Vt) de la columna, este retraso sugiere posibles interacciones hidréfobicas entre
estos péptidos y Ia resina, Las fracciones que contienen cada uno de los picos (picos 11 a V) se
unieron por separado y se concentraron por evaporacion al vacfo.

La cantidad de material en cada pico se determiné teniendo en cuenta el contenido peptidico
o bien el contenido de cadenas glicosidicas. Dado que 1a cuantificacién de los grupos amino
libres son un buen reflejo del contenido de péptidos en cada pico, se utilizd un método
fluorogénico en el que 1a fluorescamina reacciona especificamente con aminas primarias (82).
De igual manera, ¢l contenido de cadenas glicosfdicas en cada pico se determiné de acuerdo al
método colorimétrico det fenol-sulfirico (83), que ha sido ampliamente utilizado para la
determinacion cuantitativa de carbohidratos totales libres o presentes en oligocosacaridos,
polisacaridos y glicoproteinas.

Enla tabla I se muestra el contenido de grupos amino ast como el de carbohidratos de cada
una de Jos picos obtenidos en la columna de Sefadex G-25. Camo se puede abservar la refacion
carbohidratos/péptido es muy variable de un pico a otro. Esta variabilidad sugiere que no
necesariamente todas las cadenas peptidicas contienen una cadena glicostdica, por lo cual no se
puede utilizar indistintamente uno u otro pardmetro. Dado que las evidencias obtenidas
anteriormente en e} laboratorio sugiricron que ¢l marcador se encuentra asaciado a una cadena
glicosidica, se opté por utilizar el contenido de carbohidratos, presentes en cada fraccion, para
valorar su capacidad inhibidora. Sin embargo, debido a la dificultad para obtener grandes
cantidades de la muestra, no fue posible generar curvas de dosis-respuesta para cuantificar la
capacidad inhibidora de cada glicopéptido generado en cada paso de purificacion. Por esta
razon, se trat6 de utilizar una concentracion de muestra que inhiba aproximadamente en un
50% 1a endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en fibrablastos humanos. En la fugura 3, se
presenta una curva de dosis-respuesta en la que se observa la capacidad de la §-glucuronidasa
bovina desnaturalizada por calor, para inhibir la endocitosis de Ia f-glucuronidasa bovina activa
en fibroblastos humanos. Como se puede observar, existe una dependencia entre la cantidad de
enzima desnaturalizada (cuantificada en terminos de sus contenido de carbohidratos) y el
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Figura 2. Cromatografia de exclusién molecular de los glicopéptidos obtenidos por
digestién de la B-glucuronidasa bovina con pronasa, a) Los glicopéptidos generados por
digestién de P-glucuronidasa bovina con pronasa fueron cromatografiados en columna de
Sefadex G-25 (2.5 x 150 cms) equilibrada a temperatura ambiente con 10 mM de NaCl, a un
flujo de 30 m/hr y monitoreados por D.O. a 230 nm en fracciones de 7 ml. b y ¢) Los picos I
y IV obtenidos en sefadex G-25 fueron cromatografiados en columna de Sefadex G-10 (3
columnas de 1.6 x 90 cms unidas en serie) equilibradas a temperatura ambiente con agua milli
Q, a un flujo de 30 mi/hr y monitoreardos a 230 nm en fracciones de 5 ml. d y ¢} Los picos
HIA Y IVA obtenidos en Sefadex G-10 fueron recromatografiados en Columna de Sefadex
G-10 (3 columnas de 1.6 x 90 cms unidas en serie), equilibradas a temperatura ambiente con
agua milli Q, a un flujo de 30 mlhr y monitoredos a 230 nm en fracciones de Sml. Para Sefadex
G-25 y G-10, el Volumen de elucion (Vo) se determiné con albumina de suero bovino (BSA).



TABLA 1
Capacidad inhibidora de los glicopéptidos obtenidos por digestién de fi-glucuronidasa
bovina con pronasa sobre la endocitosis de Ia §-glucuronidasa en fibroblastos humanos.

Picos | Concentracidn total Concentracion Endocitosis
(nmoles) inhibidor % del control

(nmoles) f-glucuronidasa

azicares péptidos | A/B | azicares péptidos | bovina  humana
A B

11 4100 81333 0.050 13 130 100 124

n 560 125400 | 0.004 13 1840 20 175

1V 490 21780 0.022 13 300 68 152
v 133 613 | 0016 | 13 100 00| 135

Se incubaron fibroblastos deficientes de B-glucuronidasa con 2,000 U de B-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de 13 nmolas de carbohidratos de los glicopéptidos obtenidos
por digestion de B-glucuronidasa bovina y cromatografia en Sefadex G-25 (fig. 2a). Después de
2 horas de incubacién a 37°C las células fueron lisadas y enzayadas para la enzima asociada a Ia
célula, como se describe ¢n Materiales y Métodos.
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Figura J.Inhibicién de Ia endocitosis de In f-glucuronidasa bovina en fibroblastos
humanos por $-glucuronidasa bovina desnaturalizada. Se incubaron fibroblastos humanos,
deficientes para f3-glucuronidasa, en presencia de 2,000 U de $-glucuronidasa de higado bovino
y cantidades crecientes de f-glucuronidasa bovina desnaturalizada a 75°C durante 30 minutos.
Después de 2 horas de incubacién & 37°C las células fueron lisadas y ensayadas para enzima
asociada a la célula, como se describe en Materiales y Métodos. La cantidad de f-
glucuronidasa fue determinada en base a su contenido de carbohidratos.
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porcentaje de inhibicién de Ia P-glucuronidasa activa. En presencia de 550 nmolas de
carbohidratos, la endocitosis de la enzima se redujo en un 80%, es decir fue necesario agregar
aproximadamente 6,000 veces de enzima desnaturalizada para inhibir a la enzima nativa. Como
punto de partida se utilizaron 13 nmolas de carbohidratos/caja, fa concentracién de
carbohidratos necesaria para obtener una inhibicién de la endocitosis de 50%. En los siguientes
pasos de la purificacion, la cantidad de muestra utilizada de cada fraccion para estudiar su
capacidad inhibidora se disminuyé en el mismo porcentaje que la masa de cada pico generado
representa en relacion a la fraccion de la cual se partié,

Se probd la capacidad de cada uno de los glicopéptidos (picos Il a V) obtenidos en la
columna de Sefadex G-25 (Fig 2a) para inhibir la endocitosis de la 8-glucuronidasa de higado
bovino en fibroblastos humanos. Se utilizd como control de la especificidad de la inhibicién, B3-
glucuronidasa humana, la cual solamente es internalizada por cf sistema de M6P. La tabla [
muestra los resultados del ensayo de internalizacién, los picos 111 y IV inhibieron la endocitosis
de 1a B-glucuronidasa de higado bovino en un 80 y 32% respectivamente. Sin embargo, la
presencia de estas dos fracciones produjo un incremento en la endocitosis de la B-glucuronidasa
humana, utilizada como control de inhibicién por toxicidad. Este efecto pone en duda que la
especificidad de la inhibicion obtenida sea debida a la presencia del marcador, y mds bien sea
resultado de una toxicidad debida probablemente a que la concentracién de NaCl presente en
fas inuestras produce condiciones de hipertonicidad. Para evitar 1a probable inhibicidn por
toxicidad, los glicopéptidos fueron desalados después de cada paso de purificacion, en
Columna de Sefadex G-10 (1 x 100 cm) equilibrada con agua mili Q.

En la tabla 11 se muestra la capacidad inhibitoria de las fracciones una vez desaladas. Como
se puede observar ahora, ninguna de las fracciones ¢s capaz de incrementar la endocitosis de la
B-glucuronidasa humana en fibroblastos humanos. Las fracciones correspondicntes a los picos
IN y 1V fueron las Gnicas con capacidad para inhibir la endocitosis de la B-glucuronidasa de
higado bovino. Al desalarse se puede observar también que disminuyé la capacidad inhibidora
del pico 111 de 80 a 54%. Los picos Il y V no inhibieron la endocitosis de la 8-glucuronidasa
bovina (0 y 8%) por lo que fucron descartados. En seguda los picos Il y IV fueron
cromatografiados por separado en columna de Sefadex G-10 (3 columnas de 1.6 x 90 cm
unidas en serie) equilibradas con agua mili Q. Las figuras 2b y 2c muestran el perfil
cromatogréfico en Sefadex G-10 de los picos 111 y IV respectivamente. Se obtuvieron 4 picos a
partir del pico Il (I1IA a IIID) y 4 picos a partir del pico IV (IVA a IVD). Se probo la
capacidad inhibitoria de cada uno de los picos obtenidos. Los picos A y IVA inhibieron la
endocitosis de Ia B-glucuronidasa bovina en un 54 y 35% respectivamente, el resto de los picos
no fueron capaces de inhibir la endocitosis por lo que se descartaron (tabla IH). Los picos 1HA
Y IVA fueron recromatografiados en Sefadex G-10 (Fig 2d y 2¢) y nuevamente a ambos picos
se les probd su capacidad para inhibir {a endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en
fibroblastos humanos en cultivo. Los resultados muestran 54% de inhibicion para el pico IIA y
35% de inhibicién pars el pico IVA. Como se esperaba no se obtuvo inhibicién de la
endocitosis de 1a B-glucuronidasa humana (tabla IV),

El Volumen de elucion de los picos IHA y IVA es diferente (Figs. 2d y 2e). El peso
molecular de ambos péptidos fue estimado con base en intervalo de separacién de Sefadex
G-10, que va de 0 a 700 daltones (84). De esta manera, si no existe ninglin tipo de interaccidn
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TABLA 11
Capacidad inhibidora de los glicopépitidos obtenidos por digestién de p-glucuronidasa y
desalados en Sefadex G-10 sobre la endocitosis de Ia B-glacuronidasa en fibroblastos

humanos.

Picos Concentracion total Concentracion Endocitosis

(nmoles) inhibidor % del control
{nmoles) B-glucuronidasa

azudres  péptidos | azicares  péptidos bovina humana

il 2811 65000 13 154 96 99
111 378 84399 13 1489 46 100
v 356 14725 13 367 67 92
3% 105 471 13 30 100 100

Se incubaron fibroblastos deficientes de B-glucuronidasa con 2,000 U de B-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de 13 nmolas de carbohidratos de los glicopéptidos desalados en
Sefadex G-10. Después de 2 horas de incubacion a 37°C las células fueron lisadas y enzayadas
para la enzima asociada a la célula, como se describe en Materiales y Métodos.

TABLA 1H

Capacidad inhibidora delos glicopéptidos de B-glucuronidasa obtenidos por

cromatografia en Sefadex G-10 sobre la endocitosis de la B-glucuronidasa en fibroblastos

humanos
Picos Concentracion total Concentracion Endocitosis
(nmoles) inhibidor % del control
{nmoles) [-glucuronidasa
azucares  péplidos | azicares  péptidos bovina humana
HIA 327 72855 11.6 1600 46 100
i1IB 5 1164 | 016 | 4 100 | 100
1C 36 | 800 13 | 0 100 | 100 |
T1D 10 2320 0.3 50 100 100
IVA 25 1414 1.0 65 65 100
IVB 138 6170 5.4 200 100 100
IVC 83 3714 3.2 100 100 100
IVD 78 3427 3.0 182 100 100

Se incubaron fibroblastos deficientes de P-glucuronidasa con 2,000 U de B-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de las cantidades sefialadas de los glicopéptidos obtenidos en
cromatografia Sefadex G-10 (figs. 2b y 2c). Después de 2 horas de incubacién a 37°C las
células fueron lisadas y enzayadas para la enzima asociada a la célula, como se describe en
Materiales y Métodos.
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TABLA IV
Capacidad inhibidora de los glicopéptidos obtenidos por recromatografia en Sefadex
G-10 sobre la endacitosis de Ia f}-glucuronidasa en fibroblastos humanes

Picos Concentracion total Concentracion Endacitosis
(nmoles) inhibidor % del control

{nmoles) B-glucuronidasa
azicares  péptidos | azicares  péptidos | bovina humana

A 293 52872 8.5 1476 46 100
IVA 25 1400 1.0 65 65 100

Se incubaron fibroblastos deficientes de B-glucuronidasa con 2,000 U de {-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de las cantidades seflaladas de los glicopéptidos obtenidos por
recromatografia en Sefadex G-10 (figs. 2d y 2e). Después de 2 horas de incubacion a 37°C las
células fueron lisadas y ensayadas para la enzima asociada a fa célula, como se describe en
Materiales y Métodos.
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de los péptidos con la columna que altere su peso molecular relativo, se puede considerar que
el péptido IVA tiene un PM de aproximadamente 300 daltones y el péptido 1A de 400
daltones.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN LECTINAS

. Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de unir especifica y reversiblemente
carbohidratos, por lo que han sido utilizadas en una amplia variedad de técnicas, para estudiar
glicoprotelnas, glicopéptidos y oligosacéridos. Ademas, las lectinas acopladas a soportes inertes
han sido utilizadas para aislar y fraccionar glicopéptidos especificos (79 y 85). Como se
menciond anteriorniente, habia evidencias en el sentido que el "nuevo” marcador se encuentra
asociado & una cadena glicosidica, por lo que se.investigh si el péptido que contiene ¢l
marcador es adsorbido o retardado en alguna de las columnas que incluyen las lectinas mas
cominmente utilizadas y que cubren el espectro de cadenas glicosidicas presentes en una
glicoproteina. De esta forma, el péptido A fue acetilado con ['*C] anhidrido acético y
cromatografiado en columnas de Sefarosa a la cual esta acoplada algunas de las siguientes
lectinas: a) Concanavalina A (Con A), que interactiia con alta afinidad con oligosacaridos de
alta manosa, b) Ricinus communis (RCA) que interactiia con oligosacdridos complejos, bi y
triantenarios que contienen residuos terminales de galactosa, ¢) Phaseolus vulgaris (PHA),
retarda oligosacaridos complejos, tri y tetraantenarios que contienen un residuo de manosa
sustituido en posicion C-2 y C-6 por Galf() 4)GlcNAc, d) Triticum vuigaris (WGA), une
fuertemente oligosacéridos hibridos; e) Arachis hipogaea (PNA), reconoce oligosacaridos que
conticnen  D-Gal-p(1,3)-D-GalNAc, ) Amaranthus leucocarpus (AHA), interactia con
oligosacéridos GalNAc(a 1,3) ser/thr, g) Lens eulinaris (LCA), interactia con oligosaciridos
complejos que conticnen fucosa y GluNAc terminal (79 y 85),

El péptido acetilado se resuspendio en Ja solucion amortiguadora de equilibrio de las lectinas
y se cromatografid en cada una de ellas como se describe en materiales y métodos. En la figura
4 se observa el perfil cromatografico def péptido acetilado monitoreado por radioactividad en
contador de centelleo liquido. Si bien la literatura reporta que los glicopéptidos que
interaccionan especificamente con la lectina son retrasados hasta 3 volimenes de la columna o
bien hasta que son cluidos especificamente con el hapteno adecuado (79 y 85), nuestros
resultados muestran que en todos los casos el volumen de elucion del péptido 11IA corresponde
al volumen total de las columnas. Ademés, al cuantificar la fraccion que sale en el volumen total
de la columna se comprobd que se recuperd todo ¢f péptido, lo que sugiere que no fue
reconocido especificamente por ninguna de las lectinas ensayadas.

Debido a que no se cncontrd ninguna interaccién del péptido con las lectinas se decidid
realizar un andlisis de resonancia magnética nuclear para conocer su contenido de
carbohidratos. La figura 5 muestra el espectro de resonancia magnética nuclear realizado en
Lille Francia para el pico IIIA. El espectro muestra a la glucosa y mesoinositol como Gnicos
carbohidratos presentes en la muestra, contaminantes comunes, producto de degradacién de la
matriz de las columnas de Scfadex utilizades. No se detectaron ninguno de los carbohidratos
que por lo general se encuentran formando parte de las cadenas glicosidicas como
N-acetilglucosamina N-acetilgalactosamina, manosa, galactosa o acido sidtico. Estos resultados
cuestionan la supuesta presencia del marcador en una cadena glicos{dica.
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Figura 4, Cromatografia de afinidad con lectinas pars el péptido obtenido por digestion
de f-glucuronidasa y que contiene el marcador de reconocimiento, La fraccién IlIA
acetilada con ['C] anhidrido acético, se cromatografié en cada una de las lectinas indicadas
como se describe en Materiales y Métodos.
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Al no encontrarse residuos glicosidicos en los péptidos purificados parcialmente, se analizo
su composicion de aminodcidos (péptidos IIA y IVA). En ambos péptidos se detectd fa
presencia de 5 amino4cidos mayoritarios: 4cido aspirtico o asparagina, serina, glicina, 4cido
glutdmico o glutamina y valina, asi como trazas de otros aminoAcidos (tabla V). Al comparar la
cantidad relativa de los aminodcidos mayoritarios se observa que es similar para ambas
fracciones, fo que sugiere que las diferencias son debidas a su peso molecular. Debemos
recordar que la proteasa utilizada para hidrolizar la B-glucuronidasa bovina es altamente
inespecifica por lo cual es de esperarse una heterogeneidad en ¢l tamafio de los péptidos
obtenidos. Por otra parte, con base en el tamafio de cada uno de los péptidos se puede suponer
que ¢l péptido IVA debe estar compuesto por dos o tres aminocidos més el marcador que esta
asociado con alguno de ellos y ei péptido HIA por tres o cuatro aminoécido més el marcador,
considerando que el marcador ticne un PM de 121 daltones (73). Sin embargo, cn el analisis de
amino&cidos se obtienen al menos 5 residuos mayoritarios diferentes, ademis de trazas de otros
amino#cidos, lo que cuestiona la homogeneidad del péptido obtenido en cromatografia de
exclusion molecular. La heterogeneidad de la fracciones fue confirmada al obtenerse un
espectro de su resonancia magnética nuclear para protones. Asi, como se observa en el
espectro obtenido para ¢l péptido 1VA (Figura 6): a) hay una serie de contaminantes que no
corresponden con aminoAcidos, b) la heterogeneidad en la intensidad de fas sefales descarta
que la muestra sca pura y c) se aprecian las sefiales de resonancia correspondientes a los gnipos
aminados propios de la glutamina y asparagina.

ADSORCION DEL PEPTIDO QUE CONTIENE EL MARCADOR A UNA COLUMNA DE
INTERCAMBIO IONICO

Al no tener acceso a equipo de cromatografia liquida de alta resolucién para poder purificar
los péptidos que contienen el marcador de reconocimiento, se decidié utilizar resinas de
intercambio iénico. Con el fin de encontrar el intercambiador idnico adecuado para adsorber de
manera especifica el péptido que contenga cf marcador, el pico IlA se ensayo en las siguientes
resinas; Q-sefarosa (intercambiador anionico fuerte), DEAE-Sefadex (intercambiador aniénico
débil) y CM-celulosa (intercambiador catiénico débil), de las cuales solo [a CM-celulosa es
capaz de adsorber especificamente al péptido que contiene el marcador.

Al no tener suficiente muestra de esta fraccion (péptido IIIA), ya no se pudo utilizar para
subsiguientes andlisis. El péptido IVA obtenido en columna de Sefadex G-10 se cromatografio
en una columna de CM-Celulosa (1 x I5 ¢m) previamente equilibrada con amortiguador de
acetato de sodio 5 mM, pH 5. Los péptidos adsorbidos fueron eluidos con 40 ml de un
gradiente linear de NaCl 0-0.2 M en amortiguador de acetato de sodio 5 mM, pH 5. La figura
7a muestra el perfil cromatografico de el pico IVA en CM-celulosa monitoreado por densidad
optica a 230 nm. Las fracciones que corresponden al pico IVAY y IVA2 se juntaron por
separado, sc liofilizaron y se desalaron. Dado que los resuitados anteriores nos indicaron que el
marcador no se encuentra en una cadena glicosidica, en los subsiguientes experimentos de
inhibicion tnicamente se cuantifico la muestra por el método de fluorescamina. El ensayo de
internalizacion para los picos IVA1 y IVA2 muestra que sélo ef pico adsorbido IVA2 inhibe la
endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en un 79%, pero sélo inhibe la endocitosis de la B-
glucuronidasa humana solamente un 7% (tabla VI). El pico IVA2 fue recromatografiado en
columna de Sefadex G-10 (Fig 7b) y nuevamente se probd su capacidad pare inhibir la
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TABLAV

Contenido de aminodcidos para péptides 1A y IVA,

Aminodcidos Péptido ITIA Péptido IVA
concentracion cantidad concentracion cantidad
(nmoles/pl) relativa (nmoles/ul) relativa
Aspartico  y/o
asparagina 0.161 1 0.079 I
Serna 0.276 2 0.143 2
Glutamico y/o
glutamina 0.266 2| 0427 2
Glicina 0477 3 0.244 3
Valina 0.772 5 0.060 <l
Leucina 0.025 <l 0.047 <l
Alanina 0.038 <] 0.062 <]
Lisina 0.059 <1 0.024 <]
Isoleucina 0.048 <] 0.019 <l
Histidina 0.033 <l 0.015 <}
Treonina 0.058 <l 0.044 <l

El analisis para conocer el contenido de aminoscidos de los péptidos IIJA y IVA fue realizado

en ¢ autoanalizador de aminodcidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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Figura 6. Espectro de resonancia magnética nuclear para protones del Péptido IVA. El péptido IVA resuspendido en agua
deuterada fue analizado mediante H-NMR a 560 MHz, como se describe en Materiales y Métodos.
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TABLA VI
Capacidad inhibidora de los péptidos obtenidos por cromatogralia de intercambio
catiénico sobre Ia endocitosis de Ia B-glucuronidasa en fibroblastos humanos.

Picos Concentracién { Concentracién Endocitosis
total inhibidor % del contro}
(nmoles) (nmoles) B-glucuronidasa
péptidos péptidos bovina humana
IVAI 800 35 100 100
IVA2 529 20 21 93

Se incubaron fibroblastos deficientes de B-glucuronidasa con 2,000 U de f3-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de las cantidades indicadas de los péptidos obtenidos por
cromatografia de intercambio catidnico (fig 7a). Después de 2 horas de incubacion a 37°C las
células fueron lisadas y ensayndas para la enzima asociada a la célula, como se describe en
Materiales y Métodos.
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endocitosis de 1a -glucuronidasa bovina. La tabla VII muestra un 92% de inhibicion de la B-
glucuronidasa bovina.

Se procedio a obtener el espectro de la resonancia magnética nuclear para protones del
péptido IVA2 (Fig 8). Como se observa en el espectro ya no aparecen las sefiales
correspondientes a glutamina, asparagina, con Jo cual el nimero de amino4cidos presentes en
csta fraccion se reduce a serina y glicina. Ademds, hay un abatimiento considerable de
contaminantes, y aunque adn se puede detectar, a una molécula contaminante semejante a Tris,
se considera que el método de punficacion aqui descrito permite obtener una péptido lo
suficientemente puro como para proceder por medio de espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear a Ja caracterizacion del marcador.

Por Gltimo se estudié el efecto del péptido purificado cn la endocitosis de la B-glucuronidasa
bovina en fibroblastos humanos. Conto se puede observar en la figura 9 el péptido actia cono
un inhibidor competitivo de la endocitosis de la enzima, lo que sugiere una semejanza entre el
marcador de reconocimiento presente en la B-glucuronidasa y ¢l “inhibidor® presente en e
péptido. Los valores obtenidos para la Km de intemacién (2X109 M) y para la Vinax de
endocitosis (1.1 X 101 moles/mg/lir) son semejantes a reportados previamente para la
endocitosis de esta enzima (72).
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TABLA VII
Capacidad inhibidora de los péptidos IVA2 obtenidos por Cromatografia de intercambio
catibnico y cromatografia Sefadex G-10 sobre a endocitosis de la (-glucuronidasa en
fibroblastos humanos,

Pico Concentracién | concentracién Endocitosis
total inhibidor % del control
(nmoles) (nmoles) (-glucuronidasa
péptidos péptidos bovinn.  humana
IVA2 200 10 8 I 94

Se incubaron fibroblastos deficientes de {-glucuronidasa con 2,000 U de fi-glucuronidasa
bovina o humana en presencia de 10 nmolas dei péptido IVA2 obtenido en Sefadex G-10 (fig
Th). Después de 2 horas de incubacion a 37°C las células fueron lisadas y ensayadas para la
enzima asociada a Ia célula, como se describe en Materiales y Métodos.
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deuterada fue analizado mediante H-NMR a 500 MHz, como se describe en Materiales y Métodos
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Figura 9. Efecto del péptido que contiene el "nuevo” marcador de reconocimiento en la
endocitosis de Im f-glucuronidass hovina en fibroblastos humanos. Se incubaron
Fibroblastos deficientes de B-glucuronidasa con las unidades indicadas de B-glucuronidasa de
higado bovino, en presencia (4) o ausencia (Q) de 10 nmolas de! péptido 1IVA2.
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DISCUSION

Gonzélez Noriega y col (72) demostraron la existencia de dos sistemas para la endocitosis
de Ia B-glucuronidasa de higado bovino en fibroblastos humanos en cultivo, uno reconoce a la
sefial de MGP mientras que el otro reconoce a un "nuevo" marcador de reconocimiento, el cual
a pesar de los esfuerzos que se han hecho no ha podido ser caracterizado quimicamente. Se han
empleado enfoques previamente reportados en la literatura para poder conocer la composicion
quimica del "nuevo" marcador. Uno ha sido utilizar agentes que puedan alterar grupos
funcionales especificos y el otro utilizar compuestos que actien como inhibidores competitivos
especificos del nuevo sistema de endocitosis. En este caso se parte de la base de que un
inhibidor competitivo debe tener una estructura igual o muy similar al de la molécula que se
investigue (28). Debido a que tanto en un caso como en el otro se obtuvieron resultados
negativos, se optd por purificar el marcador y proceder a su identificacion directa. Al asumir
que ¢l marcador pudiese estar presente en una cadena glicosidica, inicialmente se optd por
liberar ¢l marcador de reconocimiento de la cadena polipeptidica que lo contiene, para effo se
parti6 de un extracto crudo de higado bovino que se tratd en condiciones alcalinas suaves con
el fin de hidrolizar la union O-ser/thr, enlace por ¢l cual estdn unidas ciertas cadenas
glicosidicas a las proteinas. Bajo estas condiciones se obtuvo una fraccion soluble en etanol que
contenfa el marcador de reconocimiento. Con el fin de seguir al marcador durante su
purificacién se redujo con [*H] borhidruro de sodio. Para la purificacion del marcador se
utilizaron una serie de columnas de matriz sintética como son las resinas de intercambio idnico
Dowex y Amberlita o columnas de exclusion molecular P2. La presencia del marcador se
detectdé por su capacidad para inhibir la endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en
fibroblastos humanos (73). Aunque la muestra se purifico alrededor de 1,000 veces a partir de!
momento de su reduccion con [3H] borhidruro, el andlisis por resonancia magnética nuclear
para protones (H-NMR) no fue factible debido al alto contenido de contaminantes producto de
la degradacion natural de las columnas utilizadas. Sin embargo, se pudo concluir que la
molécula purificada tiene un PM de 121 daltones y contiene grupos amino.

En este trabajo se describe un protocolo para la purificacién de un péptido que conticne el
"nuevo" marcador de reconocimiento. La estrategia seguida consistio en realizar modificaciones
al método descrito por Gonzélez-Noriega y col (73), para hacerlo menos laborioso y evitar en
lo posible contaminaciones no controladas, asi: a) Se cambié la fuente de! marcador; en lugar
de iniciar la purificacién a partir de un extracto crudo de higado bovino, se utilizo B-
glucuronidasa bovina pura. b) Se eliminaron probables fuentes de contaminacién, como las
resinas sintéticas de Dowex, Amberlita y P2, ya que al hidrolizarse su matriz de manera azarosa
se generan moléculas no predecibles con grupos aniinos, y diversos grupos arométicos (86 a
88), por lo que estas resinas s¢ cambiaron por resinas cuya matriz estd formada por polimeros
de glucosa, Sefadex y Celulosa (84), lo que nos permitio controlar el contaminante. ¢) Ademés,
se utilizaron sales simples como cloruro de sodio y acetato de sodio en los amortiguadores, asf,
como agua con alto grado de pureza. d) Se evitaron compuestos que pudieran modificar la
estructura qulmica del marcador tales como, borhidruro de sodio, 4cido clorhidrico e hidréxido
de sodio. Para mantener la integridad quimica del marcador, este no se liberé de la cadena
peptidica, para ello se utilizo una proteasa capaz de digerir la cadena peptidica sin liberar al
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marcador. Se eligié la pronasa ya que aunque no corta especificamente y da péptidos
heterogéneos, se sabe que donde existen grupes asociados a un aminofcido (por ejemplo,
cadenas glicosidicas) fa pronasa digiere hasta dejar alrededor de 3 o 4 aminodcidos, que en
nuestro caso, son suficientes para mantener la integridad quimica del marcador (79). Otra
ventaja de mantener el marcador en la cadena peptidica es que ésta se puede acoplar a Sefarosa
para la purificacion del receptor presente en las membranas de fibroblastos humanos, de igual
manera se pucde acoplar a una proteina acarreadora para obtener anticucrpos en contra del
marcador y utilizarlos en columnas de afinidad para purificar, de manera més directa, al
marcador. El uso de proteasas especificas como tripsina o quimiotripsina no se ha descartado
ya que por ser la cadena peptidica mds faiga y homogénea sc puede obtener su secuencia de
amino4cidos, lo que permitiria la comparacién con secuencias conocidas de otras enzimas
lisosomales y poder determinar si estas presentan el "nuevo” marcador de reconocimiento que,
hasta ahora sélo se conoce en la 3-glucuronidasa bovina,

Como consecuencia de las modificaciones realizadas se tuvo que cambiar de igual manera ¢l
método para cuantificacién y monitorco del marcador. Se descartd ¢l uso de métodos
radioactivos para marcar los péptidos ya que en la técnica més utilizada, que es la de acetilacion
con [*#C] anhidrido acético, la reaccioén de acetilacion puede ser altamente reversible debido a
factores estericos de los aminoacidos topolégicamente adyacentes; ademds, los aminofcidos
serina y treonina no son facilmente acetilados debido a la presencia de grupos hidréxilo que son
nucledfilos muy débiles (89). Entonces, se utilizé6 un método no invasivo para detectar los
péptidos eluidos de las columnas al leer la adsorcién a 230 nm que es la longitud de onda a la
que adsorbe el enlace peptidico (90). Para los experimentos de competencia, inicialmente se
cuantifico ¢l contenido de carbohidratos en Ja muestra, pero al comprobar que la presencia de
estos compuestos se debi6 a la glucosa que se desprendié de las columnas de Sefadex y
agarosa, se tuvd que cuantificar la muestra con base en su contenido de aminos libres.

El protocolo que se establecido nos permiti6 la purificacién de un péptido, obtenido por
digestion de la P-glucuronidasa con pronasa y que conticne el marcador de reconocimiento para
la endocitosis de 1a B-glucuronidasa de higado bovino en fibroblastos humanos en cultivo.
Basicamente se han utilizado dos métodos de cromatografia uno de filtracion cn gel y el otro de
intercambio idnico. La capacidad de separacion de Sefadex G-10 se tratd de explotar al
méaximo alargando el tamafio de la columna, para ello se acoplaron en serie tres columnas.
Gracias a este recurso se pudieron separar dos péptidos de aproximadamente 300 y 400
daltones (figs. 2d y 2e), cuya diferencia corresponde a un aminoAcido. La comparacién de la
composicion de aminoécidos de cada uno de ellos, con respecto al peso de cada péptido, nos
indica que ninguno de los dos es puro. Sin embargo, cabe resaltar que en ambos péptidos hay
un enrequecimiento para 5 aminocidos mayoritarios: aspértico, serina, glicina, glutdmico y
valing, y que la cantidad relativa de estos amino dcidos mayoritarios es similar para ambos
péptidos. La presencia de sefiales correspondientes a nitrogeno a la izquierda de la sefial del
agua deuterada en cl anflisis de H-NMR (fig. 6), sugiere que los grupos de aspérico y
glutimico realmente corresponden a asparagina y glutamina ya que estos dos residuos en ¢l
autoanalizador de aminodcidos no se distinguen de los residuos de aspartico y glutdmico. La
seflal correspondiente a estos dos aminoficidos no se abserva en el espectro de H-NMR después
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de que la muestra es adsorbida en la columna de inercambio cationico (fig. 8), lo que sugiere
que los péptidos que contienen estos grupos no son adsorbidos a la columna.

Si suponemos que la B-glucuronidasa bovina tiene un peso molecular de 300 kDa y el
tamafio del péptido obtenido al final de la purificacién es de 300 daltones, se puede pensar que
el péptido obtenido se purifict aproximadamente 1000 veces. Por lo que, si comparamos cl
contenido de grupos amino de las fracciones 11 a V (Tabla I) con la cantidad obtenida para la
fraccidn 1IVA2 (Tebla VII) se calcula que ésta representa un milésimo de la cantidad inicial, lo
que sugiere que el péptido que contiene ¢l "nuevo" marcador de reconocimiento fue
précticamente purificado, lo cual es apoyndo con el espectro obtenido en cl anAlisis de H-NMR
(fig 8). Por otra parte, si comparamos la cantidad que se necesita de la fraccion IV (tabla 1)
para obtener un 40% de inhibicion con la cantidad utilizada después de la columna de
CM-cclulosa, se obtiene un valor de aproximadamente 30 veces. Este valor no coincide con el
valor obtenido al calcular el nimero de veces que se purificd el péptido. Esta es una
incongruencia aparente, ya que se debe tener en cuenta que no todas las moléculas de fi-
glucuronidasa bovina contienen el marcador de reconacimiento. Consistente con esta idea es el
hecho de que para inhibir la endocitosis de la B-glucuronidasa bovina activa en fibroblastos
humanos, se necesitaron afadir alrededor 6,000 veces !a enzima desnaturalizada. En
experimentos similares, se necesita afladir solo 200 veces un ligando para inhibir la endocitosis
de otro ligando marcado con algin radioisotopo (28).

El péptido purificado realmente contiene el "nuevo” marcador de reconacimicnto ya que: a)
Inhibe competitivamente 1a endocitosis de la B-glucuronidasa de higado bovino a fibroblastos
humanos en cultivo (fig 9). b) Ademas, se ha acoplado este péptido a ovoalbimina con ¢f fin de
obtener anticuerpos de concjo en su contra. Resultados preliminares, muestran que los
anticuerpos obtenidos son especificos, ya que son capaces de reconocer y bloquear la
endocitosis en fibroblastos humanos de f-glucuronidasa bovina, que es endocitada por el
receptor que reconoce al "nuevo” marcador, pero no afectan la endocitosis de B-glucuronidasa
humana que es endocitada por el receptor de 215 kDa que reconoce el marcador de M6P
presente en esta enzima.

En base a evidencias indirectas como es el hecho de que el marcador puede ser liberado de la
proteina por medio de una B-climinacion, la cadena liberada puede ser reducida con [*H]
borhidruro, da reaccion positiva con fenol sulfiirico y por tltimo, el marcador es parcialmente
sensible a periodato, previamente se supuso que el "nueva® marcador de reconocimiento estaba
asociado a una cadena glicosidica (72). Sin embargo y contrariamente a lo esperado, en este
trabajo se ha encontrado que cl péptido obtenido no contiene ningin residuo de carbohidratos,
como lo indica el anAlisis de resonacia magnética o su comportamiento en columnas de afinidad
con lectinas que identifican cadenas glicosfdicas. Estos resultados obligan a reinterpretar las
observaciones previamente hechas. El marcador de reconocimiento puede ser liberado de la -
glucuronidasa bovina por fi-eliminacién en una molécula de aproximadamente 300 daltones, a
este respecto desconocemos si la B-eliminacion tiene algin efecto sabre la unién peptidica. En
cuanto al borhidruro de sodio se sabe que ademés de reducir grupos cetoaminas, aldehidos y
cetonas reduce también aminas secundarias presentes en aminoécidos como: asparagina, serina,
treonina y cisteina (90). Por otra perte, en la reaccidn de Smith, que incluye oxidacién con
periodato y reduccidn con borhidruro no solamente san susceptibles aquelfas moléculas como

41



carbohidratos que poseen dos alditoles contiguos, sino también moléculas en el que el alditol
estd contiguo a un aldchido una cetona un grupo amino o carboxilico (91). En forma alterna
podemos sugerir que probablemente: a) El marcador en presencia de NaOH fue liberado
contenido en un péptido y el borhidruro redujo algin residuo de aminofcido o bien al
marcador. b) La presencia de el borhidruro como agente reductor permitié la reaccion positiva
al fenol-sulfurrico. c) La endocitosis de la la B-glucuronidasa bovina es parcialmente susceptible
al tratamiento del marcador con la reaccién de Smith, porque posiblemente el periodato
hidroliz6 la molécula en una regién cercana a donde se encuentra el marcador o bien el propio
marcador es parcialmente oxidado por la accién del periodato.

La purificacion del péptido que contiene el nuevo marcador de reconocimiento para la
endocitosis de la B-glucuronidasa bovina en fibroblastos humanos en cultivo permitira conocer
la naturaleza del marcador, a que grupo est& asociado y la secuencia del péptido en que se
encuentra. Estos resultados & su vez nos permitiran conocer si otras enzimas lisosomales tienen
este marcador, su distribucion organotropica y en diferentes especies animales. Salvo los
reportes hechos por los grupos de Hieber, von Figura y nuestro laboratorio en los que se ha
descrito que la B-glucuronidasa bovina y de rata puede ser endocitada por sistemas alternos al
de M6P (30, 71 y 72), 1a presencia del "nuevo" marcador de reconocimiento hasta ahora no ha
sido reportado para otras enzimas lisosomales. Previamente se ha reportado que durante la
purificacion de la P-glucuronidasa de higado bovino ¢l marcador para M6P es hidrolizado en
los primeros pasos de la purificacion si la enzima se autodigiere a pH 6.8 y el nuevo marcador
puede ser hidrolizado si la enzima se incuba a pH 5.5 (72), esto nos indica que las condiciones
en que s¢ purifican las enzimas lisosomales son determinantes para preservar uno u otro
marcador, entonces, si consideramos que la mayoria de las enzimas lisosomales se purifican a
pH 5.5, podriamos explicar porque el nuevo marcador no se ha detectado en estas,

Algunos, resultados previos del laboratorio muestran que: a) El "nuevo" marcador de
reconocimiento presente en la P-glucuronidasa de higado bovino, también se encuentra
presente en la B-glucuronidasa de bazo bovino (72), lo que apunta & que no hay una
distribucion organotropica del marcador. b) La P-glucuronidasa bovina es reconocida y
endocitada por fibroblastos humanos (72), este sistema heterélogo sugiere que el receptor que
reconoce al marcador de una enzima bovina también se encuentra en humanos. ¢) En una
misma enzima coexiste tanto el marcador de MG6P como el "nucvo” marcador (72). La
existencia de dos seflales difcrentes, cuya funcion a! parecer es la misma, hace pensar que en la
célula existen sistemas redundantes pero independientes con el fin de asegurar que la funcién se
lieve a cabo. Sin embargo, es probable que no haya duplicidad de funciones sino que cada sefial
puede actuar secuencialmente para transportar de un compartimiento a otro a las enzimas
lisosomales. Si consideramos que el receptor para MGP se encuentra en Aparato de Golgi,
membrana plasmética, prelisosomas pero no en lisosomas, y que no se conoce como son
conducidas las enzimas de los prelisosmas a lisosomas, surge la siguiente interrogante, jexisten
otras seflales como nuestro marcador para que las hidrolasas 4cidas sean conducidas del
compartimiento prelisosomal a el lisosoma?.
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CONCLUSIONES

1. Se establecié un protocolo altemo para la purificacién de un péptido que contiene un
"nuevo" marcador de reconocimiento para la endocitosis de la B-glucuronidasa de higado
bovino en fibroblastos humanos, basado cn digestion de la P-glucuronidasa de higado

. bovino con pronass, cromatografin de exclusién molecular en Sefadex G-25 y G-10 y
cromatografia de intercambio catiénico en CM-celulosa.

2 Mediante el protocolo de purificacién se logrd purificar 1,000 veces un péptido de 300
daltones que contiene el "nuevo" marcador.

3 El"nuevo" marcador de reconocimiento no se encuentra en una cadena glicosidica.
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