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RESUMEN

Para que una enzima lisosomal sea transportada desde su sitio de sintesis hasta
lisosomas requiere de la presencia de marcadores de reconocimiento en la enzima y
de receptores membranales especificos que reconocen esta sefial. Uno de estos
marcadores es el de manosa 6-fosfato (Man 6-P) que es reconocido por el receptor
para manosa 6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR), cuya funcion es la de
transportar a las enzimas lisosomales solubles desde el complejo de Golgi a
endosomas tardios, o bien desde la membrana plasmatica a endosomas tempranos.
En ambos casos, en los endosomas se disocia el complejo ligando-receptor, las
enzimas lisosomales siguen su ruta hacia los lisosomas y el receptor regresa a su
compartimento subcelular de origen para iniciar otra ronda de transporte.

En los ultimos 20 afios se han reportado evidencias que indican que las células
poseen mecanismos alternos para el transporte de hidrolasas al lisosoma, en el que
estarian involucrados otros receptores que reconocerian marcadores diferentes al de
Man 6-P. Recientemente se ha encontrado una nueva sefial de reconocimiento que
reside en la cadena peptidica de la enzima que se tom6 como modelo. La sefial es un
tripéptido Ser-TrpX-Ser (donde X puede ser un metilo 0 un amino), que es reconocido
por un receptor membranal de 78 kDa, del que hasta ahora se sabe que su funcion es
endocitar enzimas lisosomales. Al parecer este receptor 78 kDa no sufre
modificaciones postraduccionales, como cortes proteolitocas en su cadena peptidica
o adicion de oligosacaridos. Por otra parte se sabe que su unién al ligando es
dependiente de cationes divalentes, de pH y temperatura.

Es un principio aceptado que el enriquecimiento de un determinado receptor
transportador en ciertos organelos especificos, indica la posible ruta que sigue la
proteina transportadora. De esta forma, por medio de fraccionamiento subcelular en
gradientes de Percoll asi como por métodos de pulso y caza, se determind su
localizacion intracelular y ruta de transporte; encontrandose que alrededor de 40-50%
de receptor se localiza en una fraccién que es un poco mas densa que la fraccion
donde se localizan los lisosomas.

Al estudiar la ruta de transporte que sigue el receptor 78 kDa, encontramos que
después de que es sintetizado en reticulo endoplasmico, se transporta al Golgi. El
tiempo de vida media de transporte del reticulo endoplasmico fue de 5 minutos y
sugiere que llega rapidamente a Golgi. Desafortunadamente no se pudo establecer
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con exactitud su tiempo de llegada y de salida en Golgi, en primer lugar porque con la
metodologia utilizada no se puede separar Golgi de endosomas tempranos, ademas
de que no sufre modificaciones postraduccionales (glicosilacion y cortes aparentes en
cadena polipeptidica). Sin embargo no obstante, a lo anterior se puede intuir que
después de que el receptor 78 kDa deja al Golgi, este es distribuido en tres
compartimentos endociticos: membrana plasmatica, endosoma temprano vy
endosoma tardio. Como se observo, la maxima cantidad del receptor detectada en la
membrana plasmatica fue de aproximadamente 28% en un tiempo de 120 minutos
después de la biosintesis, con una vida media de 40 minutos. Tomando en cuenta
que la cantidad del receptor en la membrana plasmatica en estado de equilibrio es de
aproximadamente 5%, sugiere que es primero transportado a los endosomas
tempranos y tardios antes de alcanzar a la membrana plasmatica, y una vez que llega
al equilibrio recicla con los compartimentos internos.

Por ultimo, se sabe que aminas tal como el cloruro de amonio, afectan el transporte
anterogrado o retrégrado de proteinas entre dos compartimentos. En el caso del
receptor 78 kDa se encontrd que en presencia de aminas deja a las vesiculas de alta
densidad para concentrarse en Golgi y/o endosomas tempranos (estas dos fracciones
no se han podido separar), en endosomas tardios y en la membrana plasmatica. Es
decir las aminas tienden a bloquear el flujo intravesicular anterogrado para el receptor
78 kDa. En su conjunto todos estos resultados permiten concluir que el nuevo
receptor podria estar transportando a las enzimas lisosomales desde Golgi a
endosomas o desde la membrana plasmatica a endosomas.

No obstante a todas estas evidencias de un nuevo sistema para el transporte de
enzimas lisosomales, aun falta por demostrar en que compartimento el ligando se une
al receptor, entre que compartimentos ocurre el transporte y la descarga de los
ligandos. Ademas de demostrar la naturaleza y funcién que tienen las vesiculas de
alta densidad.



INTRODUCCION

En los afios 50’s De Duve et al., [1] describieron a los lisosomas como vesiculas que
contienen enzimas hidroliticas cuyo pH 6ptimo es acido (4.8-5.2). Estas vesiculas
contienen alrededor de 50 hidrolasas acidas entre las que se encuentran: fosfatasas,
nucleasas glicosidasas, proteasas, sulfatasas y lipasas; que estan separadas de otros
componentes citoplasmaticos por medio de una membrana lisosomal. Esta
membrana: evita el paso de las hidrolasas acidas al citoplasma, contiene una bomba
para transportar protones, (manteniendo su concentracion en estas vesiculas tres
ordenes de magnitud mayor que en el citoplasma) y es selectiva a los compuestos
primarios provenientes de las macromoléculas que son degradadas dentro de la
vesicula [2].

Los lisosomas tienen la capacidad de hidrolizar casi cualquier tipo de particula
(macromolécula) biol6gica extracelular, capturada por la célula por endocitosis, o bien
intracelular por autofagia (el proceso autofagico se incrementa cuando la célula es
sometida a ayuno prolongado). Las macromoléculas que son degradadas pueden ser
desde cadenas lipidicas, glicosidicas, de acidos nucleicos o proteicas y le permite a la
célula obtener un aporte adicional de nutrientes. [3].

Una célula puede contener varios cientos de vacuolas lisosomales, las cuales son
variables en tamaro, forma y contenido. La apariencia del lisosoma refleja la
naturaleza del material que contiene y que esta en proceso de digestion; en ellos se
pueden observar desde materiales recién ingeridos, cuyo origen puede ser faciimente
reconocido, hasta residuos que no pueden ser digeridos. A diferencia de otros
organelos subcelulares, los lisosomas no pueden identificarse por criterios
morfolégicos habituales de tamario, forma y estructura interna ya que en su interior no
se detecta ninguna estructura fina. Complica ain mas la identificacién de estas
vesiculas la presencia de otros organelos celulares conocidos como “organelos
relacionados a lisosomas” tales como granulos liticos, cuerpos densos de plaquetas,
melanosomas, etc. De esta heterogeneidad morfolégica se desprende que los
lisosomas al igual que ofras vesiculas intracelulares, solamente pueden identificarse si
se utilizan marcadores especificos [4].

La diversidad de funciones en las que esta involucrado el lisosoma hace que el
estudio de este organelo celular sea relevante per se. Sin embargo, su estudio cobra



otro grado de importancia si se toma en cuenta el numero y heterogeneidad de
enfermedades descritas relacionadas a alteraciones: en la funcién y biogénesis de los
lisosomas o de las enzimas y elementos que modulan la funcién enzimatica. Hasta el
momento se han descrito mas de 30 errores innatos del metabolismo en los que hay
una deficiencia de una enzima lisosomal, asi como un numero creciente de errores
innatos del metabolismo en los que hay un defecto en el transporte o
compartimentalizacién de una o varias de estas enzimas, o bien de componentes de
la membrana lisosomal [5]. Asi mismo, se han descrito una variedad de enfermedades
en las que hay una alteracién en la funcién lisosomal debido a farmacos. Por ultimo,
cada dia cobra mayor importancia el estudio de los mecanismos de escape de
parasitos intracelulares (Mycobactenum tuberculosis, Brucella, Listenia, Salmonella,
etc.) que residen en el fagolisosoma de monocitos y macréfagos. Se piensa que estos
al alterar el trafico intracelular de proteinas especificas relacionadas con la funcién o
biogénesis del lisosoma, crean un microambiente que les permite sobrevivir dentro de
este organelo [6, 7].

TRANSPORTE INTRACELULAR DE HIDROLASAS ACIDAS

Desde el descubrimiento de los lisosomas por el grupo de De Duve alrededor de
1950, ha habido avances importantes en el conocimiento de su estructura,
propiedades y funcién. Sin embargo, muchos de los mecanismos involucrados en su
biogénesis, ain no son bien entendidos. Los primeros estudios sugirieron que los
lisosomas se generaban directamente del complejo de Golgi, como lisosomas
primarios (vesiculas que no contienen sustratos) y que posteriormente se fusionaban
con vesiculas que contienen sustratos para formar a los lisosomas secundarios o
maduros [1], hoy en dia ésta visién funcional ha caido en desuso. Los conocimientos
adquiridos en esta area permiten afirmar. que los componentes lisosomales (proteinas
membranales e hidrolasas acidas) son transportadas en vesiculas recubiertas por
clatrina desde complejo de Golgi a los endosomas tardios y desde aqui a los
lisosomas. Sin embargo, hay una controversia sobre el mecanismo de transferencia
de componentes desde endosomas a lisosomas, no se sabe si es por medio de un
transporte vesicular o por un proceso de fusion-fision de endosomas y lisosomas [8].
Lo cierto es, que cualquiera que sea el modelo mas cercano a la realidad, la célula



debe poseer mecanismos para: a) transportar a los diferentes elementos que
componen al lisosoma; es decir, los componentes que forman parte de su membrana
y los elementos solubles, b) segregar a las proteinas lisosomales del resto de
proteinas sintetizadas por la célula y c) retener en el lisosoma a los elementos
lisosomales.

Histéricamente el estudio de fibroblastos provenientes de pacientes con la
enfermedad de células “I” (Mucolipidosis Il) ha jugado un papel importante en el
conocimiento de los mecanismos involucrados en la segregacion y transporte de las
hidrolasas acidas a los lisosomas. Este tipo de pacientes se distinguen por tener una
serie de malformaciones, retraso mental y elevados niveles de enzimas lisosomales
en suero; estas alteraciones producen la muerte del individuo a los 2-3 afios de edad
[9]. Iniciaimente, el grupo de la Dra. Neufeld al realizar estudios de complementacion
metabdlica observaron que los niveles de hidrolasas acidas de fibroblastos en cultivo
de estos pacientes estaban drasticamente reducidos; por el contrario los niveles
extracelulares eran anormalmente elevados y que las hidrolasas secretadas por
fibroblastos normales podian ser recapturadas (endocitadas) de igual manera por
fibroblastos de células‘l” que por fibroblastos normales; en tanto las hidrolasas
lisosomales secretadas por fibroblastos de células “I”, no podian ser endocitadas por
ningun tipo de fibroblasto [10]. Estos resultados, permitieron proponer: a) la existencia
de un “marcador de reconocimiento comun” en las enzimas lisosomales, que
permitian su compartimentacion, asi como de receptores especificos en la membrana
plasmatica para su recaptura. Este marcador estaba ausente en enzimas lisosomales
de fibroblastos obtenidos de pacientes con la enfermedad de células “I” b) la
segregacion de enzimas ocurria extracelularmente, es decir; que las hidrolasas acidas
eran normalmente secretadas al medio extracelular y luego endocitadas por un
receptor a los fibroblastos para que finaimente llegaran a los lisosomas. Este
mecanismo para la segregacion de proteinas fue conocido como hipétesis “secrecion-
recaptura” [10].

Posteriormente, von Figura y Weber [11] realizando estudios de inmunocitoquimica
propusieron una hipbtesis alterna para el transporte de las hidrolasas acidas, en dicha
hip6tesis se sugeria que una vez que las enzimas lisosomales eran transportadas a la
membrana plasmatica unidas a su receptor, el complejo ligando-receptor formado



deberia ser transportado a los lisosomas. En cambio en las células “I’, como el
defecto residia en la incapacidad de incorporar un marcador de reconocimiento a las
enzimas lisosomales, estas eran transportadas a la superficie celular en forma soluble
por lo que eran secretadas al medio externo y al no ser reconocidas por su receptor,
no podian ser recapturadas. Esta hipétesis fue apoyada por el hecho de que,
anticuerpos en contra de hexosaminidasa era detectada en la membrana plasmatica
de fibroblastos de humanos normales que podia ser liberada con tripsina suave.

En la busqueda de la naturaleza del marcador de reconocimiento, Hickman et al., [12]
sugirieron que los carbohidratos formaban parte de este marcador, ya que el
tratamiento de la hexosaminidasa con periodato, inactivaba su endocitosis sin afectar
su actividad catalitica. Por su parte Hieber et al., [13] obtuvieron evidencias de que la
manosa era parte del marcador de reconocimiento ya que altas concentraciones de
este azucar inhibia la pinocitosis de la B-galactosidasa por fibroblastos.
Subsiguientemente, Kaplan et al., [14] mostraron que la pinocitosis de hidrolasas
acidas podia ser competitivamente inhibida por ciertas fosfomanasas de la pared
celular de Saccharomyces cerevisiae, siendo Man 6-P el inhibidor competitivo mas
potente. Basados en estas observaciones propusieron que Man 6-P podia ser el
marcador de reconocimiento requerido para la endocitosis de hidrolasas acidas por
fibroblastos humanos. La cuantificacion de Man 6-P en cadenas glicosidicas de la B-
glucuronidasa humana [15] y de a-iduronidasa [16], permitieron determinar que el
marcador de reconocimiento (Man 6-P) esta localizado en cadenas de oligosacaridos
tipo alta manosa, y que podia ser liberado de las enzimas lisosomales por el
tratamiento con endoglicosida H [15).

El resultado de estudios estructurales sobre los oligosacaridos fosforilados
demostraron que se trataba de azucares tipo alta manosa, y que cinco de los nueve
residuos de manosas presentes en las enzimas lisosomales son sitios potencialmente
disponibles para la fosforilacion [17], ademas un oligosacarido tipo alta manosa puede
adquirir dos residuos de Man 6-P, este oligosacarido difosforilado es él ligando
preferencial para los receptores que reconocen dicha sefial [17].

Al conocer la naturaleza quimica del marcador de reconocimiento, se pudo poner a
prueba la hipoétesis de “secrecion-recaptura”. Si esta hipétesis era correcta, al crecer a
los cultivos celulares en presencia de un inhibidor competitivo como Man 6-P, se



produciria deplecién intracelular y acamulo extracelular de las enzimas lisosomales.
Empero esto no fue asi, ya que solo se produjo poco cambio en los niveles
intracelulares de la enzima [18]. Estos resultados sugerian que la hipotesis secrecion
y recaptura de enzimas lisosomales no explicaba adecuadamente como las hidrolasas
acidas son transportadas a lisosomas.

Aunado a estas observaciones, Gonzalez-Noriega et al., [19] estudiando el efecto de
aminas en la secrecion de enzimas lisosomales y su endocitosis, tanto en fibroblastos
normales como de células “I" propusieron una hipétesis alterna a la secrecién-
recaptura que postulaba que el transporte de enzimas lisosomales ocurria en una via
intracelular y que era mediada por un receptor, ademas sugirieron que las hidrolasas
acidas que son sintetizadas en reticulo endoplasmico, adquieren el marcador de
reconocimiento Man 6-P intracelularmente. Las hidrolasas conteniendo el marcador,
son reconocidas por un receptor especifico para Man 6-P; de esta forma, las
hidrolasas acidas son separadas de las otras proteinas solubles que estan presentes
en el lumen de los saculos de Golgi. Los complejos receptor-enzima salen del Golgi y
son transportados a vesiculas intermedias o prelisosomas. En este compartimento
debido al pH moderadamente acido, dicho complejo se disocia. Las hidrolasas acidas
son transportadas a los lisosomas y los receptores pueden ser reciclados al Golgi
para transportar mas hidrolasas acidas. Una fraccion de la poblacion de receptores
(10%) se localiza en la membrana plasmatica, donde puede recapturar aquella
cantidad de hidrolasas lisosomales que tiene el marcador y que han sido secretadas.
Posteriormente, el mismo grupo confirmé esta hipdtesis; realizando estudios de
fraccionamiento celular, pudieron saber en que organelo se encontraba el receptor y
determinaron en que compartimento, el receptor se encuentra libre u ocupado por
enzimas lisosomales [20].

INCORPORACION DEL MARCADOR DE RECONOCIMIENTO A LAS ENZIMAS
LISOSOMALES

Los hallazgos del grupo del Dr. Sly en torno al transporte intracelular de enzimas
lisosomales y los realizados posteriormente por el grupo del Dr. Kornfeld para
determinar como y ddénde las hidrolasas acidas adquieren el marcador de
reconocimiento, permitieron conocer los mecanismos especificos que controlan el



transporte y compartimentalizacion de enzimas lisosomales. En la figura 1 se describe
el modelo mas aceptado hoy en dia.

'Miﬁlbgrw'llﬁi'fiyu'l_ﬂﬁaf w :Q“K o s Enzima

/ Vesiculs cublorta WL
con tlatrina .

TransGolai
— ! Pl

Disociacion'de Ja X
enzimy lisosomal
del ManbPR

Fosforllacifn'de.
enzima lisosom a >l Eoh clating.
Man6PR

Subunidades
de clatrina
e —— ..

Figura1. Diagrama que representa la ruta de transporte de las enzimas lisosomales.
Las enzimas lisosomales y las proteinas secretorias son sintetizadas en el reticulo
endoplasmatico (RER), las cuales son transportadas al complejo de Golgi, en donde
solo los oligosacaridos de las enzimas lisosomales son fosforilados, y el
fosfomonoester resultante (Man 6-P), es la sefial de reconocimiento que sera
reconocida por un receptor especifico (Man6PR) localizado principalmente en el trans-
Golgi. El complejo enzima-receptor formado es transportado a endosomas tardios,
que se disocia debido al pH acido. El receptor regresa al Golgi y a la membrana
plasmatica y las enzimas lisosomales son transportadas a los lisosomas. (figura
tomada del libro Molecular Cell Biology; Darnel and Lodish 2001)



Las enzimas lisosomales son glicoproteinas que contienen cadenas glicosidicas
unidas a residuos de asparagina (N-glicosidicas) y/o serina (O-glicosidicas). Como
todas las proteinas secretorias, las enzimas lisosomales son sintetizadas en
ribosomas unidos a las membranas del reticulo endoplasmico rugoso. De forma
cotraduccional, las cadenas nacientes de los péptidos al ir penetrando al lumen del
reticulo pueden ser glicosiladas en residuos de asparagina que estan asociados a un
residuo de aminoacido y seguido por una serina 0 una treonina. Las proteinas
sintetizadas, secretorias y lisosomales, son transportadas en vesiculas al Golgi, en
donde unicamente ciertos residuos terminales de manosa de las cadenas glicosidicas
de alta manosa presentes en las enzimas lisosomales, seran fosforiladas. Estos
residuos de manosa 6-fosfato (Man 6-P) actuaran como marcadores especificos que
permitiran que las proteinas lisosomales sean segregadas de las proteinas secretorias
y a la vez transportadas a los lisosomas.

La generacion del marcador Man 6-P ocurre de la siguiente manera: la incorporacién
de un fosfato en el carbono 6 (C-6) de manosas terminales comienza con la accion de
dos enzimas de manera secuencial y que estan localizadas en la parte Cis del aparato
de Golgi [21]. En un primer paso una fosfotransferasa transfiere un residuo de N-
acetilglucosamina 1-fosfato presente en una molécula de UDP-N-acetilglucosamina al
grupo hidroxilo del C-6 de una de las manosas terminales de una cadena de alta
manosa. Esta fosfotransferasa reconoce una sefial que es comun en al menos 40
diferentes enzimas lisosomales. En una segunda reaccion una fosfodiesterasa
especifica remueve el grupo N-acetilglucosamina, quedando el fosfato unido al C-6 de
las manosas [22]. Se ha encontrado que un defecto en la fosfotransferasa, provoca la
Mucolipidosis Il y Mucolipidosis Ill, y se debe a la secrecion de enzimas no
fosforiladas en fibroblastos de estos pacientes, asi como elevadas cantidades de los
sustratos de las enzimas a degradar.

Tan pronto la fosfodiesterasa ha removido el grupo de N-acetilglucosamina las
enzimas lisosomales conteniendo el marcador de manosa 6-fosfato son reconocidas
por dos tipos de receptores membranales, uno en que la unién depende de cationes
(CD-MPR) y otro independiente de cationes (CI-MPR) [23].

De esta manera las enzimas lisosomales son segregadas de aquellas proteinas
destinadas a secrecion (Figura 1). Los analisis bioquimicos y estudios por



inmunolocalizacién demostraron que las vesiculas provenientes del Golgi que
contienen los complejos ligando-receptor son conducidas a compartimentos acidicos
prelisosomales y endosomas tardios en vez de los lisosomas [23]. En estas vesiculas
se lleva acabo la disociacién ligando-receptor y la enzima liberada es conducida a los
lisosomas. En cambio, el receptor regresa al Golgi 0 a la membrana plasmatica para
iniciar otra ronda de transporte (Figura 1).

ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOTRANSFERASA

No obstante, que en el esquema anterior se explica en términos generales como las
enzimas lisosomales son segregadas y transportadas a endosomas una vez que
adquieren el marcador de reconocimiento (Man 6-P) en el complejo de Golgi, no
explica porque las proteinas secretorias no adquieren dicho marcador. A principio de
los 80’s ya se sabia que la composicion de las cadenas de alta manosa presentes en
las hidrolasas acidas no eran diferentes del resto de las glicoproteinas que llegan a
Golgi (26, 27). Este hecho no especifica porque la afinidad de la fosfotransferasa por
las enzimas lisosomales es de 100-150 veces mas grande que para las otras
glicoproteinas no relacionadas [24, 25].

Inicialmente se infirié6 que las enzimas lisosomales sin oligosacaridos son potenciales
inhibidores de la fosforilacién [26]. La primer evidencia de la naturaleza del dominio de
reconocimiento provino de estudios en proteinas quiméricas derivadas de catepsina D
y pepsin6geno, aunque estas dos aspartil proteasas tienen un 45% de homologia en
su secuencia peptidica, el pepsinégeno es una proteina secretoria y la catepsina D es
una enzima lisosomal. Este estudio reveldé que la sustitucion de dos residuos
provenientes de regiones diferentes del extremo carboxilo de la catepsina D (lisina
203 y la 293 colocadas en el pepsinégeno) fueron suficientes para generar un dominio
de reconocimiento para la fosfotransferasa. Cuando se localizé la posicion homologa
en la estructura tridimensional del pepsinégeno de porcino, se encontrd que estos
residuos se localizan en la superficie de la molécula [27].

Estudios en otras enzimas lisosomales han confirmado que las lisinas seleccionadas
son criticas para la unién de la fosfotransferasa [28]. En el caso de las catepsinas D y
L, las dos lisinas representan la sefial principal de fosforilacion ya que estan
posicionadas a 34 A alejados de una de las lisinas y cercanas a la asparagina
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glicosilada en un microambiente basico, mientras que la otra lisina esta situada en un
ambiente mas acido [29].

En su conjunto, todos estos resultados demuestran que el dominio de reconocimiento
esta en la parte superficial y que los elementos criticos (lisinas) estan espaciados por
residuos de carbohidratos, de manera que la fosfotransferasa pueda reconocer de
manera eficiente a las cadenas glicosidicas de las glicoproteinas susceptibles a ser
fosforiladas.

RECEPTORES MAN 6-P (MPRs)

El transporte de enzimas lisosomales solubles desde su sitio de sintesis asi como su
correcta clasificacion depende principalmente de receptores que reconocen a la sefal
Man 6-P. A la fecha se conocen dos diferentes tipos de receptores para Man 6-P
(MPRs). Estos han sido purificados a partir de membranas celulares solubilizadas por
cromatografia de afinidad utilizando matrices que contienen unido el ligando. Ambos
receptores difieren en sus propiedades de uniéon y requerimientos de cationes
divalentes para la union al ligando.

EL CI-MPR

El primer receptor que fue identificado, es referido como CI-MPR, MPR-300 o Man-6-
P/IGFII, es una glicoproteina de 275-300 kDa que no requiere de cationes para unirse
a su ligando [30]. La secuencia completa de aminoacidos de este receptor, se dedujo
a partir de clones de cDNA que codifican para esta proteina y revela que es una
glicoproteina transmembranal tipo |, que tiene un pequefio segmento de 17 kDa
expuesto al lado citoplasmatico [31]. EI dominio luminar donde se lleva acabo la union
del ligando, esta compuesto de 15 segmentos homoélogos, cada uno consta de
aproximadamente 145 aminoacidos. Estudios realizados por técnicas de
inmunocitoquimica, demuestran que el receptor CI-MPR se localiza principaimente en
endosomas, membrana trans de Golgi, pero no en lisosomas y solo una pequeiia
cantidad de receptor CI-MPR que se encuentra en la membrana plasmatica [32].
Estudios sobre su biosintesis evidencia que el MPR-300 sufre algunas modificaciones
postraduccionales: a) glicosilacién del dominio extracitoplasmatico [33], fosforilacion
de cuatro de los cinco sitios en el dominio citoplasmatico, c) palmitilacién [34] y d)
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formacion de tres o cuatro puentes de disulfuro con cada repeticion [35], ademas se
ha reportado que CI-MPR une dos moléculas de Man 6-P por molécula de un
oligopéptido difosforilado, este Ultimo con una afinidad de aproximadamente 2 X 10°M,
y que fragmentos solubles del receptor CI-MPR formados por cortes proteoliticos, son
capaces de conservar sus propiedades de union al ligando [36].

La funcién principal del CI-MPR es transportar a las enzimas lisosomales solubles
recién sintetizadas en el TGN y subsecuentemente liberadas en el endosoma tardio.
El CI-MPR que se localiza en la membrana plasmatica media la endocitosis de
ligandos exégenos que contienen Man 6-P. Se han realizado experimentos en donde
se inactivé el gen que codifica para este receptor y se ha encontrado que las células

secretan la mayoria de hidrolasas acidas [36].

EL MPR-46

Otro receptor que reconoce la sefial Man 6-P es conocido como CD-MPR 6 MPR-46.
Este receptor es una glicoproteina con un peso molecular de 46 kDa que requiere
cationes divalentes (particularmente Mg?*), asi como de un pH ligeramente &cido (6.3)
para unirse a su ligando, en comparacion al receptor CI-MPR que tiene una alta
afinidad por su ligando a pH neutral [37]. La secuencia de aminoacidos para el
receptor de 46 kDa, muestra que éste es también una proteina transmembranal, con
un dominio citoplasmatico de 69 residuos y un dominio luminar que muestra
homologia en repetidos segmentos con el CI-MPR. El descubrimiento del receptor
MPR-46 fue resultado de observaciones realizadas en lineas celulares deficientes
para el CI-MPR, ya que se encontré que eran capaces de transportar algunas de las
hidrolasas acidas (aproximadamente el 40% de eficacia) [38). Este receptor tiene una
funcion menos importante en el transporte de enzimas lisosomales que el MPR-300,
ya que en algunos experimentos se ha encontrado que el CI-MPR puede compensar
la pérdida del MPR-46. Empero, la expresion de altos niveles del MPR-46 en células,
después de la transferencia con el apropiado cDNA, solo incrementa un poco su
capacidad de endocitar a las hidrolasas exégenas en medio neutral [39, 40].

En resumen, las receptores MPRs han sido intensamente estudiados con relacién a
sus propiedades de union a su ligando, trafico intracelular, etc., y ahora se tiene un
consenso en todos los investigadores que la principal funcion de ambos receptores es
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la de transportar enzimas lisosomales al lisosoma. Sin embargo aun no se sabe con
exactitud porqué la célula posee dos receptores para una misma familia de proteinas.

TRANSPORTE INTRACELULAR DE LOS MPRs

El transporte de enzimas lisosomales solubles dependientes del Manosa 6-P, es un
paso crucial para la biogénesis del lisosoma. Las enzimas lisosomales sintetizadas de
novo, son acarreadas desde su sitio de sintesis en el reticulo endoplasmico, y pasan a
través del complejo de Golgi y membrana endosomal hacia el lisosoma por medio de
transporte vesicular.

Se han realizado diversos estudios inmunocitoquimicos y bioquimicos para determinar
la distribucién celular de los receptores MPRs. Primero se ha establecido que los
MPRs no estan presentes en los lisosomas [41]; sino que se encuentran
principalmente en endosomas tardios, Golgi y una pequefia cantidad (5-10%) se
localiza en la membrana plasmatica. Sin embargo ¢En qué compartimento ocurre el
primer reconocimiento entre la enzima lisosomal y el receptor?

Duncan y Kornfeld [42] monitorearon el transporte de los MPRs, marcando la
superficie celular, y encontraron que ambos receptores reciclan al sitio donde se
localiza la silalitransferasa (TGN y trans Golgi) con una vida media de
aproximadamente 3 horas. Sorprendentemente, el transporte hacia el Golgi en donde
se encuentra la galactosiltransferasa (el trans Golgi) no fue detectado.

Estos experimentos fuertemente sugerian que los receptores MPRs unian a las
hidrolasas en el TGN. Después de la unién de las hidrolasas acidas en el TGN, los
complejos ligando-receptor eran transportados en vesiculas recubiertas de clatrina
que se generan por gemacion del TGN [23]. Estas vesiculas transportadoras llevan a
los receptores a un compartimento endosomal acidico, en el que las enzimas
lisosomales son liberadas [19], [43]. Posteriormente, Griffitis ef al., [44] y Geuze et al.,
[45] demostraron mediante microscopia electrénica que se trataba de endosomas
tardios, que se localizaban muy cerca del TGN y que marcadores endocitados a
diferentes tiempos de internalizacién se localizaban en diferentes vesiculas, es decir;
mostraban que habia varios tipos de endosomas que pueden servir como aceptores
para vesiculas que acarrean hidrolasas para que se lleve a cabo la biogénesis de
lisosomas [44]. Algunos investigadores reportan que la mayoria de las moléculas Cl-
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MPR estan localizadas en el compartimento endosomal, pero que es inaccesible
durante la incubacion de los cultivos con moléculas endociticas a 20°C. Este
compartimento prelisosomal o intermediario tiene propiedades de endosomas desde
el cual un lisosoma podria generarse por una continua liberacién de hidrolasas y
proteinas de membrana, seguidas por la recuperacion de todas las moléculas de
MPRs. Otros investigadores han encontrado substanciales cantidades de MPRs y
algunos enzimas lisosomales aun en endosomas tempranos. Estos son rapidamente
marcados a 37°C, por moléculas endociticas, pero ademas pueden ser marcados
después de largos tiempos de incubacidn a 18.5°C. Estas observaciones son
consistentes con el modelo de maduracion para la biogénesis de lisosomas que
involucran la progresiva transformacion de endosomas tempranos a endosomas
tardios y finalmente a lisosomas. [8]

Existen algunas controversias acerca de si el movimiento del receptor desde Golgi a
endosomas toma lugar solo si el receptor esta ocupado por su ligando, o si el receptor
se mueve constitutivamente. Un grupo de investigadores ha reportado que el receptor
se acumula en membrana del Golgi y que no existen receptores en endosomas
cuando las células son tratadas con tunicamicina [46] (una droga que bloquea la
glicosilacion en el reticulo endoplasmico), por lo tanto inhibe en la formacién de
marcador de Man 6-P para las nuevas enzimas sintetizadas. El mismo grupo también
ha observado que cuando a un medio de cultivo se le adicionan drogas
lisosomotréficas, tal como cloroquina o cloruro de amonio, los receptores se acumulan
en endosomas [43]. Los autores demuestran que en estas condiciones, la
incapacidad de los receptores de regresar al Golgi es el resultado de la incapacidad
que tiene el receptor de liberarse de su ligando y no por el alterado pH de
endosomas.

Asi mismo, se ha demostrado que los receptores MPRs ademas de sufrir
reciclamiento de Golgi a endosomas, también reciclan a través de la membrana
plasmatica, encontrandose aproximadamente el 10% en la mayoria de las células
estudiadas [46]. Experimentos en los que los receptores localizados en la superficie
celular fueron desializados por el tratamiento con neuroaminidasa, seguida por su
resializacion por la sialiltransferasa del TGN, indica que después de la internalizaciéon
por endocitosis, los receptores MPRs alcanzan al TGN con una vida media es de tres
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horas [45]. La presencia de los receptores en la membrana plasmatica y su
reciclamiento, asi como el significante nivel de hidrolasas acidas encontradas en el
suero, sugiere que la secrecion y captura de enzimas lisosomales (que no es la via
principal) es un proceso normal.

TRANSPORTE DE PROTEINAS MEMBRANALES DEL LISOSOMA.

Los lisosomas estan delimitados por una membrana lisosomal que es responsable de
algunos procesos como la acidificacion del interior del lisosoma, y formar una barrera
de permeabilidad selectiva entre el citoplasma y el interior del lisosoma. A su vez,
contiene varias proteinas altamente glicosiladas, conocida como Lamp1, Lamp2,
Limpl , Limpll, y fosfatasa acida lisosomal (LAP), cuya funcién es la de proteger a la
membrana lisosomal de la degradacion por las hidrolasas acidas presentes en el
lumen del lisosoma. El transporte de las proteinas integrales de la membrana de los
lisosomas (LIMP) no es mediada por el marcador de reconocimiento manosa 6-
fosfato. Primero, el transporte y los niveles de las LIMPs son similares en fibroblastos
de células “I” y en fibroblastos normales [49]. Segundo, no se ha detectado
fosforilacion en las cadenas glicosidicas de estas glicoproteinas. Por ultimo, si el
proceso de glicosilacion de proteinas se inhibe con tunicamicina, ninguna proteina
puede adquirir el marcador de reconocimiento fosforilado, en estas circunstancias, las
LIMPs siguen siendo transportadas en forma normal a lisosomas. Con el fin de
conocer si algun componente de las LIMPs posee algun elemento informativo que sea
responsable de la via de transporte y destino final de este tipo de proteinas de
membrana se han clonado los genes que las codifican. Ademas se alter6 su
composicién y se transfectaron células con el fin de expresar la nueva proteina para
examinar su destino final. De esta forma se han obtenido proteinas membranales
quimeéricas de la membrana plasmatica conteniendo segmentos de las LIMPs, se ha
observado que aquellas que contienen uno de los segmentos peptidicos de las LIMPs
que se encuentran en el lado citosélico de estas proteinas integrales de membrana,
son transportadas a lisosomas [50). Seguidamente, por medio de mutagénesis
dirigida se ha podido alterar de diferentes formas la composicion de amino acidos de
las regiones citosdlicas de las proteinas integrales de las membranas lisosomales.
Este tipo de estudios realizados con diferentes proteinas de membrana lisosomal de
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diversas especies ha permitido concluir que en los segmentos de las colas citosdlicas,
amino o carboxilo terminal, reside una sefial que es indispensable para el transporte y
destino final de este tipo de proteinas membranales [51]. Se han podido detectar dos
secuencias de amino acidos especificos, localizadas en diferentes LIMPs, que
determinan una compartimentalizacion correcta de las proteinas de la membrana
lisosomal, una dada por la secuencia Gly-Tyr que esta presente en practicamente
todas las glicoproteinas de la membrana lisosomal [52] y otra dada por Leu(lleu)-lleu
presente en la LIMP Il [53]. Cualquier sustitucion en alguno de estos aminoacidos
altera el destino final de estas proteinas, bien no permitiéndolas salir del reticulo
endoplasmico, transportandolas a la regiéon de Golgi o bien a la membrana plasmatica,
pero no a lisosomas. No obstante este tipo de experimentos, complementados con
experimentos de pulso y caza y microscopia (para los que se han utilizado
anticuerpos fluoresceinados, especificos para las LIMPs) han permitido detectar que
las proteinas de membrana lisosomal, son sintetizadas en la membrana del reticulo
endoplasmico y como proteinas integrales son transportadas a la regién Trans de
Golgi, de aqui en pequefias vesiculas a los endosomas y por ultimo a los lisosomas.
En condiciones normales una pequefia cantidad de algunos tipos de LIMPs
(conteniendo la secuencia Gly-Tyr), es transportada primero a la membrana
plasmatica, de donde son transportadas a endosomas y de alli a lisosomas. En
células transfectadas con el gen de alguna de estas proteinas, se incrementa en
forma importante la fraccién que recicla a través de la membrana plasmatica antes de
llegar a lisosomas, lo que sugiere que quizas se satura la via directa de transporte a
lisosomas. Por ultimo, se ha encontrado que el nimero de moléculas de las LIMPs
presente en las membranas de lisosomas es diferente, asi como también lo es la
velocidad de transportacion desde reticulo endoplasmico a lisosomas y la vida media
de cada una de ellas. Estas observaciones sugieren que debe haber algun tipo de
regulacion en la sintesis y degradacion de las LIMPs de forma que permita mantener
la identidad de los lisosomas [50].
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MECANISMO DE TRANSPORTE INDEPENDIENTE DE Man 6-P

Anteriormente se hizo referencia sobre el mecanismo de transporte de hidrolasas
acidas al lisosoma que es mediado por el marcador Man 6-P. No obstante a la
importancia que tiene este sistema de transporte para las hidrolasas acidas, no es el
unico. Existen evidencias que indican la presencia de vias alternas de transporte que
son independientes a la de Man 6-P. Las primeras observaciones que apoyan esta
hipotesis, fueron realizadas en pacientes que presentan la enfermedad de
Mucolipidosis Il y Ill, en que la fosfotransferasa (enzima critica para la formacion de la
sefial de reconocimiento Man 6-P) es defectuosa [24, 55]. Asi, los fibroblastos
derivadas de estos pacientes son incapaces de sintetizar el marcador de
reconocimiento Man 6-P y como consecuencia secretan la mayor parte de las
enzimas lisosomales sintetizadas de novo. Sin embargo, esto no sucede para todas
las enzimas lisosomales, ya que se encontrdé que la actividad enzimatica de a-
Glucosidasa y fosfatasa acida es cercana a la normal. Por el contrario en otros tipos
celulares, tal como hepatocitos, células de Kupffer, leucocitos, timocitos y en células
de higado; los niveles de practicamente todas las enzimas lisosomales son normales
[56].

Otras evidencias sobre un sistema de transporte independiente de Man 6-P, surgen
de estudios realizados por Ulirich et al., [57] quienes encontraron que la endocitosis de
la B-glucuronidasa de higado de rata no se ve afectada por la presencia de azucares
fosforilados o por tratamientos de la enzima con fosfatasa alcalina. De igual manera,
Hieber et al., [58] evidenciaron que la endocitosis de la B-glucuronidasa de higado
bovino tampoco se ve afectada por la presencia de Man 6-P o por las altas
concentraciones de otras enzimas lisosomales que contienen el residuo de Man 6-P.
Adicionalmente a estas observaciones Gonzéalez Noriega et al., [59] estudiando la
endocitosis de la B-glucuronidasa, de higado bovino a fibroblastos humanos
provenientes de paciente deficientes para dicha enzima, encontraron que esta
hidrolasa acida puede ser endocitada por dos sistemas de transporte diferentes: uno
que reconoce en la enzima el marcador Man 6-P y el otro a un elemento hasta
entonces desconocido. Al caracterizar dicho sistema se encontré que: a) la cinética de
endocitosis (Vmax y Km) de ambos sistemas es similar. b) La enzima capturada por
uno u otro sistema es transportada a lisosomas secundarios. ¢) Anticuerpos dirigidos
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en contra del receptor CI-MPR bloguean la endocitosis de la enzima que contiene el
marcador Man 6-P, pero no la que contiene el nuevo marcador d) Aminas primarias o
monensina, que incrementan el pH intracelular e inhiben la endocitosis del receptor
CI-MPR, pero no ejercen ningun efecto sobre el nuevo receptor [59]. Basados en
estos resultados, propusieron que en fibroblastos humanos hay dos sistemas
funcionales para endocitar enzimas lisosomales y transportarias a lisosomas.

Estudios un poco mas recientes en ratones knock out para los genes que codifican
para los receptores MPRs [60], reportan la existencia de mecanismos de transporte
independientes de MPRs para algunas hidrolasas acidas, ya que al cuantificarlas los
niveles son normales en algunos organos de estos animales [60]. Estos autores
proponen que los mecanismos de transporte, podrian estar mediados por otros
receptores no conocidos. Por ejemplo, se ha reportado que formas precursoras de
enzimas lisosomales solubles pueden asociarse con membranas celulares
independiente de Man 6-P [61). Aunque el mecanismo de asociacién permanece aln
desconocido, los resultados de Rijnboutt et. al., [62], Mcintyre y Erickson [63],
sugieren que esta asociacion de la proenzima lisosomal ocurre a través de
interacciones proteina—proteina con alguna proteina de membrana. Asi mismo, se ha
reportado que la endocitosis de procatepsina D se lleva acabo por un receptor
membranal que es independiente de Man 6-P que aun es desconocido [64]. Todas
estas evidencias sugerian que el transporte de enzimas lisosomales independientes
del marcador de Man 6-P, estaba mediado por una proteina membranal. El grupo del
Dr. Gonzalez Noriega se dio a la tarea de caracterizar al nuevo sistema de transporte,
y encontr6 que el marcador de reconocimiento esta ubicado en la cadena peptidica de
la B-glucuronidasa, y que esta serial consiste de un tripéptido que contiene Ser-X-Ser,
proponiendo que X es un triptofano modificado postraduccionaimente [65]. Una vez
obtenida la sefial de reconocimiento se pudo purificar al receptor, mediante
cromatografia de afinidad acoplando a sefarosa la -glucuronidasa de higado bovino o
el peptido que contiene la secuencia sefial. Al determinar el peso molecular de la
proteina purificada en SDS-PAGE en condiciones reductoras se encontré que tiene un
peso molecular de 78 kDa. Estudios de la unién a su ligando demuestran que es
dependiente de pH, cationes divalentes y temperatura. Anticuerpos dirigidos en contra
de este receptor son capaces de bloquear de manera especifica la endocitosis de la
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B-glucuronidasa de higado bovino a fibroblastos humanos [66]. Ademas, se ha podido
detectar la existencia de este receptor en células en cultivo de humano, bovino, rata y
mono; lo cual indica que la presencia de este receptor no esta circunscrita a una
especie 0 a un tipo de células.
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JUSTIFICACION

No obstante, a los avances obtenidos en el conocimiento de los mecanismos
involucrados en la biogénesis de lisosomas, es necesario indagar mas sobre el
sistema de segregacion y transporte independiente de Man 6-P. Si bien desde hace
aproximadamente veinte afios se sabe de dicho sistema, se ha estudiado poco al
respecto. Sin duda, el descubrimiento del grupo del Dr. Gonzélez Noriega sobre un
nuevo marcador de reconocimiento presente al menos en una enzima lisosomal, asi
como del receptor que reconoce dicha sefial, aporta mas evidencias sobre la
existencia de sistemas de transporte alternos para hidrolasas acidas. Sin embargo,
aun no se tiene conocimiento sobre la significancia biologica de este nuevo receptor.
Hasta ahora solo sabemos que es capaz de endocitar al menos a una enzima
lisosomal que es capaz de llegar al lisosoma. Pero aun ignoramos si el receptor
transporta a las hidrolasas acidas sintetizadas de novo.

Por lo que, como inicio para responder algunas de estas cuestiones en el presente
trabajo nos enfocamos especificamente a examinar la ruta de fransporte que sigue
dicho receptor que es sintetizado de novo, asi como su procesamiento intracelular.
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OBJETIVO GENERAL.

Conocer los mecanismos de biosintesis, transporte y compartimentacion del receptor
78 kDa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Estudiar la biosintesis del receptor 78 kDa

Metas
= Determinar si el receptor tiene un forma precursora.
= Determinar si el receptor esta formado por una sola proteina
= Determinar si el receptor se glicosila

2.- Identificar la ruta de transporte que sigue receptor 78 kDa sintetizado de novo.

Metas

= Determinar la ruta de transporte del receptor 78 kDa en cada uno de los
compartimentos.
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MATERIALES Y METODOS

l.- CULTIVOS CELULARES

La linea celular HepG2, derivada de hematoma humano, fue donada por el Dr. S.
Cederbaun (University of California at Los Angeles, Ca). Los cultivos se crecieron en
o-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 1Mm de piruvato de
sodio, 100u/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, y mantenidas a 37 °C en
una atmosfera humeda con 5% de CO..

I.- OBTENCION DE ANTICUERPOS

El receptor 78 kDa fue purificado a partir de higado bovino utilizando el protocolo
descrito por Gonzalez-Noriega y Michalak [66]. La proteina 78 kDa purificada (100 pg)
fue mezclada con un volumen igual de adyuvante de Freund's completo, e inyectada
subcutaneamente en un conejo de Nueva Zelanda. Antes de la primera inyeccion, el
suero preinmune fue obtenido. Refuerzos del antigeno en adyuvante incompleto se
hicieron a las 2, 4, 8 semanas, el conejo se sangré dos semanas después de la ultima
inyeccion y el suero fue cosechado para purificar las IgG’s. El suero inmune fue
absorbido a una columna de proteina A-sefarosa (Zymed) y la IgG fue eluida con
acido citrico 0.1 M a pH 3.5. Las fracciones que contienen las inmunoglobulinas
fueron precipitadas con 50% de sulfato de amonio pH 7.0, el bot6n fue resuspendido y
dializado contra PBS.

ll.-MARCAJE METABOLICO

Las celulas HepG2 se crecieron encajas Petri de 100mm de diametro a 80% de
confluencia. A fin de depletar la poza intracelular de metionina, los cultivos se
incubaron con 5 ml de a-MEM sin metionina, haciendo tres cambios durante 30
minutos. Para el marcaje metabdlico, los cultivos se incubaron con 3.5 ml de medio
conteniendo: o-MEM sin metionina, a-MEM-suero dializado (10%) y 300 uCi de *S-
metionina por caja a diferentes tiempos (15 minutos a 37 °C en experimentos de pulso
y caza o toda la noche), seguidamente los cultivos se lavaron tres veces con o-MEM
sin metionina. La caza se inici6 adicionando a-MEM normal a diferentes tiempos: 0,
30, 60, 120, 240 minutos o durante toda la noche (para el experimento en el que se
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utilizé cloruro de amonio o donde se evidencio el receptor en estado de equilibrio).
Terminado el tiempo de caza, las células se colocaron en hielo y cosecharon en PBS.
La suspension celular fue procesada para fraccionamiento subcelular en Percoll como
se describe posteriormente.

IV. - FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Las células fueron fraccionadas en un gradiente de Percoll utilizando el protocolo
descrito por Merion y Sly [70]. Cultivos de células HepG2 crecidas a un 80% de
confluencia en cajas de Petri de 100mm, se lavaron tres veces con 10 ml de PBS y
dos veces con 5 ml de una solucion isotdnica de sacarosa, que contiene: 0.25M de
sacarosa, 10mM de Hepes, 1mM EDTA, timerosal 0.1% a un pH 7.2. Después de 10
minutos a 4 °C, las células fueron cosechadas utilizando un gendarme de teflén. La
suspension celular fue centrifugada a 1000g por 10 minutos a 4 °C. El botén celular
obtenido sé resuspendié en 1.5 ml de la solucién isotdnica de sacarosa conteniendo
15mM de KCI e inhibidores de proteasas (Leupeptina 0.1mM, PMSF 0.2mM, EDTA
2mM, PHMB 1mM). Las células se homogeneizaron con un homogenizador Potter-
Elvehjen de teflon hasta que sé lisaron mas del 50% de las células. El homogenizado
resultante se centrifugd a 700g durante 10 minutos a 4 °C. Un mililitro del
sobrenadante post-nuclear (SPN) se colocd sobre 9 ml de una solucién de Percoll al
30%, (densidad de 1.07 g/ml) preparada con la solucion isoténica de sacarosa, y se
centrifugd a 33,000g durante 50 minutos a 4 °C en un rotor FO650 en una centrifuga
Avanti-Beckman. Después de la centrifugaciéon, se colectaron fracciones de 0.4 mi
desde el fondo del tubo con una bomba peristaltica. Alicuotas de 0.25 ml de las
fracciones 16-21 del primer gradiente se mezclaron y se colocaron sobre 8 ml de una
solucion de Percoll al 15% con una densidad de 1.044 g/ml. Las muestras se
centrifugaron a 33,0009 durante 50 minutos a 4 °C. Se colectaron fracciones de 0.4 ml
cada una como se describié anteriormente.

V.- ENSAYOS ENZIMATICOS

La actividad enzimatica de la p-hexosaminidasa se determiné usando como sustrato
4-metilumbeliferil-2-acetoamida-2-deoxi-B-O-glucopiranosido a 5mM en amortiguador
fosfato-citrato 0.08M, pH 4.4 [70]. La fosfatasa acida se determiné usando como
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sustrato a 4-metilumbeliferil fosfato a 1 mM en 0.1M de citrato de sodio, pH 5.0 [70].
La glucosidasa Il se midié usando 4-metilumbeliferil-a-D-glucésido 1mM en fosfato de
sodio 0.1M, pH 6.7 [71]. La Manosidasa Il se determiné utilizando 4-metilumbeliferil-a-
D-manésido 1mM en fosfato de sodio 100mM, 12.5mM de MgCl,, pH 6.8 [72]. Cada
uno de los ensayos se realizaron adicionando 25ul de muestra a 100pl del sustrato en
presencia de 0.1% de Tritén X-100. Al cabo de 30 minutos a 37 °C, las reacciones se
detuvieron con la adicion de 1.9 ml de amortiguador compuesto de 0.3M de glicina,
0.2M de carbonato, pH 10.5. La fluorescencia se midi6 en un espectrofluorometro
Aminco-Bowman a una emision de 360 y excitacion 448nm. La actividad de la
fosfodiesterasa alcalina, se determiné colorimetricamente utilizando como sustrato
bis(p-nitrofenol) fosfato 20mM en Tris base pH 9.0 [73]. El ensayo se realizd
adicionando a 25ul de muestra, 100 pl de sustrato de 6.5 pul de deoxicolato en 2%, 8ul
MgCl; 75 mM. Después de incuba 1 hora de incubacion a 37°C la reaccion se detiene
con la adicion de 1 ml de amortiguador de 0.3M de glicina, 0.2M de carbonato, pH
10.5. Las muestras se leyeron a 420 nm en espectrofotometro.

La actividad enzimatica de la HRPasa, se determin6 colorimétricamente usando o-
fenilendiamina 4mg/ml y 0.03% de H,O, como sustrato. El ensayo se realiz6
adicionando 50ul de muestra, 50ul de amortiguador que contiene 0.15% de Tritdn X-
100 y 100Mm de acetato de amonio, pH 6.0. La reaccién se desarroll6 durante 10-15
minutos a temperatura ambiente, y se detuvo con 3M de acido sulfurico. Las muestras
se leen a 490nm en lector de ELISA (BIO-RAD).

VI.- IDENTIFICACION DE VESICULAS ENDOCITICAS

Para identificar las diferentes vesiculas endociticas (endosomas tempranos,
endosomas tardios y lisosomas) los cultivos se incubaron en presencia de HRPasa
(5mg/ml) en o-MEM durante 15 minutos. Después de un pulso con esta enzima, las
monocapas celulares se lavaron 5 veces con a-MEM e incubaron 0, 60 o0 240 minutos
a 37 °C o 60 minutos a 20 °C en presencia de a-MEM. Terminado el tiempo de caza,
las células se colocaron en hielo, se lavaron con PBS, y se homogenizaron y, el
sobrenadante post-nuclear se fracciond en un gradiente de Percoll al 30%. La
actividad de HRPasa presente en las fracciones colectadas se midi® como se
describio anteriormente.
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Vil.- ROMPIMIENTO SELECTIVO DE LISOSOMAS.

Previamente se ha descrito que glycil-L-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN) es un
sustrato para catepsina C, que selectivamente rompe a los lisosomas pero no a
endosomas [74]. Por lo tanto, el sobrenadante posnuclear fue incubado con 300uM de
GPN, que esta preparado en una solucién de dimetil sulféxido (DMSO), a 37°C por 10
minutos. Después este tiempo, el sobrenadante se sometid a fraccionamiento
subcelular como se describié anteriormente. Los lisosomas no son afectados por el
DMSO.

VII.-EFECTO DE DROGAS EN CULTIVOS CELULARES

Cultivos celulares de HepG2 marcadas con **S-metionina durante toda la noche, se
lavaron tres veces en a- MEM sin metionina y se incubaron con cloruro de amonio

(NH4CI) a una concentracion de 50mM en a- MEM normal a 37 °C durante tres horas.
Este agente cambia el pH y vacuoliza a endosomas, lisosomas y altera el trafico de
algunos receptores membranales. Terminado el tiempo de incubacién el medio fue
removido, y las células se cosecharon en PBS frio. La suspension celular fue
procesada para fraccionamiento subcelular en Percoll.

Con el fin de determinar si el receptor 78 kDa se glicosila, las células fueron
incubadas dos horas antes del marcaje con 5 mg/ml de tunicamicina (Sigma), el
marcaje de las células con *S-metionina se llevé a cabo en presencia de
tunicamicina. La concentracion utilizada de la droga inhibe completamente la adicion
de cadenas N-glicosidicas a proteinas sintetizadas de novo [67]. Al término del
marcaje, el medio fue removido, y las células se cosecharon en PBS frio. La
suspensién celular se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 minutos, el botén celular sé
resuspendid en 1 ml de amortiguador de homogenizado que contiene inhibidores de
proteasas (Leupeptina 0.1mM, PMSF 0.2 mM, EDTA 2mM, PHMB 1mM), 50ug/ml
RNAsa, 100ug/mi, DNAsa en PBS pH 7.2. Las células se lisaron congelando y
descongelando tres veces en nitrégeno liquido, el homogenizado se centrifugd a
50,000g a 4 °C durante 20 minutos. Las membranas obtenidas se solubilizaron
durante 30 minutos en 1 ml de amortiguador de lisis compuesto por: 0.5% de Triton X-
100, inhibidores de proteasas en PBS pH 7.2. Seguidamente se retir6 el material no
solubilizado centrifugando a 50,000g durante 20 minutos y la muestra sometida a
inmunoprecipitacion.
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IX.- INMUNOPRECIPITACION.

Se tomaron alicuotas de 25ul de proteina A-sefarosa resuspendida en amortiguador
0.2 M de fosfatos, pH 8.0, se mezclaron con 40 ul de antisuero en contra del receptor
78 kDa o del CI-MPR y se incubaron por 2 horas a 4 °C con agitacion constante. Las
esferas se lavaron dos veces con 1 ml del mismo amortiguador de fosfatos.
Posteriormente, las esferas se incubaron con el lisado celular marcado con *S-
metionina en presencia de la mezcla de inhibidores de proteasas mencionada en la
seccion VIl durante 2 horas a 4 °C con agitacion constante. Terminada la incubacién
las esferas se colectaron centrifugando a 12,000 rpm durante 1 minuto y se lavaron
dos veces con 1 ml PBS que contiene inhibidores de proteasas, 1mg/ml de BSA y
Triton X-100 al 0.5% y 0.05% respectivamente. Finalmente, a los complejos inmunes
se les adicioné amortiguador de muestra para la SDS-PAGE en condiciones
reductoras y se hirvieron por 4 minutos, se centrifugaron a 12,000 rpm por un minuto y
se tomo el sobrenadante que se analizé por SDS-PAGE.

X.- ELECTROFORESIS.

Los extractos celulares derivados de muestras solubilizadas con 1% de SDS, 0.5% de
Triton X-100, asi como todos los inmunoprecipitados fueron sometidos a SDS-PAGE
para separar las proteinas, usando mini-geles al 8% de acuerdo al método de
Laemmli [68]. Las muestras marcadas con *°S-metionina se analizaron por
autoradiografia después del tratamiento de los geles con salicilato de sodio al 1%. EL
analisis cuantitativo de las bandas se hizo por medio de un Scaner Biorad

XI.- INMUNOTRANSFERENCIA

Después de SDS-PAGE, las proteinas sé electrotransfiieron a membranas de
nitrocelulosa de 0.45um (BioRad). La solucién amortiguadora para dicha transferencia
esta compuesta por 256mM de Tris, 192mM de glicina y 20 % de metanol a un pH 8.3.
La transferencia se llevé a cabo a corriente constante de 190mA durante 80 minutos,
[69]. Los sitios no especificos fueron bloqueados por inmersion de las membranas en
un amortiguador de bloqueo (pH 7.0) que contiene; 10mM de NaCl, 2.5mM KClI,
25mM de BES y 25mM &cido maleico (SSMB) y 2% de Polivinilpirrolidona durante
toda la noche a 4 °C. Las membranas fueron lavadas varias veces con el
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amortiguador SSMB. Los Blots fueron incubados con suero de conejo (421) anti-78/72
kDa durante 2 horas, después de hacer varias lavados con el amortiguador de SSMB,
los Blots se revelan con IgG anti-conejo-peroxidasa, y desarrollando el color por
medio de 4-cloro-1-naptol. Alternativamente la presencia del receptor se detect6d
usando un kit de quimioluminiscencia (ECL Western Blotting, Amersham, Bucks, UK).
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RESULTADOS

IDENTIFICACION DEL RECEPTOR 78/72 kDa POR INMUNOTRANSFERENCIA.

El andlisis de la especificidad del antisuero policlonal (Rb 421), generado en conejo en
contra de la proteina 78/72 kDa, se realizé por medio de inmunotransferencia.
Membranas totales de células HepG2 se solubilizaron con SDS al 1%. Las proteinas
extraidas se desnaturalizaron en presencia de 2-mercaptoetanol y se resolvieron en
SDS-PAGE al 8%. Posteriormente fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa, las cuales se incubaron con el anticuerpo (Rb 421) en contra de la
proteina de 78/72 kDa, y seguidamente con un anticuerpo de cabra anti-conejo
acoplado a peroxidasa y reveladas con 4-cloro-1-naftol. Como se muestra en la Figura
1A, el antisuero Rb421 unicamente reconoce dos péptidos cuyo peso molecular
corresponde al de los péptidos obtenidos (78/72 kDa) cuando se purificd el receptor
[66]. Los mismos resultados se han obtenido cuando se utilizan anticuerpos en contra
de esta misma proteina producidos en conejos, utilizando diferentes protocolos de
inmunizacion (resultados no mostrados).

Al corroborar la especificidad del antisuero Rb421 por medio de inmunoprecipitacion
de proteinas membranales extraidas con Tritdn X-100 procedentes de células a las
que se incorporé *S-Metionina durante 18 horas, se obtuvieron dos proteinas con un
peso molecular de 47 y 42 kDa (Figura 2). Previamente Gonzalez-Noriega et al., [66]
han reportado que el peso molecular de la proteina de 78/72 kDa varia dependiendo
el metodo utilizado para eliminar el Triton X-100 durante la purificacion del receptor.
Con el fin de demostrar que la variacion del peso molecular aparente del receptor en
los geles de SDS-PAGE, se debe a la presencia del Tritdbn X-100, el receptor se
extrajo de membranas de células HepG2 con 0.5% (8mM) de Tritbn X-100.
Seguidamente al material solubilizado se le adicioné igual volumen del amortiguador
de cargado que contiene 86mM de SDS. Alternativamente, las proteinas extraidas en
la solucion de Triton X-100 al 0.5% fueron precipitadas con TCA al 20%, y el
precipitado se resuspendio con el mismo amortiguador de cargado. De esta forma las
muestras cargadas en los geles contienen: una, la concentracion de 0.25% de Triton
X-100 y la otra, solo el Tritdon X-100 unido a la proteina. Como se observa en la figura
1, el peso molecular del receptor cambia de 78/72 kDa (en la muestra solubilizada con
SDS) a 65/58 kDa (figura 1b), cuando las membranas se solubilizaron con Triton X-
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100 y el exceso de detergente se elimind precipitando a la proteina con TCA. Sin
embargo, en la muestra cuya cantidad de Triton X-100 es mayor; el peso molecular se
reduce aun mas a 59/49 kDa (figura 1C). Esta reduccion en el peso molecular del
receptor sugiere que el SDS no desplaza completamente el Triton X- 100 unido al
receptor y por ende no pasa completamente de una forma globular a una tubular,
afectando su movilidad electroforética.

Figura 1. Efecto de Tritén X-100 en el peso molecular del
receptor 78 kDa. El receptor fue extraido a partir de
membranas de células HepG2 con SDS 1% (A) o 0.5
%Triton X-100, (B y C). En la muestra B, el exceso de
detergente fue eliminado precipitando a las proteinas con
TCA al 20%. En cambio en la muestra C, se adicioné
directamente el amortiguador de muestra y entonces
analizadas por SDS-PAGE en condiciones reductoras.
Las proteinas se ftransfiieron a membranas de
nitrocelulosa y se detectaron con un anticuerpo de cabra
anti-conejo acoplado a peroxidasa y revelado con
cloronaftol.

29



kDa
180

119

85

62

31

38

22

Figura 2. Efecto de Tritbn X-100 en
inmunoprecipitacion del receptor 78 kDa. Cultivos
celulares de células HepG2, se marcaron con *S-
metionina durante 18 horas, las Membranas fueron
obtenidas y solubilizadas con 0.5% de Triton X-
100, e inmunoprecipitadas con el antisuero anti-78
KDa. Los antigenos precipitados se resolvieron por
SDS-PAGE (acrilamida al 8%) en condiciones
reductoras y visualizados por fluorografia.

30



BIOSINTESIS DEL RECEPTOR 78/72 kDa
Previamente hemos mostrado que el antisuero generado en conejo reconoce de
manera especifica al receptor 78/72 kDa. Si bien el peso molecular de esté varia de
acuerdo al detergente utilizado cuando se extrae dicho receptor, se asume que se
trata de la misma proteina. Como mostramos anteriormente el receptor presenta dos
bandas. Con el fin de saber si la presencia de ambas bandas es el resultado de
modificaciones postraduccionales, los cultivos de células HepG2 fueron marcados con
¥S-Metionina durante 15 minutos y cazadas a diferentes periodos de tiempo (0, 30 y
120 minutos) en medio sin metionina radioactiva. Seguidamente, las células fueron
cosechadas, lavadas e inmunoprecipitadas usando el antisuero anti-78kDa. Los
péptidos inmunoprecipitados se resolvieron en SDS-PAGE, y se revelaron por
fluorografia. Como se muestra en la figura 3, el receptor inmunoprecipitado
inmediatamente después del pulso muestra dos bandas con un peso molecular
aparente de 47/42 kDa, las cuales se mantienen sin cambios cuando la caza se
prolonga a 30 y 120 minutos, (figura 3). Este resultado sugiere que el receptor no
sufre modificacion postraduccional, ya que de ser asi, habria un cambio en el peso
molecular de las bandas en algun momento de la caza, que generaimente ocurre en
los primeros minutos después de que se sintetizan las proteinas.
Con el fin de establecer si alguna banda se debe a modificacion postraduccional
debido a la glicosilaciéon en el reticulo endoplasmico, o a la transformacién de las
cadenas glicosidicas a su paso por el complejo de Golgi, lo cual generalmente se
traduce en un cambio en el peso molecular aparente de la proteina, las celulas fueron
pulso-marcadas con **S-Metionina durante toda la noche y tratadas por dos horas en
presencia o ausencia de tunicamicina (un inhibidor que bloquea la adquisicion de
oligosacaridos por las proteinas recién sintetizadas). Como se muestra en la figura 4,
la proteina de 47/42 kDa conserva el mismo peso molecular en las dos condiciones, lo
cual sugiere que esta proteina no contiene cadenas N-glicosidicas. Cabe mencionar
que en los experimentos anteriores, la banda de 47 kDa se encuentra mas
enriquecida con respecto a la de 42 kDa.
Alternativamente para descartar que la doble banda se debe a la accién por proteasas
cuando se inmunoprecipita el receptor, los cultivos fueron marcados con **S-Metionina
durante toda la noche, seguidamente fueron removidas de la caja de cultivo y la
suspension celular obtenida se divididé en dos alicuotas. Una de las cuales fue lisada
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en presencia de un coctel de inhibidores de proteasas que esta compuesto por:
Leupeptina 0.1mM, PMSF 0.2mM, EDTA 2mM, PHMB 1mM. Esta mezcla inhibe a la
mayoria de las proteasas excepto a algunas de las proteasas de serina. A la otra
alicuota se le adiciond un inhibidor de proteasas comercial “Complete” (Roche), que
inhibe un amplio espectro de proteasas como: serinas, cisteinas, calpapainas y
metaloproteasas. En la figura 5, se muestra que entre ambos inhibidores de proteasas
no existen diferencias. No obstante a estos resultados, aun no se descarta que la
presencia de las dos bandas sea debido a la accién de alguna proteasa que no se
puede inhibir. Otra posibilidad es que la doble banda sea resultado de algun artificio
que se genera durante la inmunoprecipitacion.

En la literatura se ha reportado que las proteinas periféricas estan asociadas a la
membrana, o a proteinas integrales de membrana mediante fuerzas electrostaticas y
por puentes de hidrogeno que faciimente pueden ser removidas por cambios de pH o
por elevada fuerza i6nica. Con el fin de determinar si alguna de las bandas es una
proteina asociada al receptor, las células se marcaron como en el experimento
anterior, con la diferencia de que aqui los homogenizados fueron tratados en
presencia o ausencia de carbonato de sodio 0.1 M, en estas condiciones si una
proteina esta unida por interacciones no covalentes con el receptor, tendria que
desaparecer, sin embargo en las dos condiciones, ambas bandas continuan
presentes. (resultado no mostrado).
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Figura 3. Identificacion del receptor a diferentes
tiempos. Cultivos celulares de células HepG2, se
pulso-marcaron durante 15 minutos con **S-metionina
y cazadas a tiempos 0, 30 y 120 minutos. Las
membranas fueron obtenidas y solubilizadas con
Tritdon X-100, e inmunoprecipitadas con el antisuero
anti-78 kDa. Los antigenos precipitados se resolvieron
por SDS-PAGE (acrilamida al 8%) en condiciones
reductoras y visualizados por fluorografia.

PM tunicamicina

+ —

Figura 4. Efecto de tunicamicina. Cultivos celulares de
celulas HepG2, fueron tratadas en presencia (+) o
ausencia (-) de tunicamicina, a una concentracién de
5mg/ml durante dos horas. Posteriormente se
marcaron con *S-metionina durante tres horas y las
membranas fueron obtenidas y solubilizadas, con
Tritén X-100, e inmunoprecipitadas con el antisuero
anti-78 KDa. Los antigenos precipitados se
resolvieron por SDS-PAGE (acrilamida al 8%) en
condiciones reductoras y visualizados por fluorografia.
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Figura 5. Efecto de proteasas sobre el peso molecular
del receptor 78 kDa. Cultivos celulares de células
HepG2, se marcaron con *S-Metionina durante toda
la noche, las membranas fueron obtenidas y se
adicionaron dos diferentes cocteles de inhibidores de
proteasas, “Complete” (C), y Preparado. (P).
Posteriormente fueron solubilizadas, con Triton X-100,
e inmunoprecipitadas con el antisuero anti-78 KDa.
Los antigenos precipitado se resolvieron por SDS-
PAGE (acrilamida al 8%) en condiciones reductoras y
visualizados por fluorografia.

IDENTIFICACION DE ORGANELOS POR FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Con el fin de obtener informacién acerca de la localizacion y ruta de transporte del
receptor 78 kDa, el sobrenadante post-nuclear de células HepG2 fue fraccionado en
gradientes de densidad con Percoll. Para localizar las fracciones que contienen
lisosomas, Golgi, reticulo endoplasmico y membrana plasmatica en el gradiente con
Percoll, se determinaron las actividades de hexosaminidasa, manosidasa neutra,
glucosidasa neutra y fosfodiesterasa alcalina que son enzimas marcadoras para cada
uno de los organelos. Como se muestra en la figura 6, la mayor parte de la actividad
de hexosaminidasa se encuentra en la parte inferior del gradiente, en las fracciones 2-
5 cuya densidad es de 1.07-1.09 g/ml. Previamente se ha mostrado que en estas
fracciones se ubican lisosomas secundarios [70]. En tanto la actividad para
glucosidasa, manosidasa, fosfodiesterasa alcalina se localiza en las mismas
fracciones, en la parte superior del gradiente (fracciones 16-20) que corresponde a
una densidad de 1.04 g/ml. Un pico pequerio de hexosaminidasa sé sobrelapa en esta
misma densidad, esta actividad se debe a la presencia de una pequefia cantidad de
hexosaminidasa microsomal [75]. Por ultimo, una reducida actividad de cada uno de
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los marcadores se localiza en la parte mas alta del gradiente (fracciones 22-25) que
corresponde a las sustancias solubles que se liberan de los diferentes organelos que
se lisan al homogeneizar las células (Figura 6).

Para determinar en que fracciones se encuentran los endosomas tempranos y tardios,
se utilizé a la peroxidasa de rabano (HRPasa) que es endocitada a hepatocitos por un
proceso de pinocitosis fluida. Primero, para conocer la ubicacion de los endosomas
tempranos, los cultivos fueron incubados en presencia de HRPasa (5mg/ml) durante
15 minutos a 37°C. Bajo estas condiciones la mayor parte de la HRPasa se detect6 en
las fracciones 16-20 cuya densidad es de 1.04 g/ml (Figura 6), en estas fracciones se
localizan también las membranas plasmaticas, reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi [76]. Es sabido que cuando las células se colocan a temperaturas de 16 a 20°C
no permiten que las moléculas endocitadas sean transportadas a lisosomas. Por
ende, después que los cultivos fueron incubados en presencia de HRPasa 15 minutos
a 37°C, los cultivos se incubaron en ausencia de la peroxidasa por 60 minutos (caza)
a 20°C. Bajo estas condiciones, una pequefia fraccion de peroxidasa se desplaz6
desde la fraccion con densidad ligera, a las fracciones con una densidad mas alta (10-
15), pero no es transferida a lisosomas (Figura 6). Si después de incubar a los cultivos
en presencia de peroxidasa 15 minutos a 37°C, estos mismos se incubaron en
ausencia de HRPasa a 37°C por varios periodos de tiempo y después fraccionados, la
marca se desplaza a fracciones de mayor densidad. Esto es, después de una caza de
60 minutos, la marca aparece en fracciones 6-7 en las que se encuentran los
prelisosomas. Si la caza se prolonga 2 horas, la HRPasa se puede ubicar en
lisosomas (fracciones 2-5, figura 6).

En suma, en esta serie de experimentos se puede observar que la peroxidasa
endocitada por un proceso de pinocitosis fluida, sigue la via endocitica de transporte,
es decir, una vez que es endocitada sé transporta desde endosomas tempranos
(fracciones 16-20) a endosomas tardios (fracciones 10-15), seguido a prelisosomas
(fracciones 6-7) y finalmente a las fracciones de mayor densidad (fracciones 2-5)
donde se ubican los lisosomas.
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Figura 6. Identificacion de organelos endociticos en el
primer fraccionamiento subcelular con Percoll. Cultivos de
células HepG2 se incubaron con HRPasa (5mg/ml) bajo
las siguientes condiciones. Después de varios lavados con
PBS, las células fueron homogeneizadas y centrifugadas a
700g por 10 minutos. El sobrenadante posnuclear (SPN)
resultante se fraccion6 por gradiente de densidad con
Percoll. Los marcadores enzimaticos y la HRPasa
contenida en cada una de las fracciones fueron
determinados. La columna izquierda muestra la
distribucion de los diferentes marcadores enzimaticos:
hexosaminidasa (lisosomas), glucosidasa (reticulo
endoplasmico), manosidasa (Golgi) y fosfodiesterasa
alcalina (membrana plasmatica). La columna derecha
representa la distribucion de HRPasa. Las células se
incubaron con HRPasa durante 15 minutos (pulso) y
cazadas a tiempo cero, 1 hora a 20°C, y durante 1y 2 h a
37°C.
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LOCALIZACION INTRACELULAR DEL RECEPTOR 78 KDa

Previamente Gonzalez-Noriega ef al., 2003 (manuscrito sometido a publicacion)
determinaron la distribucién de los receptores 78 kDa y CI-MPR en dos lineas
celulares diferentes (Clona 9 y H4. En ambas lineas celulares el receptor CI-MPR fue
localizado principalmente en las fracciones donde se localiza el aparato de Golgi,
endosomas tardios y en menor cantidad en las fracciones que corresponden a
lisosomas ligeros o prelisosomal. Por el contrario, el receptor 78 kDa se ubicd en
cuatro diferentes fracciones. Cerca del 40 o 50% del receptor es localizado en la parte
mas baja del gradiente de Percoll (fracciones 1-5). Cantidades menores fueron
detectadas en fracciones cuya densidad es de 1.07 y 1.05 g/ml, fracciones en la que
se encontrarian la fraccion prelisosomal y los endosomas tardios. Por uitimo
solamente se encontraron trazas del receptor en las fracciones en que migra el
reticulo endoplasmico, endosomas tempranos, las membranas plasmaticas y el
Aparato de Golgi. Estos resultados sugieren que aunque el receptor 78 kDa puede
coincidir con el receptor CI-MPR en la fraccion endosomal, ambos receptores estan
enriquecidos en diferentes fracciones.

En este trabajo, nosotros corroboramos estos resultados en las células HepG2
mediante fraccionamiento subcelular. Para descartar la posibilidad de que el receptor
78 kDa, presente en las fracciones 1-5 esté en lisosomas, el sobrenadante post-
nuclear de estas células, se incub6 en presencia de glycil-L-phenylalanine 2-
naphthylamide (GPN) a una concentracion de 300uM durante 10 minutos a 37°C. El
GPN es un sustrato para catepsina C, que selectivamente rompe a los lisosomas pero
no a endosomas [74). Como se muestra en la figura 7 A, el pico principal del marcador
para lisosomas (B-hexosaminidasa) se encuentra en el fondo del gradiente (fracciones
2-5) en homogenizado no tratados. Sin embargo, cuando el homogenizado se incuba
en presencia de GPN, la distribucion de pB-hexosaminidasa en el gradiente cambid,
encontrandose que la principal actividad se localiza en la parte superior del gradiente,
donde se tienen las sustancias solubles (figura 7 A). Anteriormente se mostrd, que
cuando la HRPasa se endocita por un periodo de 2 horas a 37°C, la mayor parte de la
enzima llega a lisosomas (figura 8 B), cuando el homogenizado se trato con GPN,
ahora la principal activadad de la enzima se encuentra en las fracciones altas del
gradiente donde se localizan las sustancias solubles, cabe destacar que en las
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fracciones donde se localizan los endosomas tardios (fracciones 10-15) permanece
basicamente sin cambio, lo cual corrobora las observaciones de Akasaki et al., [74]
(Figura7B).

Al analizar la distribucion del receptor 78 kDa en estos homogenizados tratados con y
sin GPN por inmunoblot, y revelados por quimioluminiscencia, encontramos que en
ambos casos la distribucion es practicamente la misma. Es decir; el receptor se
distribuye principalmente en tres picos, el primero se encuentra en las fracciones
donde se localizan los endosomas tardios (19%), seguido de vesiculas acarreadoras
(18%), pero principaimente en las vesiculas de alta densidad (Figura 8 A y B). Estos
resultados confirman que el receptor no esta en lisosomas, y sugiere que aquellas
sustancias endocitadas por pinocitosis fluida no alcanzan a ser transportadas a las
vesiculas de alta densidad.
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Figura 7. Ruptura selectiva de lisosomas con glycil-L-
phenyalanine 2-naphtylamide (GPN). Sobrenadante
postnuclear (SPN) de células HepG2 se incubé con
300uM de GPN en una solucién isotonica durante 10
minutos a 37°C y fue fraccionado por centrifugacion
en gradiente de densidad con Percoll.

A) Distribucién de la Hexosaminidas y B) HRPasa
[J)sin y ) con GPN.
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A VESICULA DE VESICULA ENDOSOMA,
ALTA DENSIDAD ACARREADORA TARDIO
FRACCION 1 2 3 4 S 6 7 8 9

GPN (-)

GPN (+)
B
VESICULA DE VESICULA ENDOSOMA R.E., GOLGI,
ALTA DENSIDAD ACARREADORA  TARDIO E.T., M.P.
GPN (-) 45.2 21 16.2 17.3
RECEPTOR
78kD
GPN (+) 435 18.6 19.3 17.9

Figura 8. Distribucién del receptor 78 kDa en células HepG2 tratadas con glycil-L-
phenyalanine 2-naphtylamide (GPN). Sobrenadante postnuclear (SPN) se incubé con
300uM de GPN en una solucién isotdnica durante 10 minutos a 37°C y después fue
fraccionado por centrifugacion en gradiente de densidad con Percoll.

A) Blots de fracciones obtenidas del SPN tratadas en presencia (+) o ausencia (-) de
GPN.

B) Los Blots del panel A se cuantificaron por densitometria Optica y la cantidad del
receptor 78 kDa en cada tres fracciones se expresé como porcentaje del total
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TRANSPORTE INTRACELULAR DEL RECEPTOR 78 KDa SINTETIZADO DE
NOVO.

Dado que al fraccionar las células en gradientes de Percoll al 30% no se logra la
separacion de reticulo endoplasmico, Golgi, membrana plasmatica y endosomas
tempranos, las fracciones 16-20 del primer gradiente se juntaron y se fraccionaron en
otro gradiente de Percoll al 15%. En este segundo gradiente, la a-glucosidasa neutra
(marcador para reticulo endoplasmico) se localiza en el fondo del gradiente
(fracciones 1 y 2, figura 7). La fosfodiesterasa alcalina, marcador para la membrana
plasmatica, se ubica en la parte superior del mismo gradiente (fracciones 17-20). Sin
embargo, bajo estas condiciones no se puede separar el complejo de Golgi y los
endosomas tempranos (Figura 7).

En suma, después del fraccionamiento subcelular se tomaron las fracciones 1-5, 6-9,
10-15, del primer gradiente; y las fracciones 1-3, 8-12 y 15-19 del segundo gradiente
como lisosomas, vesiculas acarreadoras, endosomas tardios, reticulo endoplasmico,
Golgi-endosomas tempranos, y membrana plasmatica respectivamente, para la
determinacion la ruta de transporte, asi como la ubicacion intracelular del receptor.
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Figura 9. Segundo fraccionamiento subcelular por gradiente de
densidad con Percoll. Las fracciones 16-20 obtenidas del primer
gradiente de densidad con Percoll (figura 6), se juntaron y
fraccionaron en un segundo gradiente de densidad con Percoll al
15%. Las fracciones se colectaron por desplazamiento del flujo a
partir del fondo. Los actividades enzimaticas, de glucosidasa (&),
manosidasa (®), HRPasa (B) y fosfodiesterasa alcalina ( &), que
representan a los marcadores de reticulo endoplasmico, Golgi,
endosomas tempranos y membrana plasmatica fueron
determinadas.
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Una vez que establecimos las condiciones que permiten separar los organelos
subcelulares, en gradientes de densidad con Percoll, se procedio a identificar la ruta
de transporte del receptor 78 kDa, desde su sitio de sintesis en el reticulo
endoplasmico hasta su destino final.
Para este fin, se realizaron experimentos de pulso y caza, seguido de fraccionamiento
subcelular e inmunopecipitacién. Las células fueron marcadas con **S-metionina a
37°C durante 15 minutos y seguidamente incubadas con metionina no radioactiva de
0-240 minutos. Las células fueron homogenizadas, y la fraccién post nuclear fue
fraccionada en dos gradientes de Percoll. Las fracciones 1-5, 6-9, 10-15 del primer
gradiente y 1-3, 8-12 y 15-19 segundo gradiente, se utilizaron para determinar el
contenido del receptor 78 kDa en vesiculas de alta densidad, prelisosomas,
endosomas tardios, reticulo endoplasmico, Aparato de Golgi junto con endosomas
tempranos y las membranas plasmaticas respectivamente. El receptor 78 kDa fue
inmnoprecipitado y analizado por SDS-PAGE y fluorografia.
Como se muestra en la Figura 10, al termino de los 15 minutos de pulso, alrededor del
71% del receptor se localiza en reticulo endoplasmico, 17% en el Aparato de Golgi y/o
en endosomas tempranos, 8 % en endosomas tardios y 4% en la membrana
plasmatica. Debido a que con la metodologia utilizada no se separa el complejo de
Golgi de los endosomas tempranos y que el receptor no sufre modificaciones
postraduccionales aparentes (glicosilacion o cortes en la cadena peptidica) no se ha
podido establecer el tiempo de llegada y salida del complejo de Golgi y endosomas
tempranos. Los resultados obtenidos sugieren que la velocidad media de salida del
receptor del reticulo endoplasmico es de 5 minutos y asumimos que el receptor
pasaria también rapidamente a través de Golgi, ya que al finalizar el pulso de 15
minutos, ya se puede localizar la marca en endosomas tardios. Alternativamente,
dado que la maxima marca en endosomas tardios aparece al mismo tiempo en el
complejo de Golgi/endosomas tempranos, se puede asumir que el receptor al salir de
Golgi puede ser dirigido bien a endosomas tempranos o bien a endosomas tardios. La
curva de campana que se genera al estudiar el paso del receptor a través de
Golgi/endosomas tempranos y tardios sugiere que son compartimentos transitorios en
su ruta de transporte. El tiempo medio de permanencia del receptor en su conjunto en
estos dos compartimentos (endosomas tempranos y tardios) seria de menos de 70
minutos, llegando practicamente a cero (Figura 10 ).
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Figura 10. Distribucién subcelular del receptor 78 kDa. Cultivos celulares de HepG2
fueron pulso-marcados con **S-Metionina y cazadas a diferentes periodos de tiempo.
Después de cada uno de los periodos de caza, el SPN fue separado por gradiente de
densidad con Percoll y las fracciones que tiene cada uno de los organelos (figuras 6 y
7) fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo Rb 421 anti-78 kDa, y entonces resuelto
por SDS-PAGE y visualizado por fluorografia, Arriba) Blot de fracciones obtenidas
después del tiempo de caza establecidos. Abajo) Grafica que representa la
cuantificaciéon por densitometria 6ptica del blot de arriba y es expresada en porcentaje
del total. RE: Reticulo endoplasmico, GOL-E.E.: Golgi-endosomas, ET: Endosoma
Tardio, VA: Vesicula Acarreadora, PM: Membrana Plasmatica, V. AD.: Vesicula de Alta
Densidad.
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Al examinar la cinética de aparicion del receptor en la membrana plasmatica se pude
observar que la marca se incrementa rapidamente después de que se retird el
marcaje de proteinas y alcanza un maximo de 28% a los 120 minutos de la caza (t»
40 minutos), seguidamente disminuye sin desaparecer. En condiciones de equilibrio
se observa que aproximadamente el 13% de la marca se encuentra en la membrana
plasmatica. Estos resultados sugieren que el receptor una vez que sale del Aparato de
Golgi posiblemente pasa a través de los endosomas tempranos antes de llegar a la
membrana plasmatica (Figura 10).
Como es sabido, los endosomas secundarios son parte de la via biosintética, por lo
que la mayoria de las proteinas sintetizadas de novo son transportadas directamente
desde el Aparato de Golgi a los endosomas tardios. En la Figura 10 se puede detectar
que un 8% de la marca incorporada al receptor se encuentra en endosomas tardios al
momento de iniciarse la caza. La cantidad de marca ligada al receptor se incrementa
a 30% (t2 =15min) de iniciado el periodo de caza, seguidamente la marca se reduce
y se mantiene a 19%, cantidad que es muy similar a la observada en condiciones de
equilibrio, lo cual sugiere que el receptor que se encuentra en este compartimento
podria estar en equilibrio con otros organelos relacionados a endosomas tardios.
Posiblemente el receptor que sale de endosomas tardios es transportado a las
vesiculas prelisosomales (acarreadoras). Aunque al inicio de la caza se detecta que
4% la marca ya se encuentra en estas vesiculas, la marca incorporada al receptor se
incrementa hasta alcanzar el 28% del total (t,2 =25min). El porcentaje de marca ligada
al receptor se mantiene en este rango aun en condiciones de equilibrio. Estos
resultados son consistentes con la hipétesis de que el receptor que sale de los
endosomas tardios podria ser transportado a las vesiculas acarreadoras; por otra
parte, el contenido de estas vesiculas posiblemente y debido a reciclamiento esta en
equilibrio con los endosomas tardios y con las vesiculas de alta densidad (Figura 10).
Por dltimo, al analizar la cinética de llegada del receptor a las vesiculas de alta
densidad, se puede observar que después de un periodo de retraso de 30 minutos
posterior al inicio de la caza, la cantidad de receptor que llega a este compartimento
se incrementa rapidamente hasta alcanzar un maximo de 44% a los 240 min. (i
=130min). En condiciones de equilibrio llega hasta 50%, sugiriendo que este
compartimento aunque es el final de una via de transporte, el receptor no permanece
en forma definitiva en este compartimento, esto es; el receptor puede reciclar con los
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compartimentos directamente asociados a las vesiculas de alta densidad ya que
cuando las células fueron tratadas con cloruro de amonio, existe una disminucién
drastica en la vesicula de alta densidad y un enriquecimiento en las demas vesiculas

(endosomas y vesicula de reciclaje) (Figura 11) .
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Figura 11. Redistribucién de los receptores 78 kDa y CI-MPR en células
tratadas con NH,CIl. Los Cultivos celulares de HepG2 fueron incubados por
tres horas con 50mM de NH,CI, posterior al marcaje con **S-metionina durante
toda la noche, el SPN fue separado por gradiente de densidad con Percoll y
las fracciones fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo correspondiente
para cada receptor, y entonces resuelto por SDS-PAGE y visualizado por

fluorografia.
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LOCALIZACION SUBCELULAR DEL RECEPTOR 78 KDa, EN CULTIVOS
CELULARES TRATADOS CON CLORURO DE AMONIO (NH.CI )

Estudios previos han demostrado que cuando cultivos celulares son tratados con
agentes lisosomotréficos como monensina, cloroquina o cloruro de amonio (NH,CI)
inhibe el reciclamiento del numerosos receptores membranales, como ejemplo: los
receptores para asialoglicoproteinas, o,-macroglobulinas, LDL, y el CI-MPR,
causando un acumulo de estos en vesiculas endociticas y una disminucion
considerable de receptores en la membrana plasmatica [77]. Basados en esta
informacién, las células HepG2 fueron pulso-marcadas con **S-Metionina durante
toda la noche e incubadas durante tres horas en presencia o ausencia de cloruro de
amonio y entonces fraccionadas en gradientes de Percoll seguido de
inmunoprecipitacion. Geuze et al., [45] ha reportado que en células HepG2 el CI-MPR
se localiza principalmente en endosomas tardios. Para confirmar dicha observacion
las fracciones del gradiente se inmunoprecipitaron, con el anticuerpo anti-CI-MPR, y
se corroboré que efectivamente el CI-MPR esta concentrado en endosomas tardios
en los controles (figura 11); como se esperaba cuando las células son tratadas con
cloruro de amonio, la distribucion del receptor CI-MPR cambia, concentrandose aun
mas en endosomas tardios, seguido de una desaparicion paralela en Golgi (figura 11).
Por otra parte, como mostramos anteriormente, el receptor de 78 KDa en estado de
equilibrio se localiza principalmente en vesicula de alta densidad y en menor cantidad
en endosomas y membrana plasmatica. En células tratadas durante 3 horas con
NH4CI, el receptor 78 kDa se redistribuye, saliéndose de la vesicula de alta densidad
(donde esta enriquecido) y viaja a endosoma tardio, Golgi y/o endosoma temprano
(como mostramos anteriormente no se separan) y a la membrana plasmatica (figura
11) Estos resultados sugieren que el receptor esta reciclando de la vesicula de alta
densidad al endosoma tardio y a la membrana plasmatica donde posiblemente este
internalizando aquellas enzimas lisosomales, que son secretadas cuando existe una
mutacién en la enzima responsable de adicionar la sefial de manosa o del receptor CI-
MPR.
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DISCUSION

La B-glucuronidasa posee dos marcadores de reconocimiento por medio de los cuales
puede ser endocitada y transportada a lisosomas por fibroblastos humanos. Uno de
estos marcadores es el de Man6-P que es reconocido por el receptor CI-MPR. El otro
marcador, un triptéfano modificado postraduccionalmente es reconocido por una
proteina de 78 kDa [66). Esta proteina es un receptor capaz de endocitar a la -
glucuronidasa bovina ya que anticuerpos dirigidos en su contra bloquean su funciéon
endocitica. Estudios previos para determinar su peso molecular en SDS-PAGE en
presencia de mercaptoetanol muestran dos bandas, una con peso molecular de 78 y
la otra de 72 kDa. En inmunoblots ambas formas son capaces de reconocer a la §-
glucuronidasa bovina [66]. Con el fin de iniciar a comprender la funcién de este
receptor, en este trabajo se ha estudiado su biosintesis y su via de transporte desde
su sitio de sintesis hasta los organelos en los que posiblemente realiza su funcion.

BIOSINTESIS

Los estudios de biosintesis tuvieron la finalidad de evidenciar, si el receptor 78 kDa es
sintetizado como una proteina que sufre cambios postraduccionales o bien que esté
formado por dos peptidos diferentes. Los resultados obtenidos indican: a) que el
receptor es una proteina cuyo peso molecular aparente es modificado por la presencia
de Tritdn X-100, b) se observan dos bandas cuando las células son lisadas y el
receptor extraido con SDS o Tritén X-100, c) la presencia de las bandas se obtienen
aun cuando la lisis se efectia con dos diferentes cocteles de inhibidores de proteasas,
d) experimentos de pulso y caza no muestran que exista una alteracion en el peso
molecular de las dos bandas, sin embargo hay un enriquecimiento en la de mayor
peso, y e) la inhibicion de la adicion de cadenas glicosidicas con tunicamicina,
siguiere que esta proteina no sufre modificaciones postraduccionales.

Estudios previos realizados por Gonzalez Noriega et al., [66], evidenciaron que el
peso molecular del receptor 78/72 kDa varia dependiendo el método utilizado para
eliminar el Tritbn X-100 durante el proceso de purificacion del receptor. Nuestros
resultados confirmaron esta observacion ya que cuando el receptor se extrajo con
Triton X-100 el peso molecular aparente se modifica segun la concentracién de dicho
detergente contenido en cada muestra; siendo mas afectado cuando la concentracion
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es mayor. Este efecto causado por el detergente no es unico para el receptor 78 kDa,
por ejemplo; la proteina relacionada a tirosina (TRP1) que es una proteina integral de
la membrana del melanosoma, también afecta su movilidad electroforética cuado se
extrae con detergentes no idnicos (entre ellos el Tritbn X-100). Se sugiriere que
debido a su hidrofobicidad, el Tritobn X-100 tiende a unirsele muy fuertemente a las
regiones hidrofobicas de la proteina, formando complejos proteina-detergente, que
provoca alteraciones en su peso molecular aparente cuando es separada por SDS-
PAGE. ElI mismo autor propone que es debido a la preservacién de diferentes
conformaciones que adquiere la proteina, aun a pesar de la presencia de altas
concentraciones de SDS en el amortiguador de muestra, y que no se puede desplazar
totalmente al detergente no ionico unido a la proteina [78].

La protedlisis en las cadenas peptidicas y la glicosilacion son ejemplos tipicos de
modificaciones postraduccionales que ocurren para que se lleve acabo la maduracién
de proteinas durante su transporte intracelular. Estas modificaciones
postraduccionales se pueden evidenciar mediante experimentos de pulso y caza.
Generalmente a tiempos cortos de caza, la proteina se encuentra en el reticulo
endoplasmico como forma precursora, y una vez que la proteina llega a la region de
Golgi cambia de peso molecular (madura). Basados en esta informacién y debido a
que el receptor 78 kDa sé inmunoidentifica como dos péptidos (78 y 72 kDa), nos
enfocamos a determinar si alguna banda se debe a un cambio postraduccional. La
evidencia obtenida en este trabajo muestra que la doble banda asociada al receptor,
al parecer no es resultado de un procesamiento intracelular, como corte en su cadena
peptidica o adicion de oligosacaridos ya que ambas bandas estan presentes en
reticulo endoplasmico, y permanecen sin cambio a su paso por Golgi. Es decir, que no
existe una transicion de forma precursora a madura, como sucede con otras proteinas
lisosomales (catepsina D, L, etc.) o el péptido H1 que es una subunidad del receptor
para asialoglicoproteinas que se sintetiza como un precursor de 40 kDa y que madura
a 46 kDa despueés de su paso por Golgi, es decir; este cambio se debe a la adicién de
oligosacariodos. Mas interesante aun, este receptor esta constituido por dos péptidos
(H1 y H2) que se modifican y transportan de manera similar a la membrana
plasmatica, y que solo cuando sé dimerizan conforman al receptor que es capaz de
unir a su ligando [79]. Sin embargo este fenémeno al parecer no ocurre con el
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receptor en estudio; debido a que existe una inconsistencia en la aparicion de la doble
banda, es decir; en algunos experimentos de pulso y caza, solo se observaba una
banda y en otros dos. Estos resultados mas bien nos indican que posiblemente se
trata de algun artificio que se genera cuando se manipula la muestra que aun no
hemos podido identificar. Otra especulacién, que podria explicar la existencia de la
doble banda, es que existen innumerables evidencias de proteinas que se sintetizan
como isoformas que provienen de una misma secuencia génica, cuyo peso molecular
puede variar ligeramente entre ambas proteinas, y puede hacerse evidente tan solo
con someterlas a SDS-PAGE. Un ejemplo de este caso es proporcionado por una
proteina integral de membrana de las caveolas llamada caveolina. Anticuerpos
dirigidos en su contra muestran dos bandas, una de 24 y otra de 21 kDa. Al analizar si
ambas bandas estan relacionadas a un proceso de maduracion y que alguna se debe
a un precursor, se encontré que ambas bandas se localizan tanto inmediatamente
después de su sintesis, asi como en el estado de equilibrio [80]; mas aun, el analisis
sobre su secuencia peptidica indica que se tratas de isoformas, cuya diferencia sélo
radica en algunos aminoacidos en el extremo amino terminal.

No obstante, a que la existencia de la doble banda se pueda explicar por los
fendmenos anteriores, cabe sefalar que adn no se descarta la posibilidad de que
ambas bandas sean el resultado de una protedlisis por alguna proteasa al momento
de manipular la muestra, ya que aun cuando se utilizan dos cécteles de inhibidores de
proteasas de amplio espectro, estos no son capaces de inhibir a todas las proteasas y
abre la posibilidad de que sea una sola proteina que sufre corte proteolitico por
proteasas.

En suma, aun no podemos determinar si el receptor 78 kDa esta formado por uno o
dos péptidos diferentes ya que tenemos evidencias en ambos sentidos: 1) podria
tratarse de un péptido, debido a que ambas bandas se modifican por igual con Triton
X-100, ambas bandas tienen actividad ya que unen a su ligando, 2) de dos péptidos,
no es una proteina asociada, ambas bandas estan presentes inmediatamente
después de su sintesis y en el estado de equilibrio. Por todo lo anterior, a futuro se
debera de secuenciar los aminos terminales de ambas bandas encontradas, o clonar
el gen que codifica para dicho receptor, lo cual permitira determinar con exactitud si
ambas bandas son 0 no péptidos diferentes.
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RUTA DE TRANSPORTE DEL RECEPTOR 78 KDA

Generalmente es aceptado que los receptores membranales que se encargan de
transportar proteinas, se encuentran en mayor cantidad en aquel compartimento en el
que inician el acarreo de una determinada proteina. De esta forma, el receptor CI-
MPR que transporta enzimas lisosomales desde Golgi a endosomas, o desde la
membrana plasmatica a endosomas, se halla en mayor cantidad en el aparato de
Golgi, seguido de la membrana plasmatica y por Gltimo en endosomas [81]. Siguiendo
este principio, Gonzalez-Noriega et al, (manuscrito sometido a publicacion)
evidenciaron que en dos lineas celulares diferentes (H4 y clona 9) los receptores Cl-
MPR y 78 kDa estan enriquecidos en compartimentos celulares diferentes, y que sélo
una pequeia fraccion de ambos receptores comparten los mismos organelos. El
receptor CI-MPR esta enriquecido en Golgi, organelo en el que se identifica a las
enzimas lisosomales y en menor cantidad en endosomas tardios, en los que se lleva
acabo la disociacion del complejo enzima-receptor. Por el contrario el receptor 78 kDa
se ubicé en cuatro fracciones diferentes. Cerca del 40 - 50% del receptor esta
localizado en la parte mas baja del gradiente de Percoll (fracciones 1-5). Cantidades
menores fueron detectadas en fracciones cuya densidad es de 1.07 y 1.05 g/mli,
fracciones en la que se encontrarian la fraccion prelisosomal y los endosomas tardios.
Por ultimo, solamente se encontraron trazas del receptor en las fracciones en que
migra el reticulo endoplasmico, endosomas tempranos, las membranas plasmaticas y
el aparato de Golgi. Estos resultados sugirieron que aunque el receptor 78 kDa puede
coincidir con el receptor CI-MPR en la fraccion endosomal, se encuentra mas
enriquecido en las fracciones del fondo del gradiente, que son mas densas que los
lisosomas y una cantidad sobrelapado con lisosomas. Cuando analizaron si el
receptor estaba ubicado con la fraccion lisosomal, (utilizando un segundo gradiente de
densidad con Percoll al 68%), encontraron que el receptor solo se localiza en las
vesiculas de mayor densidad donde no existen hidrolasas &acidas y por ende los
lisosomas estan ausentes.

Nuestro analisis sobre la distribucion del receptor 78 kDa en la linea celular de HepG2
por fraccionamiento subcelular e inmunoblot es consistente con las observaciones
anteriores. Esta valoracion se basé en la cuantificacion del receptor 78 kDa en cada
una de las fracciones obtenidas del fraccionamiento subcelular, encontrando que se

50



distribuye en cuatro picos principales, el primero se localiza en las fracciones mas
ligeras del gradiente (fracciones 16-18), y dos picos en las partes medias del
gradiente que corresponden a endosomas y vesicula acarreadora, pero el pico
principal esta ubicado en el fondo del gradiente, que denominamos vesiculas de alta
densidad (figura 10), las cuales hasta el momento no se han caracterizado. Hasta
ahora solo Yeyeodu et. al., [82] estudiando el transporte de procatepsina L, ha
reportado que esta proenzima se localiza en pequefias vesiculas cerca de la
membrana plasmatica y en cuerpos multivesiculares. Dichas vesiculas al separarias
en gradientes de densidad con sacarosa, curiosamente son mas densas que los
lisosomas y no comigran con proteinas marcadoras de reticulo endoplasmico, Golgi,
endosomas y lisosomas. Sin embargo aun no podemos determinar si estas vesiculas
son similares a las encontradas en nuestro laboratorio.

En general, la ruta de transporte de reticulo endoplasmico a Golgi es compartida para
la mayoria de las proteinas, tanto para las que son destinadas a secrecion, asi como
para aquellas cuyo destino final es un organelo intracelular.

El estudio de la ruta de transporte intracelular del receptor 78 kDa, indica que éste es
transportado rapidamente del reticulo endoplasmico al complejo de Golgi, con un
tiempo de vida media de 5 minutos. Aun no se ha podido establecer el tiempo de
permanencia del receptor en el Golgi, pero podemos asumir que es menor a 30
minutos. Desafortunadamente no se puede establecer si hay dos vias de transporte
después del Golgi debido a que con la metodologia empleada no es posible separar
endosomas tempranos de Golgi. No obstante a lo anterior, podemos asumir que
después de su biosintesis, el receptor 78kDa es transportado al complejo de Golgi y
probablemente de aqui a endosomas tempranos y tardios, debido a que la cantidad
identificada del receptor en ambos compartimentos es muy similar. Seguidamente el
receptor 78 kDa disminuye rapidamente de 30 a 120 minutos de caza en los
endosomas tempranos y tardios, después de que la cantidad del receptor 78 kDa
permanece casi constante hasta 70 minutos; sin embargo, a diferencia de los
endosomas tempranos, en los endosomas tardios, la cantidad del receptor no
desaparece y se mantiene en un 19%, lo que sugiere que en este organelo el receptor
puede estar en equilibrio con otros compartimentos.
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Al estudiar la llegada del receptor en la membrana plasmatica, se observé que su
aparicion maxima es a los 120 minutos con una vida media de 40 minutos,
considerando que la cantidad del receptor en la membrana plasmatica en estado de
equilibrio es de 13%, sugiere que después de Golgi, el receptor primero es
transportado a endosomas antes de alcanzar a la membrana plasmatica (figura 10).
Siguiendo con la cinética de transporte, después de que el receptor 78 kDa deja al
endosoma tardio, se dirige a una vesicula de alta densidad, pasando por vesiculas
intermedias o acarreadoras, y que en condiciones de equilibrio alcanza una cantidad
de 50%, la cinética de llegada del receptor 78 kDa a la vesicula de alta densidad,
alcanza un maximo de 44% en un tiempo de 240 minutos.

Como se describi6 anteriormente, el receptor 78 kDa sintetizado de novo es
transportado a la vesicula de alta densidad por al menos dos rutas, una que va de
Golgi, a los endosomas tardios y de aqui a la membrana plasmatica, al parecer
pasando por los endosomas tempranos (figura 12). Este mecanismo de transporte es
consistente con algunas enzimas lisosomales, cuyo transporte es independiente de
los receptores MPRs. Varias observaciones sugieren que el ftrafico de las
glicoproteinas (Lamp-1 y catepsina D,) que se transportan al lisosoma, es mediado
por mecanismos diferentes al de las hidrolasas solubles [74, 62]. Se ha sugerido que
estas hidrolasas pueden ser transportadas por dos rutas para alcanzar a lisosomas.
En una de estas rutas, las hidrolasas acidas son primero transportadas a la
membrana plasmatica, a través de los endosomas tardios y tempranos, y entonces
internalizadas por endocitosis. Sin embargo, cabe sefialar que la ruta de transporte
principal de la Lamp-1 va del TGN a endosomas tardios y de aqui a los lisosomas sin
pasar a la membrana plasmatica, junto con las hidrolasas solubles [52].

Por otra parte, comparando el transporte del receptor 78 kDa con el receptor CI-MPR,
indica que dos mecanismos diferentes operan para su transporte, con algunos puntos
en comun, es decir; la ruta de transporte que va de complejo de Golgi hacia
endosomas tardios, hasta llegar a la membrana plasmatica es similar para ambos
receptores. Nuestra propuesta es que el receptor 78 kDa utiliza esta ruta para llegar a
la membrana plasmatica en donde lleva acabo la endocitosis hidrolasas &cidas. Esta
hipétesis se basa en las siguientes observaciones, a) el receptor es capaz de
endocitar por lo menos a una enzima lisosomal (la B-glucuronidasa), b) Existen
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evidencias que indican que cuando la procatepsina D es sobre expresada, es
secretada, y endocitada por las mismas células por un receptor mambranal saturable
diferente al los MPRs, [64] cuya naturaleza es desconocida, y cabe la posibilidad que
sea el receptor 78 kDa responsable de endocitar a dicha enzima.

En la ofra ruta de transporte del receptor 78 kDa que es totalmente diferenta al Cl-
MPR; es apartir de endosomas tardios, y de aqui hacia las vesiculas de alta densidad
(figura 12), podria decirse que es una ruta altema para el transporte de al menos
hidrolasas acidas. La pregunta que surge es ;por qué la célula tiene otra ruta alterna?
Una posible respuesta y no unica, es que existen evidencias que indican que el
receptor CI-MPR ademas de unir a las enzimas lisosomales, tiene afinidad por un
amplio espectro de proteinas que contienen o no Man 6-P [83). Dicha naturaleza
multifuncional, podria de alguna manera explicar el porque de otros mecanismos de
transporte para hidrolasas acidas, ya que se ha evidenciado que el factor de
crecimiento para insulina (IGF-Il que juega un papel importante en el crecimiento de
mamiferos) puede inducir alteraciones en la distribucién del MPR, que se traduce en
una reduccién en la concentracion del receptor en el complejo de Golgi, y ademas de
que el receptor presente en éste esta saturado con enzimas que tiene mayor afinidad
[84,85]. Entonces proponemos que el receptor 78 kDa, esta coadyuvando en el
transporte de hidrolasas acidas a través de una ruta alterna para mantener el
equilibrio homeostatico de enzimas lisosomales en la célula, mecanismo que
posiblemente solo opere en ciertos 6rganos, 0 que sea célula tipo especifico.

En conclusion, aparentemente la vesicula de alta densidad es el fin de una ruta, de la
cual no conocemos su funcién (Gltimos datos muestran que cuando la B-glucuronidasa
bovina es endocitada, no llega a vesiculas de alta densidad, sin embargo si contiene a
la Lamp Il que también existe en lisosomas).
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Figura 12. Representacién esquemdtica de la ruta de transporte del
receptor 78 kDa y el CI-MPR, en células HepG2, asi como el efecto que
tiene el NH4CI es su transporte. El receptor CI-MPR circula desde Golgi a
endosomas, transportando a las hidrolasas acidas entre estos dos
compartimentos, el nuevo receptor 78 kDa después de su biosintesis es
transportado a Golgi, y de aqui sigue dos rutas. Una que va hacia
endosomas tardios, vesicula acarreadora y vesicula de alta densidad. La
otra posiblemente a endosomas tempranos, membrana plasmatica.

RE: Reticulo endoplasmico, GOL-E.E.: Golgi-endosomas, ET:
Endosoma Tardio, VA: Vesicula Acarreadora, PM: Membrana
Plasmatica, V. AD.: Vesicula de Alta Densidad.
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EFECTO DEL CLORURO DE AMONIO.

Un original hallazgo, en el que en células tratadas con drogas lisosomotroficas, como
cloroquina o cloruro de amonio, existe un aumento en la secrecion de enzimas
lisosomales, condujo a proponer que el transporte de enzimas lisosomales ocurre en
una via intracelular y que esta mediado por un receptor [19]. Asi mismo, se ha
demostrado que con estos agentes se inhibe el reciclamiento de numerosos
receptores endociticos de diversos tipos celulares. Esto es, debido a que las aminas
primarias al incrementar el pH endosomal y lisosomal evitan la disociacion intracelular
del complejo receptor-ligando y por ende el regreso del receptor libre a la membrana
plasmatica lo cual se traduce en una disminucion en la endocitosis. Asi mismo las
aminas evitan su reciclamiento a Golgi, es decir con este experimento se pudo
determinar que el receptor CI-MPR, tiene un flujo retrogrado entre los endosomas
tardios y el Golgi.

Aunque en el laboratorio se habia observado que aminas primarias no tenian ningun
efecto en la endocitosis de B-glucuronidasa mediada por el receptor 78 KDa en
fibroblastos humanos, se decidié investigar un posible efecto de estas en la
distribucién intracelular del receptor. Encontramos que el cloruro de amonio provoca
una redistribucion del receptor 78 kDa, es decir que puede inhibir el transporte
anterégrado del receptor 78 kDa desde el aparato de Golgi a endosomas tardios, o de
endosomas a las vesiculas acarreadoras y por ultimo a las vesiculas de alta densidad.
Por el contrario, aparentemente el transporte retrégrado no es afectado por lo que
tiende a incrementarse en endosomas tardios, tempranos y en la membrana
plasmatica (figura 12). Es decir en células tratadas con cloruro de amonio, el receptor
78 kDa se acumula principalmente en endosomas tardios, golgi-endosomas
tempranos y la membrana plasmatica. Como mencionamos anteriormente el efecto de
las aminas sobre el receptor CI-MPR, es una deplecion en la membrana plasmatica,
sin embargo en el caso del receptor 78 kDa, dicho efecto es contrario ya que la
cantidad de receptor aumenta y posiblemente su movimiento de la membrana
plasmatica a endosomas no se vea afectado. Este efecto podria explicar las
observaciones anteriores en el sentido de que el cloruro de amonio no afecta la
endocitosis de la B-glucuronidasa. Este resultado también se ha observado para una
enzima lisosomal (LEP100), [77] donde el cloruro de amonio no afecta el transporte de
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endosomas a la membrana plasmatica, en cambio el transporte de lisosomas a
endosomas si es afectado.
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CONCLUSION

1.- Aln no se puede establecer si las dos bandas inmunoidentificadas son o no
peptidos diferentes, por lo que a futuro se deberan de realizar otro tipo de
experimentos (por ejemplo clonar el gen que codifica para el receptor) lo cual permitira
establecer con precision si ambas bandas representan al receptor 78 kDa.

2).- El receptor 78 kDa no se glicosila, ya que su peso molecular aparente no se ve
afectado cuando los cultivos fueron tratados con tunicamicina.

3).- El receptor 78 kDa se encuentra enriquecido en vesiculas cuya densidad es
mayor que la de lisosomas. Dichas vesiculas ain no se han caracterizado, por lo que
no se sabe cual es su funcion. Experimentos recientes han mostrado que en ella se
puede localizar a una proteina lisosoma (Lamp-Il). Sin embargo auin se desconoce su
naturaleza.

4).- La ruta de transporte del receptor 78 kDa es diferente al receptor CI-MPR, al
parecer puede llegar a la vesicula de alta densidad de dos maneras. una ruta
indirecta, ya que después de dejar al complejo Golgi se dirige a los endosomas
tempranos y de ahi la membrana plasmatica, para que después arribe a la vesicula de
alta densidad. La otra que es directa; es decir después de salir del complejo Golgi del
llega a endosomas tardios, pasando por vesicula acarreadora hasta alcanzar la
vesicula de alta densidad.
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