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I+ Endocrtoosia.

sneral un bErmino gque se refiere al Procesn
por el cunl lag cédinlas  angreren  moaterionles  exbrace Ly laes

Endocrtosis es  en ge

wiew
ntrupgndolom por med o de LWL D Lonms de I ,mwmbrqnn
placmaticas Loig G =3 e decprenden de su GuperF dan gl
Lugar I3 L formacidn  de vesieculas introceiulures [ RS A

endocartosis ocurere  ampliamente  en  Protozoa en donde el peoc
preosenta un ebueio papel nubricdonal 02 2. En las  organi
muiticeldiares  Fud primero  ddentificado  en macrafagos vy
ceflulaog  fogociticas  lag. cuales TV ENGE NN gran  contidad
particuiace que con conducidas nl lisosoma para r  degradadas.
Lon Al 1vudm el miICroscopLo electronico se obhservd  que
proceso endocitico no solo era una particularidad de estos bipuJ
celulares, SLNE que la presentaban cagi todas  las  caluiags
animol RO I

[ W aetdvidad mnﬂorfticq Mo sido divididn @n dos  categorinc?
fagocltogre v pinocitosiso.

't ) 3 . :
1l tdrmino fauoh.t sis se ubililiza pnrn desoribir Lo inges tion de
grandes particulas Come m¢uruarqun'wmo w restos celulares. O
marcadares  para v sual.~mr La fhgocitosis  se  han utilizado

partionlaeg
OTgants

emulsiones de aceite. n
come Levaduarag v bao
DCaCLon e a2 yL 2 L Fagocitosis
cilindos v o e {Lulas wacrofagicn
pluriceiulmre“,prc entando una funeidn nutrici
de defensa en los segqundos. El proc Fagoe
L pa7“bfct11a Tgue ome v o0n in T T
regquerimentos  ogue la panocrhtosia, depe

agueleto v ierefilamentos de la cdlula

. s
i como cbambien
riag, v i

rd
caracterd
@n

Lmeros v
do por
T b
e del

Lo

& Fino:
El AL R T DLTWN“'

ntiilezado para descrabir la captacidn
de casyt todo bipo de parct Lting peguebas contenidas en i ddgui

plular como material solubleviyd-d)  En este proceso loa
Anvegima poete ne quﬁlax de 1o membrana plnﬁm&h"ur chanao L
o Lo F i 2 pmquonuﬁ vesfeulas que se presame coptienen A
materind ool Flufde ewtracelular. Como marcadores  para
wigualymar PP Se han wtilizado macromoleculas o ome
BRNCEHTOS polivinilpryrrolidona TORUR Dy W mis Frecuentements
poerosidnsa e rdbans ¢ LeWed ).
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i ado davi

dicda  en das eventos
Plufda v prnocitoosi adsortiva © mediadn
% hncen referencia a o la formm en gque
por la cédlula. fnd, en la pinacitosis

son caphadneg Juniu oy el #lufde
unng vesfcula pinocitica, mientras gue en

ragqularmente @il @ un raconocimiento v
nte an membrann p madtd o

v Iy prnoc
denaminado pareacLtk
por receptor. g
1 gye e L N et

243 polLlLulub B0y
Fiudoay Law mn(rumn
@extracelwiar a traw
la pinocitosis :
unLan A un. recoaptor

u p;nwrlLOfL ndoovrtiva 24 reconocids como  un o mecaniomno de

centra petivo desarrollade por Lo celaia para ingarin
grundea vantidades  de Lignandos uopPCIF‘(O‘ sin Jhomne
consecuentenente grandes coantidades de fioafde axtracelnlar (Lpé) .

CH Ptnccjtc"iﬂ mdsortival . 7

La pincuitosic adsortiva puede ser disbinguida (:!e,
fluida por medio de los siguientes crateriosd :
1y B2 cun o procesao sabturable en funcidn  de
crecrentes de ligando.

2D g cespecifice para un cierto btipo de lignn
tanto suceptible de gser inhibido por‘el uso.dé& nh bldOPQ"
competitivos. e

A Eg o oun pyocessn oque depende de ﬂncvgln;

4) Tiene un poder de concentracidn en Lcnbro d@' i’ grndlenLe;

Fecha mis de troce
aido ¢ dentero dL lo
TN s g i
sangre  de aninmal Inctantes (7 Y§ la rﬁpbncimnAma Foetor
crecamiento VB e W e LDy transforring - CLLY e CUaneimas X
5 ) oDl CLlayly oo por fibroblastos eneunlbtivod  ast Lumbmo
conoce  que algunos  virus  encapsulados- (8FUD wvulotun @utm
mecanisme de pe AT -E e la) " las cdlulas o an R
[ =2

i ia emas e pinuLitor ndbarb1vn han
£ogue mnuontrnmor pov ejamplol @l

2w beavds de law cedlulos del dntestino a  la

fra u shen del proceso (Figol) (Léd .
En el proo plnmLJhL : wediada por receptory el ligando

une 2 un peX .1 o oan Lo supenrd e 1a
pin witaicay Forma de o oun 3 Lo

supe@rricie e 1sx ey o hacdn
mismn denomainados invaginoeione by 2 0

invaginaciones dao 0.1 pon de didmetro prmqontqn @n
citopldamica  uma zona Dpnun cauando con vistan s a mLc

e
seopdn



L¥Noque una ves

slectrdricn dee  transmision. L cubiertu citopldsmina G
constitufda por upa Familia de protefnas, dentro de las cuales La
@specie mayor presenta un peso molecular de LY90,000 daltones v
es denominada  clateina (L2 Yol clatrina v las otras prot@{nus
accesoriag ze | avtoensamblan . @n una esbruchura Linamada
trieskalion. Cuando estas  dnvaglinaciopes han sido vigtas nl
microscopio eiectrdnico de barvrridoy dgnan la apariencia de eastar
contenidas  en  un cesto compresto de un  enredadeo poligonal de
hexdgonas v pentdgonos. En generaly las invaginacilones cubiertas
conprenden del 1 de la zuperficie de la membrana plasmndtica de
winrc s calulas,y aungue ciertoy tipos pueden presantar
proporolones mmvores (lad .

Be ha ncontrade que alguneos receptores se encuentran locolimados
©@n lns dinwvaginociones cubiertas  adn antes de unirse al Ligandoy
sin embargo obros se encuentran dispersos é@n la superficie de 1a
memb ranay Yo o@n @l momento en que se realiza la unidn ligando
receptor migran como un o compleJo v caen dentro de las
dnvaginaciones (17, Una vesr que este compledo  ligoando-re
se  encuentra  dentro de la invaeginacidng esta se gepara de  ia
membrana v Forma  las  vesfculas  cubiertes  de  S50-1%0  um de
divmetro. Ast, el proceso de  Formacidn de las  vesfoulas  es

simalitdnes  con I pérdida de Ligando v receptores  en I
superficie de la membrana,

4 .
Las vesiculas cubiertas parecen ser estructuras poco duraderas

stas oo han fFormadoy Lo cubrerta de clatrina

gque

comienan a decsensamblarsey uri'inundg Finalmente vesiculas
desprovistas Lo mLgmens Eatag vesicualas  deasprovishtas de

clatrinag Junte  con s contenido  de Ligando-
liberadus «@n el cowmparbimnento endosomal ¢ compa rouna red de
tidbulos v wves culngy logs cunles Forman um v . antro del
citeplasma periterico de la cdlula. Egta compleja estructura es
@l  compartimento dentro del cual wmachos ligandaos digsocian de
#w receptor v en el cual wmaches receplores son distinguidos unos
de otros. Este grupo @ eekbructuras ho sido denominodo de e o
Formacy dentero de Loas que enconbramos? wesfeulins  endocdticas,
ntosomns o compartimento de degsacoeple receptor-ligando CURL

receptor SO

compartimento es asimilar pero no idéntico 2n muchos tipos
celuwlares) por egemplo en fibroblastos , unidades dindividaales
pueden @ mientras  gue en hepatocitos parece existir  un
CURL superf v etro mis profunde asociado con el aparate  del
Golgi (140«




La  esigtencin de una bomba de protones la cual es responsable de
£ acidificacidn del compartimnento endosomal  wya sy sida
demostradn (Z0)y aunque no se gabe si es 1a mismil gue se presenta
@n Lisosoma. ’

. acidificacion  de e compartimento es entonces responsable
de cque algunos ligandos se liberen de su receptor llevandose o
cabo la searegoneidn de ambos v conduciendolos a disbtintos gitios
de In cdlula, $i bien en muchoso casos el ligando es conducido ol
compartimento lisosomal (lisosoma secundario? en donde puede ser
degradade o Llewvar a cabo alguna Funeion fisioldgica, no obstante
s@ han 1denL1Ficndo obtrag rutas  de internalizacidn de ligandos
par evdemplo? a? diacitosis ha  sido obgereada  que
ocuT e T lulav epiteliales, en donde el ligando captado por 1la
celunla axocittado a brav ] 6 unn superficie diferente o la
que entreoy siendo eete fendmeno observado en la secrecidn de I
en  bilis '~¢” ’7)p @en  1n  captacidn  de IgG por las cdlulas
del trofoblagst {24y . asit como  tambidn en 1o capltacion de Ign
proveni b dal SOy por cdflulas del int ina delgadoy bl
otrns  mds (72028 3 e ruta de  dnternnlizocion hacia el
aparato de Golgil ha Ldo recientemente  identificacdn para @}
I eptar de  branps 3 oe? en algunas  ocasiones  se  ho
raportado la expul ligandoe sin hober pasado 2 ningdn
organelo subcelulary tal el caso de transfFercing cuptudq
por reticulocitos an sug  dltimos estados de diferenciacidn
(28,29 :

’

A




Fig. 1

Fig. 1

Pinocitosis adsortiva

En el proceso de pinocitosis absortiva el ligando se une al receptor
presente en membrana plasmdtica, E1 complejo formado tiene la capacidad

de emigrar hacia las invaginaciones cubiertas de clatrina (1); estas in-
vaginaciones se desprenden de la membrana, originando las vesiculas cubier
tas (2): poco tiempo despuds, 1a clatrina que envuelve estas vesiculas, se
desensambla formando las vesiculas desnudas (3}; estds vesiculas fusionan
con un compartimiento en el cual ccurre el desacople del receptor-ligando
y el cual es conocido comp endosoma {(4); el ligando liverado es conducido
frecuentemente al lisosoma (5), mientras que el receptor es reciclado hacia

_ membrana plasméatica.
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. Enfermedades por Atesoramiento.

El degcubrimiento v la identificacidn de cerca de 30 enfermedades

por whesoramiento Jisosomal se ha generado  en log dltimas dos
décndas . Lag primeras dmbcrlptlnn@~ de ing cond; ciones clinicas
que eventunlmente caen dentro de dota oteqorma COMENIATON @l
siglo pagadon con el reporte de Warren Tay’s en L88Ll, acerca de
un ning que  presentaba una mancha  rojo-ceresa en la rmq;dn
macular del fondo Sptico. Warren asumid gue dstn  condicidn habia
sido heredaday y en 1887 B.Sachg describio casos adicionales v
tio wiara evidencia  del extensivo daflo ocacionado ol sistemn
nervioso central de estos pocientes. Esta condicidn &% ahora
conaecidn cone enfermedad de Tayv-Sachs.

Un afo despuds de la publicacidn de Warren Tay’/s, CJFPE. Gascher
repartd un poaciente con agrandamiento de bamo o higado, condicidn
que  mads adelante se demostrd que pertenecin a una enfermedad por
atesoramiente transmitide gendlbicamente.
MNe fue D LERe .y con los brabajos de Von erke sostudiando
pociente armedad de Fompes que la guimica de los
myterioles almacenados COmenzo a CONOCETSE .« Fara esta nnPevmedud
en particular ol almacenamiento de glucogeno fud demostrados M
milamoy g hvi.on @n LOBR4 reportd  que glucocerebrdsideo es el
material almacenado en la entermedad de Gaucher.

Taduo esta informoecidn entd las bag para @l conacimiento del
material acumulado en @ te tipa d enF@rmnﬂudedy zin enbargo  in
[ TN Y bLoquxeru diz deta acumalacivdn adn ne se conociae

Bacado estudine  de  la  formacidn e cerebrdsido @n
e de bazmo, Trame v Hrady cancliuveron an 1960 gue ana
@IV respansable del catabolicsme de los @QTLHUO]IﬂldO“y podin
ser la causa de las enfermedades por acumslacidn de W MLGMmOS .
En 1963 Herz demostrd que =<-Llya-glucoside 1@ la o enmima
tciente an una glicogenocis. Foco tiempo deficiencins
enmimaticas  prec as fueron demostradas en otroas enfermedades.
£l conoucimiento de lag caneas responsal! e las  enfermedad
por atesoramiento Lo Favorecido grac al desarrollo de las
teenicas  de mantenimiente de cultivos in witvro v wa que los
ibroblastos de aatos paciente CONGETVAn todoe las

caracterioticas res I enrermedad.

sy

NMeutrelFratantoni cadiande Ffibrobliastos de pacientes

con  mucopolisacari Sy concluyeron que un poaso degradative

estaba Ltombien alterado @n el catabolismo de los

macopolisncdridos. studios posteriores probaron  gue existian

ciertos factores present en el medio  de cultivo de
= 6 «



secretadas al me

Fibroblaogtos, capaces  de "corregir' la deficiencin en cualguier
tipo de mucopolisacaridesis siempre que no se btratnse. del mismo
tipo del cual se extrajeron. asi, factores extraidos del medio de
cultiveo de rjbrobla sbos de Hunter podifan corregir obras varientes
con excepcidn del Hunter mismo (5L,32). -

E1l sstudio de estos “Pachor@g.correctivus"‘proba que &stmu, @ran
ensimas licsosomales (perdidas en cadn desordend, lns cuales eran
gecretadas al medio de cultive por los fibroblastos (3I3-36).

Ectudios @ 1o capbacion de las enzimas  lisosomnles por
Fibroblastos con mucopolis arurLdouL~ demostrd gque fstas podian
moaciag d medio de cultive mediante un proceso de  caplturn
arable » por lo gue se sugirid gque eran captadas
pinocitos gsorbivn . . Lag  propiedades. de este
capturs dmplicaban 1Uh padf{an haber sehales de
nto  en lgosomales o v receptores para
ales en la o e lu mewmb rans (37) .

GG C
aobrawv
prouu":

Bl estudio de la  captacidn de Ias  enzimas licosomnles ©n
Fibroblagtos provenientes de pacientes con Mucmlxpldos'h rx

como  Fibroblastos cle ceFlulag Iy significd un
avance en @l imiento de la bioquimicn de @stas
o fibrobla bDH sentan unn dediciencina mJltlple
mas  licocomales. Es ciencia  es debida o gue lag
mas lisosomales 3 1, tzadase  por estos  fFibroblastos son
llO u"eruwlular‘ For otra partey a2 diferencia de
las lisosomnl producidos normsalmente en fibroblustosy
las enximag secretadoas por celulas "I" no pueden ser caplturadas
por  este Jditimo tipo celular (40).

MickKman vy MNeufeld en 1972 (39)y en base

celulas "I!  po Lulurun las siguientes hipo ig?  a) gue muchas
hidrolasas contenian una  sefal de reconocimiento comin para
pinocitosis por fibroblastoo, la cunl ne esta presente en  las
hidrolasas de ofinlas "I" $b) gue fFibroblactos normales producen
enzimne que debon ST retadas ol medin  exbracelular v luego
recapturadas a trav pinocitosis adcortiva para entonces ser
conducidas  al cowmpar 2 bo lisosomal.

N estos  estudiocs  con




Lo primera hip&t@sis recibid fuerte evidencia gracias o  los
tudios de candbtica de inhibicidn de 1o internalizacidn de lasg
enzimas licosomales, en los que  se presentaba al amicar manosn
con el grupo foefato en posicion s(man~4-E) como 1la posible sefal
do reconodCimiento (37:38). Esta « 1 inicinlmente se sugirid que
eataba  contenidn en loe carbohidratosy va gque el Leatamiento con
periodato a hexosaminidasa abatid su capacidad de internalizacidn
n alterar gu actividad enzimsitica (40).
La forma en que se descubrid al grupe de man-é~F come la sefial de
reconocimiento  fud de manera indirecta. Hieber en 1976 (A1),
reportd que  albtas  concentraciones de  manos inhibieron Lla
pinocitosisc de  RBegalactocidasa por  Fibroblastos,y v ooque el
praetatamianto Voo semanosidacn causd un efecto inhibitorio .
Eotoo estudioe interpretaron primeramente a manosan como 1o sefnnl
de reconocimiento para las hidrolosas. Egta opinidn poco d@spuéﬁ
cambid al descubrirse que man—é~ era un inhibidor mis potente
@n la dinternalizacich  de Brglucuronidasa (38),  osd como  otras
Sdmas livsosowmales (4243 ).
o estudios llevaron a proponer al Or, Sily et al 12y o man-—

6-F  como un componente  esencial en 1a sefal de  reconocimiento

P la pinecitosis de enzimas licosomales por fibroblastos, v
que  esta nnd ee  perdidn [~} enmascarada @n las  ensimas
lLisosomale producidas por las  cdlulas "It Eota  dltima
prediceidn fud mads tarde confirmada por la observacion de que 3%®
_an Jez "incorpormdo dentro de ins enzimos secretodas por
celul

LY (43 v giendo esba Ffallia en 1Ia incnrpormcidn

. bidn
et

<Y Ledencia de  UiP-MNAacetilalucosamina-i-fosfotrangferaon
CULF-Nemgluc > (L3440

Lo segunda hipdtesis propuesta por  Hickman—deunfeld Linamadn
secrecidn~rocaptura Fud  descartada  come  via principal o
conduceidn de lag Chidrolasas al compartimento
lisosomal .y NG Que el uso de wman-d-F  para inhibir iw
internalizacidn de F-herxosaminidasa en +ibroblastos normalesy no

consiguid depletar los niveles intracelulares la enzima v solo
s  encontraron cambios marginales en los niveles extracelulares
de Ia misma (A5 .

Gonznlex-Moriega et al en 1980 (Aé6)y propusieron  una rutba
alternativa a la hipdtesis de secrecidn-recaptura para  La
segregacidn de las enzimas lisosomales a liscosoma, reconociendo La
existencia de la pinocitosis de lasg hidrolasas en ibroblnostos,
pero  postulando  unn ruata intra luilar como v principal o
conduccion de las hidrolasos o lispsomo. lope sugirieron que loas




eninng Tl sintetizadas  en retfculo endopldomico recibinan
Ia cefal de reconocimiento  de  man-o-Fy Lo cual hoee gque puadan
eer reconecidas ¥y unidoas por un recepltor de  wmembranag gue  hace
gue se concentren en vesiculas especificas del aparato del Golgiy
dunde  lugar o la  Yormmcidn del lisosomn primario. fasi, si 1la
sefial de  reconocimiento no s adicdonada o las enzimas recidn
ain rradas, cono sucede en 1o enfermedad de cdlulas "Iy lawe

@nELme ne son reconociadas por les recepieores intracelulares, los
cuala allan en conduciriag al compartimento lisosomal v wostas

hidrolagsas son entonces secretadas  al  medio swbracelular:.

El wuse de la microscopin electrdnicn (Z63A7Yy v la  disecocidn
bivguimica del fendmeno con el empleo de mitantes en 1os pasos deo
glicoglluCidn v aef [ uY) (R @l desarrollo e lao tfenicas e
Fracocionamiento  subcelular (48 han permitido confirwmar gue Lo
ruta intracelular es la rata principnl seguida para el transporte
¥ segregacidn de las enzimoas lisosomales.



ItT. Antecedentes.

- " F s "

En  fibroblastos de celulas *I" se ha encontrado gue existe wuna
deticiencia  generalizada - de enzimos lisosmles, debido o gque
eotus  cdlulas son incapaces de fosforilar sue hidrolasag (E6) .

Bin embarge en estas cdflulas se ha encontrado gque fostatasa doida
¥ B-glucocerebrosidasa S6 encuentran an concentraciones
introcelulares normales (12,36), Egsto evidencia abre 1a posibilidad
de que axicbtan obrag fialec difere peon la sefol de man-é-F que

impican la o
Ln existaneid
lisomsomal

Midrolasas.

crecidn al medio extracelular de
N ) :
; izncion de @nzimng

2 obroas sefales poera 1o dnterna
@n otrogs tipos celulares ya b side reportadin. [cX=%
por emplod  las  oelalas de Kupffer vy  wmacrdfagos alveolares
presaentan un receptor para manosil/MN-dcetilglucosamins que
perwite 1o captura de hidreolasas  presentes en el plasma (42,4900
atro  ejenplo lo encontramos en @l receptor para galactosa que se
encuentra prezente en hepatocitos (AR50,

Eetudins recients llevados a cabo por Ioe grupos de Robing
¥ o NKorenfeld (51 Xy con el uso de mubtantes de macrdfagos de ratdn
han reportado la existencia de  un nuevo receptor para L
pineoitosis de hidrolagsas el cual sin embarge tambieh reconoce el

Cresiduo de mun~é;fy aungue este reconocimiento depende de un idn

ivalente foMnT D 0 diferencia del roceptor reportado &n
ibiroblastogs (S54).

Feotudiando La internalizacidn de Beglucuronidasna bovinny @n @l
Laboratorio . Bonzdlez—Mori oy se encontrd la existencia
e un npueve sisbenn d internalizocicon para ectao enzima lisosomal
e Fibroblastos huwanog 0 cultivo.

Evidencias previas obtenidas en laboratorio por Rocdo Coutino
mostraron Qque @)l enples de man-&~F come inhibidor competitivo
sdlo logra dinhibir Sl la internali cidni: asi mismos Lo aceidn
de fosfoatasa deidoy v el empleo de anticuerpos dirigidos contra
wl vecepltor de man-&é6-F tampoco resultan en wuna inhibkic n o ode Lo
internalizacicn Y Gonmdlez-Norisga et al, manuscrito on
preparacidn)

=10 =



El  objetive del presente trabojo consiste en mostroar evidenciag
e gque Beglucuronidasa  de higndo bowvino e intermalizada v
Fibroblnstos humanos  en cultive a travds de un proceso  de
endocitosic mediado por receptory diferente al receptor pars man-

4=ty nsi come el condcer destino final que  esta enzimn alconza
@n gate tipo cvelular.




R CE'E B E & & I N IR R B

MATYERLAL Y METOROS

CULTIVO DE TEJINOS
Medio de cultivo para fibroblastos. ..

Medio minimo  de EugléVen“bolvn (Gibrod

, 9 6 g/l
Ricarbonato de Sndio [ B & Y L R ettty -2 g/

Firuvato de Sodio ¢ Sigma Chemical QDe)—mem—
Suero fetal bovino ( Mlcrobloloqlcnl hssoc1mtef R
insotivado S6°C por FO minmseseem e :  ,100 ml/L

Dol g/l

Solucidn de versena.

EUTE € deTy HOR@E ) s St s o 0.2 g

Cloruro de Sodic ( JeT.HakK@r)mem- - B:0
Clorure de Fotasio ¢ JeT. BRaker e (o A )
Trig-¥ase ( Sigma Chenical Co ) e e 200 g
Rojo de Ffenoli sol. al 0.5% Mnrck)— ~~~~~~~~~~~ 2.0 mi
AGUN D )@ 6 D0 i oo e s o ot o ot e 2 et e P98 ml
Solucidh,dm" ip
Tripsina (Mifoo Lob. Yoot et et e e ] DE g
Solucidn de versenoms—-=- g mreiese SHOO Ml
1 JADoR UerIZﬁﬁﬂ PN L TECNiCﬁAﬁEaTINCIO
Fijador formel-caled
Formaldehido 37-40% ¢ J.T. RokKer ! S 10 ml
Cloruro de wvalcio ¢ JeT.Baker )= e Ll g
Agun deati ladn e e - m—— PO ml
FiJadar Formmlwi
Acetona ( JT Baker Yo e ~= 7. ples.
Fijador Formol-cale i oo == 3 ples.

- 12 -
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_bovinn como estandar fﬁb)«‘;”

B R N s . ..

ENIAYOS ENZIMATICON

Lo nctividad de fegiuncuronidaosa £
utilizands el  sustrato ardd demetil-umbeliferd R~
glucurdnidoy a una concentracidn de O mH en buffer de acetato de
wodia 0.3 wM ow pH=4.0.  Los engayvos  Faeron Llevados o cabo
wtildzando 25 pl de 2o engimn v 10 pi del sustrato duronte 30 min.
a F7°C. Lo reaceidn enzimdtica  Fud  terminada por 1o adicioh de
L® ml de huffer de glicing carbonatos o pH=Li0. 8. La fluorescoencia
om:lLda por el sustrato hidrolizode fue lefda conayuda  de  un
fFluordwetco modela  AMINCO o 448 nm o de emisidh vy 340 nm de
excﬁhnm1dny con lampara dg Xendb o ) AR

Unie unidad de actividad enzimdtics fue temada como la cantidad de
enzima gue cabaliza la libevacidn de 1 nm de sustrato por hora
10 nw de umbeliferona fue btomada como o estapdar’ eni todoas las

determinadn Fluo cometricamente

determinaciongs

DETERMINACION. T PHGTEINﬁc.

Loy cantidad  de pr ialnu fue det

mlor;mwbrlanment@
mediante ol wmdtodeo de Loer~bollln,

uLlllvundo leumlnn de EALE T O

CULTIVO DE FIBROBLASTOS,

Fibrobhlastos humanos deficientes ‘b A-glucuronidaga  obtenidos
de un paciente con Mucopolisacaridowis UL, Fusron generssamente
gonades  por el e o Wiltliam Sly "y fibroblastos
Humanos deficintes  en - Brhexpzowminiodusa  de un paciente
Sandhaf+y  fueron generados en nuestiro
biopsin del deltoides.

con
laboratorio mediante

EL
Super

Lvo Jde Fibroblastos fue realizado en frascos T-75 ¢ 7%
] 5 COSTAR > n JP° . boJjo una atmpsfera de 57 de GO
e ulrmﬁ alimentados tres veces por semans con medio de o
PHEM suplemnentado  con 10% de suero Febal bovinoy
glutaminay 100 w/wnl de penicilina v

1.3
100 a/ml de estrepltomicing.

< 13



FURTFICACION HE ENZIIMAS.

F—Glucuronidunq o Bazo  huwanoe < JbLunLdu postmortemn ) e
purificada segdn el mdtodo de M 3 L [T I & [ o]
huwnano e ratinariamente home p ay s da de  FOLITROM
(Kinematica) @n Y mM  de  tartrato de seodiae/ 10 mM de fosfato de
sodio/ 2% mMd de ENTAZ 0,.02% de azida de  scodio a pH=6.2 ¢ 4 wml/q
e tegido Yo Wespuds de homogaendxado ee agrega deosicolato de
'3 A unn concentraciodn Final de 0.2%, incubando duran Lh an
agitacidn o 4°C, Beospuesfe 1o cual el homogenado es centrifugado
a L1y 000 rom per 30 min a4 °C en centrifdago SORVALL KC-SE con
un rotor Gua. El gobrenadante  obtenido oo ltvado a travds de
gusay calentado o S9°0 durante 1h y centrifugado una var mds o
L1000 rpm por 30 wmin a4 °C, El sobrenadante obtenido es
entonces  llevado o 5% de saturncidn con  sulfato de amonios
agitado durante 1h a 4 °C v ecentrifugado posteriormente a 11,000
rpm por 30 min o 4°C. En este paso, el sobrenadante es desechadoy
¥y el precipatado es resuspendido en un  guinto del voldmen del
sobrenadante con 30 mM de tris-HC1/ 10 mM de ftosfalto de sodio/
150 wM de cloruro (SR wodin/ 0024 de azida de sodio o pH=6.8
(bud Fer de tris-fostfatos). £l pirecipitados resuspendide ¥
dinlizado contra el mismo badfer e adsovbido en hache por
anticnerpos-sefarosa  (dirdigidos contvra B-glucuronidasa bovina)d
dejanda  en  agitacidn  durante toda  la noche. La elucioh

eg realizada con & M de . uvrea vy Ja  enzima obtenidn e
chiadd dn contra buffer Lrie~fosfatos pH=a6.8 v concentrada por
wltrafittracidh  en  AMICON con  wna  membrana AMEO bajo  una
nbmeafara de M-

ﬂ~blucuron1duuu do higado bovino fue purificada de acuerdo  al
metodo de’klnpp v Zale (B7) con algunas modificacionzs realizadas
por  Gonzdlez-Noriegn et al ¢ manuscerito en  preparaciond. R~

‘glucuronidasa de higado bovine es rutinariamente homogenizada con

ayudn  de  POLITRON en buffer de tartrato de sodio a  pH
srito anteriorments ). 4 pactir de agquf, tod
L £ icacidn GO realizadeos a 4°C, El homo
durante  1h  en agitacidn con lo adicioh de deo
hasta alcanzar una concentracidn final de O0.2%, despuds de Lo cual

e filtrade a braves de gasa ¥ centrifugado a 11000 rpm per 30 min
@n centrifuga SORVALL RC-5 con rotor GBA. El precipitado ebtenida

G2 0
s los pasos de Ia
el o es incubadoe
wicolateo de codio

.14 <



desechado ¥ el sobrenadante es  llevado o btravds de dos ponsos
de saturacidn con sulfato de amonio. @l primer paso se alcanza
unn  saturacicn de 30%y dejando incubar In muestra durante 1h v
centrifugando posteriormente o 1L y000 Tpm o por 30 MEm o e Bl
sobrenadante obtenido eg entonces llevodo o S55% de saturacidn e
incubado  una ver mis durante Lh vy centrifuagado a 11:000 rpm por

30 min.; Bl precipitade de dotae  dltima  centrifugacidn en
: . g
2 # un guinkto del voldmen del sobrenadante en buffer

d@ pHr4s . 3 v dializado contra &l wismo buFer
: Llewvada o pH=5 por la adieddn oe
ucrﬂu ado conten buffeor de acebatos 0.07 M/

durante Ah ¢ gchogue ooido ) Fosteriormente 1a

i Fugada a L 000 rpm o por 30 min vy @l sobrenadante
resuepen ¥ Lando  en  buffer ~HEL 50
it » sodio | mM/ azida de sodio 0.03% o phH 28 durante
todn la noche a 2%°C \uuLoquo(tlun). Terminada Ia autodigestidn.
se agregn Ffeostfateo de  sodio o la  muestra para oblener L1103
concentracidn final de 10 mM v 1a preparacidn
mis contra el buffer de tris-fosfatos o pH=&:i8, Finalmente 1
miestra e adeorbidn a anticuerpos-sefarosa (anticuerpos
dirigidos contra R-glucuronidasa bovinal ¥ la enzimn elufda con
6 M ode urea. La enzimn obtenida es dializada extensivamente eén
huffer de tri fostatoes pH=6:8 y concentradn por ultrafilteacidn
@n AMICOM  con  membrana  YM50  bajo una atmdsfera de

T

ENSAYOS DE INTERMALIZACION Y UMIOM. (Fig. 2).

Los  ensavos s reaslizan por duplicado en cultivos confluantes
de  Fibroblustos deficientes en B-glucuronidosa crecidos  sobre

cajas  peted de e (Faleorn), conteniendo Qe2~03 mg de
proteinn celular. Las cajos son pu as o e@n hielos s les retira
el medio de cul iveo por aspiracion ¥ se les adicionn 1wl de
medio MEM Coen el gque el bicarhonato de sodio eas  suskitaddo
por 28 mM  de BES o 4.8 ) con lag cantidod regueridas @
@nzima. Gespods : 2 dnecubacion o *OCy lag son lavadas
seic veoes con buf ] RS { por la
adicioh de 0% ml de deoxicolato de gsodio al 2 durvante 30 min

4°L. L cagas Son raspadas posteriorment con La ayuda de
Q Fin de ro:u@pmndnr los o celulares v olao
. erdmeabion g i Jeomo 10 cantidad cle proteinag son
spminndas comno se menciondg anteriormente o

dinlizada una wves
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ENSHY D OE IMTERMALIZRCTION
DE E-SLUZURDHNIDESH

Media de= internali
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Fig. 2 Esquema que muestra les pasos segu1dos en 1a rPa11zac1on de un

ensayc de 1nterna11zac1on



Los enzayvos de uniol son llie nadnv o cabo - de la misma forma que
los  ensaves de jnLurnmlL“arLonp s28lo gue en- los  primeross s
celulos siempre son munLenxdos n 4°F

Iu(nLI7ﬁ IGV LIT RUIMIPA na B‘GLUCURONInhSA INTRﬁCELULﬁR.

Lo 10cu1iaocimnu:intvnqeluldf de quluuuvonldo oo determind
mediante el mdtodo dm"LuqunoF% gt oal ¢ 59 )o Fibrobloastos
deficientes en f-glucuronidasn o ﬁmhw* saminidase son  cultivados
wsob cub reob l (3.5 Y% 0.8 cm) dentro de  tubos de cultivo
Leagton v al 3 o normalmente con medio de  cualbtive MEM,
wup Lementado. El & ) de internalizacidn es llevado o gabo
dentro de los tubos de cultivoy a los cuanles se les aspird el
medio de cultivo por medio de aspiracidn v se les adiciond 1 md
del medio internalizacidn suplementado con ing cantidades

21

requeridns de enzimay @ incubado durante 2 h o 37°C. Uespues de
@l medio es retirado v las cdlulas lavadas sels

. p > it L. :
ml o PR Frio. L fljncicn de las c&lulag  ce

llnwa 53 cabo por la adicidn de 2 wmdl de figador formol nlcio-
neetona duarante 30 min ¥y son Lavadas posteriormente 4 ve 5 Con
2 ml de buffer de acetotos 0.05 M a pH=4.%. Los cdlulas fiJjodas v
CLaweade on posteriormente preincubadas durante % h a A°C en
1M 1= E-BL-F-l-glucuronido dicsuelto en @l mismo buffe
Lincion se lleva o ¢ durante otras 4 b omds a 37° con 1o mismo
vhracidn de sustrato pero a pH- v con la adicidn de 0.06
pHosatizado pararasarsi L 'd 2 las celulas  son

con agun desthiladoy : X G alooholes gradunles
adas en balsamo sobre A

IMCORFORATION OE MUCOPOLISACARIDOAS - MFS ).,

Fibroblastos deficientes en g lucuronidass son Crecd 3
WOLNS de petri de 40 mm FﬁLLON Y} oy alimentadas con 2 de
cultivo MEM suplementado. Cuando: 1a densidad celular alcanza

0.5 %X 10° celulas/cnjay 1as eoaJas son alimentadas  con 1.5 ml de
medio MEM  suplementado ¢ en el gue el MBS0, e gusﬂitu{dﬂ por
MgCly » v penicilir ntilizada cono dnica fuente de nntibidticos)y
nl cual ge le adiciona J"U - = A 10bﬁpm/m1) incubade poyr gspacio

< 17 «



de tres dias o 37°C bajo una atndsfera de 5% de CO,  +» Terminado

@l mareade las  cdlulas  son lavodns Lres veces con 3 ml de
versened v alimentadoas con 1.5 wmi de medio MEM cuplementado v

con lag cantidades requeridas de B-glucuronidosa. &l tdemino del
@uperimento lag cdliulae son despegadas por 1o acecich de tripsina
0.25% durante 10 ming dilufdas en 10 w1l de PRS  frio ¥
centrifugados o Ly

i

G0 rpm por 10 wmin 9 4°C en centrifugn  Beckman
(e o Codn muestra es dividida en des alfcuotas, con el fin de
determinar por ann parte actividod enzimdtica v protedina v por el
otro extraer la fraceidn de MEsg,
Forz 1o exbraccion de MEY¥S se tomd ventogn de la insolobilidad de
las  micmos en @tanol o 0% en punto de butlicidn [GCIODIN M cada
alicuotn ;2 le adicdona @ ml de etanol ol 80%, vy se resuspende
con  ayvuda de Vortex. Fosterioremnte todas las wiestrag

Son
introducidns  en un babo Marda de agua hirviendo durante 2 mein .

Seguidamente las muestras con dntroducidoags en un baffo de agua de
hielo duroante i min v ocantrifugadas a 1,400 rpwm opor 100 min an
centrdFuga Beckman TJ-4é., S sobrenadante doe  cada  muestra e
gechndo v el boton resuspendido en OB wi de MaCl 2 M. ] eacha
muestra  se le adicdiona 2 wml de etanol ¥ se repite una ves mis el
calentamientoyenfriamiente v la centritugacidnEl sobrenadante de
cada una de Las my Lras s desechado vy el boteon resuspendido en
1 ml  de w®NaCl 1 ™. La  radioactividad aspcinda o ME3FS e
determinada por la adicidh de 0,100 ml de 1a muestra en 10 wl de
LIQUIFLUOR v n wantidod de radioactividad oo ledda en  un
cgntaduv para centello tiguido modelo Fockard 33920 en canal  para
Ce
Parn  debteremioad ta actividad enzimdtica v protedna, w cadn
alfcuota o8 le adiciond 0.5 mi dé deoxicolato de sodio ©O.02%y
incubando por espacio de B0 min a A°lL A

A1 Eabo de este tiempo ia
- A ; : i : o
vidad gnzimadtica v proteina se deltervminan como ya #e weclond
@riormante. o : v

FRACCTOMAMIENTO SURCELUL AR

3 cultivan  Fibrobl deticientes en  Begliucuronidasa en
Prosoos de oultive T- CCOSTaAR 3. TUno de los froscos antes de
Llegar o contflivencia @v marcado con sulfaoto radioactive (o +in de
marcar  La fraccidn de ME¥S ) con -8 X 10Y cpwm/mis comp  vn

=15
menciond antberiornente. Obros dos  Fraccod con cdlulas  a@n
N .
« 18 «
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contluencin L X 19* cdiulas Yy los cunles previamente hab $an
internalizodo B-glucuronidoacss beovina o bhumana fuaeron atdlizodos
en @l fraccionamento,. En estns condiciones, cada frasco es lavado
& vecas o con Q.25 M de satarosa/ 2 oM de EDINMA -/ L0 M Treig-HCL
(HMY o 2°Ce A& partir de este wmomento todng lags manipulaciones son
reclizadas a 4°C,  Cadn fFrasco conteniendo 1O ml de buffer HM 3
raspado oo nyudu de andarmn L fin de resuspender el wayor
numEre  de adlutus, v asndas o tubos  condcoss  Las
mueslras umn coentrifugad a RyQ00 rpwm por 1O wmin en Lnnbv;#uga
Reckman TJd-é& v @l sobrenadanta obtenido retirado con  pipetn

boton [ =15 ; ndido  en  butfer M4
son Lisada por repeltidos ascensos vy od 2SO

celulas o troves de Lo pipeta v el chogue con el
fondo  del tuba. EL homogenado obt ~tri#u ade a1, 500

Lenido es o
erpm por 10 min v el sobrenadant { fFraccidn postnuclear )
guspendida en 09 ml de buffer

guardado. Lo fraccich nueclear es re
HM en dos ocastionesy v oen codo una de ellions centrifugado o 1y 00
rpim por L0 mine . Todos log sobrenadontes ubLenLdo“ del lavada de
o Fraceidh nuclear son reunidos con la fraccidh  postnuclear v
esha materinl @ el wtilizado para 1lesvar  a cabo el
Froccionamaentt cheluLur ern un gradiente de Fercoll,

En in realis n del gradientey aproximadamente 3 ml del
material postnuclenr son adicionados a 7 wl de Percoll.{ el cual
doleansn LTI concantraoidn Faral de "0% ) Y

todas Las maeosbras son centrifugaedas o 2%9,000 rpw durante 60 min
a ACC en wltracentrifuga Beckwan LE-50 con un rotor  Ti-950. Al
Ldrming  de i forma oh del gradientey fraceiones de Of4  wmld
Fueran colectadas, comenzando por el Ffonde del tuboy v won ayuda
cde  una bombo peristaltica.  Fara codo una de las frocciones, la
mctividad  de Behexosominidasas —~giluncuronidasa v MMTE ( en ins
muestras correspondientes ) fue d @rminada.

‘;:lgx;



HESUL TAN0S

fiversos  tipos de criterios han side wbilizodos en ia Literatdra
para demestrar  1a endocitosis de moacromoléculias a lag élulnu»
bioguimicos, cindticos v citoguinicos.

En este trabojo hemos utilizado estos critecios pora @ﬂtudiur R
endocitosis de  Eeglucuronidasa de higado bovino o “fibroblastos
Mumanos en cultiveo mediada por un nuevo rRcEp Loty encontrade  en
@l taboratorio < Gonhnlu~~Nov iegn et | oaly mabuscrito en
preparacion) . D

ba Beglucuronidase bovina puede ser intérnalixzadaa Pmbrmblnrbo‘
Famanos via  dos  diferentes  sistemas  de - dnternalizacidn que
waolucran recepltores con diferentes eospecivicicduadesd el primero
! @llos ya ha sido descrito ampliamente 'y reqguiere 1o pre<encin
de man-6-F pregente en cadenas deé altar manosas L2138 Y el
"nuevo" receptory PECONDCE UN grupo-cuya composicidn estd siendo
eotudiada en el laboratorio:

Fapa contestar lag  preguntas que nou hemos planteado en  este
Lrabajo requerines poseer una enzima gque sdlo sen endocitada

travds d el "nuevo! gigtena de internaliizacidn, Mediante
protocolo descrite  en waterial ¥ métodos, fuimops capocos 2
eliminar @l componente fTosforilado de la ﬂ~q1ucurmnida [xY buvlnu
Lo enzima purificoda mediante dste protocolos no es PULOnOridﬂ
por @l receptor de man-é6-F, vargue cuando se uhllluﬂ este amicar
Come U inhibidor competitivo, © la  internalizacidn  de e

glucuronidasa no s alterada ¢ btabla 1)

Lo CYMNETICA DE INTE

FNAL TZACTOM.

Al dncubar fFibroblastos humoanos deficientes en B-glucuronidas
ditferentes Liewmpos en presencia. de enzima bavina aftadida
excdgenamente ( no internaliza o traves del componente fosforilade
Yy e puede  observar lo siguiente ¢ Ffigura 3 Yioooan que 1o
cantidad  de @nELmm gue 30 asecia o los  Fibroblastos es  mavor
cunndo los cultivos Yol incuban w0 B7°C que o 4°C
by gque la cantidad de  enzima gque o0 asocia o Fibroblastos a 4°C
alcanzn  un egquilibrio decpuds de 2 hi v ) gue In cantidad de

enzima  que  Se asocin o logs cultiveos o 37°C es Lineal al  menos
durants 4 he

. 20 «



Lo wvelocidaod con que doba micma enzima oe asocia a fibroblastos
@n  culbive es proporcional a la cantidad de enzdma gue $e  afade
exggenanente ¥ a temperatidra de incubacion de los culbivos
Figura 4a oy b Y. tag codiciones @ aloanzma unn soturagidn
cuardo w1l culbivo se han afindic 269000 unidades de enzimn
Uizt der int@vnuii: iy Km ion funrnn calewladoes
apartir  de los 3 R TANRN Y S 1Y Uvurlno do dobles
reciprocos. El vnlor othenLUO para Ymax Fuae de 2.4 X 10" mol/ mgsh

vy

v el de Km fue de 3.9 ¥ 10 mol ¢ tabla 2 ).

nLurahllldndr dopendencina de temperatdra vy velocidad de
endocito 3 han sido whilizaodos caowmo reqguisitos para  demostreoar
que una moldcuia eostd siendo dinternalizada - a unn In o traves
de un s o de pJnorLbo is medindo por receptor 3 rhy 370l ).
La dint tizacidn  de  E-glucuronidaga  bovina o Fibroblastogs
cumple con ectos requisiton, por lo que pensanos que eobta e Ly
forma n travds de 1a cual ia enzima estd siendo pinocitadna.

"y Criterios G e

tudims previos  han mostreado 7o la posibilidoad o e localizar
k .nmem1cnmantm F-glucuronidasa en diverseos tejidos  humanos
(JB)F asi como tambidn f~g Jucurontdu A dinternalizada o troves del
receptor gue reconoce @l residug de  man-4~F  en fibroblastos
humnnos en cultivo (G9). .

B-glucuronidasa de bazo humano es endocitada  en  fibroblactos
Pumanos lusivamente por el receptor gue reconoce @l resdiduo
de  man-6&~F . Eota  enzima una ven internalizads a 1o cdlulay as
trangportadn o licosomas, For ello es utilizadn como control que
nos permitird comparar el destino final la B-glucurponidasa bovina
despuds de ser internalizada, ’




l.os resyltados de La lQVﬂlL sacion citoguimica de E-glucuronidaga
hovinag o ©Omo cfe deuronidosa humans se observan @n la
Fagurn H oy Lran Lo tiente ! a) E-glucuronidasa humana cuvya
pindecitosis mediada por el receptor que reconoce man=-éd-F v @
pesteriarmente bransportada o Licosomas Se encuentra Logalizada
en 1a regidn perintclear urn ”u)‘ b)Y este mismo patedn es
observado en Fibeoblashos 5 €ar ﬂmh&z'hnmlnxdo Qa pPeRro

Que contionen EB-gliuc nnduqnnn CFigura  Sbaj )
Fibrobluostos 1o cunl AR Fglucuronidasna bovinu

muestran un patrdn de tincidn Al de log cases anteriores

L A ey d) en el § fFibroblnstos deficiente
@n gluewronidasa ne son wuplldmu prdgenamente con ningdn tipo

de enzimay N o oba
Oiforencics @n las inter
In woantidad de @y P e

YD coloracidn alyguna C Figuwea  Hd ).
1 colovacion son Jdebidas o

intracelularmente:

Inclusiores wcon una distribucidn perinucléar son caracteristicns
de fibroblastos de pacientes con enfermedades por atesoramiento v
@an el ongo  defic iencing de Je-glucuronidosa vy E-hexosaminidasa
CA vy B micopelisacaridos. y ganglideidos son  almacenadeos  en
lisosomas eecundarios respectivamenta.

Ambos  tipos de ‘observaciones sugleren que la . enzima bovipa  gue
ha @ido internalizada es trangsportada al compartimento licosomal.

B)Fraccionamiento subcelular

Con el ¥in  de comprobar que erechtivamente la  Meglucuronidasa

rovinn internaliza o Fibrobloectos vy 0 oes Lransportada al
compartimento lisosomaly Fibroblastos  humanos que habdan

internalizado  previamente E-glucuwronidasa bovinag se lisaron ¥y se
fraccionaron  an un gradiente de Fercoll. Lo actividod de B
glucuromnidnaosa by F-hesosaminidasa  ned come 1a Fraceion
conteniendo loe MF¥Sdambos utilizados conmo marcadores lisosomales)
Fueron determinados en cada una de las Ffrocciones.

Los raal tadns del Froccianam nbo muaestran log
resultadosial B-glucuroniy humana que @s captada a
receptor  para man-G-Fy CQMLGTA @n N i »
las Ffracciones mag densas del gradiente, @n e Fracciones
@n que encontramos o actividad d Fehwmooaminidana § Figura & )
v o RS C o Figura 8 )by Fegluacuronida Tainh COMILGra come  wun

wdlo pico o actividad v en  las  mismas  Pracocdiones en que
encontramos anctividad de R-bhexdosaminidasa  ( Figura 7)) v

mucopolisacdridos ( figura 8 d.



) legradacion de mucopolisacaridos wess ),

Estudios previos bhan demostrado que RBe-glacuronidosa humanag

internalizada por fibroblastos deficieantes gn 1o misma, €8 copoam

de  restitdir Lo vin catalitica en Lo degradacidn de los  MFS

qlmmcgnadoﬁ en lisosoma(34dy por Lo cualy an tédrminos de reenp laxao
\ enzimatico 5 importante averiguar i Beglucuronidacsa bovino

| a al  mismo  dipo  de 1 wa o osn o el gue se  encuentran
almacenados Los MPFE como con T Wi} In deficiencia, y - de
@sta manera reshbituir lo via de degradacidn. o

Fibroblastos deficientes en  RB-glucuronidoasa  que previamente
Pty San sido marcados mmn““ﬂ fueron dincubados ren presencia de
50 o bovinag v humana duran(n 2 hy mopartir de lag cunles &
midion 1o cantidad_ de radiooncti v dntracelular asociado o las
cfinlas come M S O degradocioh )e o Ensste - emperimento s

Lizaron  enzimas bovina v bumiana con-lal. misma velocidoed de
crralizacidn o Fibroblastos . - k

Los resultados obtenides son log siguientes { Figura & 3§ ) e
glucuronidasca Muamana, - como va ha sido rmpurmndu nnteriormentey

- - - C 5y : Zi . ”pa
-1 capaxz  Jde rogtibuir 1o vdn degrad rnn los  MP

0 F*qlutusonLdusu bovina Lambien tuyve la viao de degradacidn
de los MPES.

” - e ., -

[WEx) vitucidn en la viao degradacicon de logs MPFS puede asumirge
gque @3 debida  al  reemplazo-en ia actividod perdidn en este tipo
de enfermedody ya gue Fibroblartuw deficientes an b~qlucuron1dubn
m les cuales no se les suplid de alguna de los dos : o olas
24 h concervan un 704 Jde los MEMG, El patrdn de d radac idn e
) obhserva es bosicamente el mismo para amboo pos de  enmimnss
poe 1o que pusde sugerirse gque . ambag  enzimmg l1legan Al

compartimento lisosomal con la miswo velocidad.
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EERE RN NN weem e
- o . i 1nterna11zac1’
Tratamiento de;B—gjucuron1dasa “mam-6-P.
Sin AUtodigestiéﬁ -
e .
)
N
Con Autodigestidn - SR04 e
Tabla 1.

autodigestidn.

Efecto de mam-6-P sobre 1a internalizacidn de B-glucuron1dasa bov1na antes y despues de la
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Fig. 3 Cinética de internalizacidn de B-glucuronidasa Bovina a diferentes f-iempos,' '
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Curvas de saturacidn de B-glucuronidasa bovina a concentraciones
crecientes de enzima adicionada por caja.

A) Internalizacién de B-glucuronidasa a 37°C y B) unién de B-glu-
curonidasa a 4°C.
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TIPO
-RECEPTOR

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

Tabla 2. Constantes cineticas obtenidas del "nuevo® receptor en comparacidn con el receptor para

mam-6-P .



Fig, 5

Localizacién citoquimica de B-glucuronidasa bovina internalizada en
firoblastos humanos.,

En cada recuadro se muestra que el patrén obtenido para, a) B-glucuro-
nidasa humana internalizada, b) B-glucuronidasa enddgena, c) B-glucuro-
nidasa bovina internalizada.y d) Firoblastos deficientes en B-glucuro-
nidasa a Tos que no se les anadio enzima.
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Fig, 7 Distribucién subcelular de
B-hexosaminidasa enddgena ,
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Fig. 8 Distribucidn de radioactividad asociada a MPS intracelulares
en comparacidn con B-hexosaminidasa .enddgena,
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-5,

% MPS®® Residuales

A

Tiempo (h)

F1g. ‘9 Perdida de radioactividad de MPS 1ntrace1u]ares por: efecto de B- g]ucuron1dasa Humana.:o
bovina internalizada: : -1
La Tinea punteada indica la perdida de rad1oact1v1dad en. cé1u1as deficientes de B-glucu-
ronidasa a las que no se anad1o enz1ma.




QYsCuUsIoN

rYacien de que en Fibroblastos de cdlulas "I la mayor
2 der lus - enzimas lisosomales son secretadas debido o Lo
nedin del marcador man-6-F v que en  dstas células fosfabtasa
Acicda v glucecerebrosidaosa se encuentran  en  concentraciones
intracelulares normales, sugirid la posibilidad de  que ssdd eban
otro tipo  de sefales difeventes o 1o de  man—-d-F g esten
involucradas en @l tLransporte intracelular vy la compartimentncidn
de low enziwns lisosomales o Ligosoms . Unrios dinvestigodores
hamn tratads de encontrar estas sefales en 1o captoacidn de enzimas
lisozomal a travds de pinocitosis o fibroblagtos en cultive
<13y . Hiebaer gt ol ALY,y raportaraon o T internalizacidn )
Bglucuronidasa de higado bovino o ibroblastos humanos en
culbivo - Lleva [ cabo a travds de (RS "rae asigtemnn de
interpnlizacidn @l oual no e inhibible por man e Sidn embargo
no caracterizaron de una manera wis profunda este sistemna. En el
laboratorio del . Gonzdiez-Noriegay oo ha  encontrado mb i e
e Frglucuronidasa de  higado bavino % internalizada a
fibroblags raves no solo  de egte "rasvo"  oi 2 quUEe noe
roguiere la presencia del residuo de man—&~-* sino tombien del que
reconoce este iLduo  fosforilado asunque en menor  proporcidn
CGonzd) Maoriegn et aly wmanuscrito en preparacidn D

7

o eate cbraboago sentan evidencias  de gue  Ia enzima
Lisosomal o come modaeloy renlmente s endocitoada
por un "L vooounn wen  dentro  de Ia zdlula  es
transportoadsa ol compartiments Lisosomal -

l.os resultados indticos de o internolizacidn de Eeglucuronidasa
presentados @en dote orabya.je wute sl ran 1o sigulientes
coracteristicas prepioss de un sistems de pinocitosis adeortival
) dependiente de tiempo v de temperatiirag.

by depende de la concentracidn de enzimn presente en el medio.

Mdemds la  wvelocidad de dinternali

zacidn de 1o B-glucurenidosa
Bovina  es  compatible  con

ocidnd erada @n uwn Procesc
e pinocito ndsortivn . coaleulado que para nuestro
#igtema de  H.b6Ay Lo eual @ similar a la reportade por
Hieber @2t al (&1) para Lo endocitocis de Lo enmimn Yy @S
1A VeCEs  mayor g la velocidad normalwmente veporbada gt LS
endocitoai fluida utilizanda HRE
Estas resulitados LON consistentes con un procesn  de endocitosis
medindo por recepltar.

o




rec

51 emsbtudio de  las  constantes cindticas  de internalizacidn
derivadas de las curvas de saturacidn ¢ babla 2 ) dndica que La
Y omnx de internalizacidn de la epzima gque penetra vin ecsbte nuevo
recoptor  son comparables o lase descritas en otros o Levas de
pinocitasis adoomhived Wi embargoe ia Km de dinbterna .zqcidﬁ ey
un o orden  de  maghitud  menor gue 1o correcspondiente o I B
glucuronidasa  que es captadn por fibroblastos vinm el recephtor dm
man--g-F . fate ha oildo uno de log criterios que se sbhavieron
@] laboratorio para mostrar la-exigtencia de  dos recepltor
erantes on Fikroblashtos humanos para Lo endocitostis do enzinas

e
lisosomales (Bonadlez-Moriega 2t aly, manuscrito en preparaciahd .

For otra parte, comparando  las cindticas  de dnternalizacion v
unidn  de  R-glucuronidasa o Fibroblastos encentrames gque La
cant tdad enzima que s asocia o in edlula o I?°C e mavor o
la cantidad de  enzion gue e asocia n A4 O, Eate incremento
puede ser splicadn en dos Fformas! a) gue  esista an reciclaje
de receptores como en @) caso del receptor para  man-6-F  v/o0) b))

(RIVY -} ileta una poza intracelular wuy elevadn copaz de  susbituie
jos receptores gue han desaparecido de 1a memnbrana. e 1a enzima

unida a gsaturacidn (125 usmg) oy de o omadximo cantddad e anzimn
internalizada (L32.% w/mg/hdy nocotros calaulanos gue poute nuevo
ptor pusde ser recnp Iazado o reutil ado aproximoadamenta
cada FomAv ey N Liewmpo mejante al tiempo raportado e
el receptor para manosa gque @s de B omin (486 3§ sin ambargo este
Liempo crue Memns encontrado puede cambiar cuando I cantidad
to@ml de enzima unidn seo CDPP“GJUQ por Lla: i de enwdm

AN 1 eSpec amente. La aode roec eptaorey
ha sido mostradn en varios sistewas de inbternalizacicdh, en donde
@l gando no Liena una modulacicdn negativa @l receptor
flLyi4y4¢, 3. Aed tambidn, evidenciang previas nidoas en @l
Iaborotorio  han mostrado la existencia de una pozn irnberna  muy
alta para et "rteveY receptor (Gon”nlu“—ﬁovxuqa at aly

manuscTibo en preparacidnd .

LBigtintayg viag involucradns @n la internnl
Ligandos a trav

dzacidh de
de receptorecy en Ine cunles el liguando no

necesariamente concducido ol mompnrtxmﬁntm Lisosomal va hnan
,Ldn reportadag (21)y por Lo gue re sulta dmportante identificar
compartimentao nl cual In” B-glucuronidasa hovinn  ay

transportadn despuds de ser dinternalizada .



Lo localld

2 en eitogquimics  de Hmolumuron'dnﬁm buoving fus un

primer indicio .de gue dsta  enzima std  siendo transportadn
a2 un compartimento que  por oy dLSDDJlQlfn paerinuclear e

ddentificado como lisosoma, ya gue concuerda con ia localimacidn
s ) @l materdial acumilado en estas  odflulas como runmmcunnLin
de Ioa deficiencia  enx Cimdtica (mucopolisacdridos v qnnql1on:dos)v
By asi romo Ia localizacion tanto de 1a Brglucuronidaga undognnny

2Omeo glucurondidasn = huwmans internalixada a braves del
receptor [T Rl T SN
fracecionamiento. de Pihrmbln&to& que  previamente hab fan
ralizado  f-glucuronidac boving e una  evidena: mds e

Faveor
Yoo ope

gue @sta enmima o "mnduridn ol rmmpuvm1mmnbo
Ffraceidn en la cunl se encontrd esta enxs

lisocannl .,
imm comigrn con

la  fraccidn en la cual se encuentran los marcadores  lisosomol
(hexosaminidnsn ¥ mucopoeligsacdeidos) ¥y o una densidad gue

T reportada para conpartimento  lisogomnal

Clorogquann 1Y clorure de amonio  han ) utili:udms'poru @n
inhibir | del reciclaje de receptor W e estos

compuestos tienen la propiedod de alterar pH o lisosomal )
inhibive por consecudencia la Liberacidh del lTigando de  au

recepltor . BEn el ocaso del receptor para M- G- se ha mostrade que
el empleo de alguno de estos agentes SO omotroplcov o e
los recepiores ocupados queden dentro de la vesicula endociticn.
desapareciendo  de Ia membrana plosmdbica ¥ como consecusnci Loax
pineaitag de los  hidrologas  se wve  ababida (Ahy R4 . @l

laboratorio se ha encontrado gque el empleo
de amandio no inhiben la rupiormﬂn de p
Fibrobhlastos  humanos CEonzale
preparacidn)d . Tie tive ruuui,udn" p
ruta diferente en la conduc
sin embargo haoe  OQue wd
Llig

sloroguina o cloruro
qLuLuan;Uo"a hovina o
manuwsecrito en
whbir ura
bowving Y o ogue
compartimento

En tdrminos de reemploazo enzindtico, se
ditferentes receptores
Capac

fran L{‘nx(mclm de encontror
invelucradeos en la caoptacicdh de hidrolagas,
der conducir detas nl compartimanto osomal P

la vian de degradacion oafectadn (42). e brabogo
mastrames tambidn gque la Ee-glucurenidosa huvxnn @5 Coapos
de restituit Lo via de degradocidn de los MBS,




El descubrimiento de un. nuevo receptor involucrado en iIn
internalizacidn de F-glucuronidasa bovina, difaerente al receptor
para man—o—~F, @3 una alternativa bastante atractiva en 1o
biicquedn de sefiales invelucradas en 1a via biosintdtica de  lag
enzimas lisosomalesy . ¥y asi como  Ltambidn . en. la ‘bdsqueda de
recepﬁores con unn  posible utilidad . con fines  de Cremplazo
enzimatico. ; :

Finnlmente ¢l descubrimiento de otro sistemn de  internalizocidh
parn una enzin: licosomal abre lag siguientes interrogantesi -
a)diudl es =21 papel que el receptor Jusga en la c¢dlula 7
Evidencias previas obbtenidac en 1 loaboratoric han mostradoe gue
1a cantidad de sitios de unidn para la enzima ec maveor dentro de
1n cdinia gue en membrana plasmiticao.  Esta observacidn nore 1n
posibilidnd de que 2 semejanza de los g cucede con el rToceptor
pPara cman—6-F, el papel principal de este "nuevo® receptor SE
encuentTe en  algun puaco de la wia biosintdtica de las  enzimas
osomalec. Fara comprobarlo serd necesario determinar si otras
enzimis ligosomales tambidn pueden ser captadas a trovds de este

receptoTr, aci come tambien determinar 1 distribucidn

intracelunlar dal nicmo an los digtintos compartimentos
: : . - ; R e

subcelulares involucrados an 1a wia biosintetica de lasg

hidrologas.

Bpi3d{3e encusntre en obros bLipos celulares este 'nuevo receplftort?
Evidencins previas ¢ doatos no mostrados ) apuntan a la presencia
de este receptor en cdiulas CHO-KL { CHO var: Yy wa que estag
cElutas ol v oincubadas en presencia de Frglucuropidasa bovina
wostraron un ligeron dincremento en in cantidad do snzima asociada.
Mo obstante debido 2 1o caontidad de enzima enddacns  propin  de
estns cdlulas, este dato adn debe de cer tomado com ~woaprua.
ciPorque fFrglucuronidasa bovina presenta wuna mayor praporcidn
del compaonente que oS reconocido por sl Ynuevo ! receptor  en
comparacich con B-glucuronidaca humana?

Cabe sefialar la posibilidad de que ecstemos frente a un Fendmeno
casuistico v gue aste receptor estd inwvolucrade 2n el
reconocimiento de otras proteinas diferentes a las hidrolasas,
por lo gue creo gque resulta imporiante el generalizario a traves
del reconocimignte de oltras enzimas lisocomnles.



CONCLUSBION

A partir de los  datos anteriodrmente presentados podemnos
concivir gquet e : o ha . '

’,

iBroblastbs
pinocitosis

a) o feglucuronidasa Cde higads
Shumanos  en gulbive Faishpny
adsortiva, o braves dé unireg
reconote man-é=F., ‘

b)) e esta enzima - d@mpuéavd
g bransportada ol compartinen

@) En el compartimento lismspmallequQpnh,
degradacidn de-los mucopolisacaridosy
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RESUMEN .

E1 descubrimiento y la {dentificacidon de cerca de 30 enfermedades por atesora-

miento lisosomal se ha generado en las Gltimas dos decadas. En este tipo de en-
fermedades, la deficiencia de alguna de las enzimas ljsosomales trae como conse
cuencia la acumulacion del material no degradado en lisosomas.

En los estudios sobre la captacidn de las enzimas lisosomales en fibroblastos
provenientes de pacientes con alguna enfermedad por atesoramiento, se ha demos-
trado que estas son captadas a través de un proceso de pinocitosis adsortiva. En
este proceso, un receptor presente en membrana plasmi@tica, el .cual reconoce el

azlcar man-6-P, une la molécula de Ta enzima y la conduce al compartimeinto lisgo
somal.

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

En este trabajo se ha estudiado la captacidn de B-glucuronidasa de higado bovino
a fibroblastos humanos en cultivo, la cual es captada a traves de un receptor di

fgre?te al que reconoce man-6-P {Gonzdlez-Noriega et al., manuscrito en prepara-
cion). :

Las curvas de saturacidén de la internalizacién de B-glucuronidasa bovina a fibro-
blastos humanos muestran que estd enzima es captada a traves de un proceso de pi-
nocitosis adsortiva. La localizacidn citoquimica de la enzima que ha internaliza-
do, asi como el uso del fraccionamiento subcelular muestran que B-glucuronidasa

bovina es gonducida al compartimento 1isosomal. La pérdida de radioactividad aso-
S muestran que esta enzima despu@s de llegar al compartimento 1isoso

mal es capaz de restituir la via de degradacién de 1os mismos, los cuales son su
sustrato natural.
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