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ABSTRACT. The results obtained in the characterization of six acti-
vities of acid hydrolases and 5 nucleotidase in cells F. P. (skin fibro-
blast) homogenates are presented. The kinetic parameters, enzyme

concentration, substrate concentration and optimal pH for each are
described.

RESUMEN. Se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacién
de 6 actividades de hidrolasas acidas y de la actividad de 5 nucleo-
tidasa en homogeneizados de células F. P. (fibroblastos de piel). Se
describen los pardmetros cinéticos, concentracion de enzimas, concen-
tracién de sustratos y pH Optimos para cada una de ellas.

INTRODUCCION

Las células en cultivo constituyen un modelo experimental simple para
estudios de la bioquimica y la biologia celulares. Han sido caracterizadas
desde el punto de vista bioguimico y del fraccionamiento celular, las
células F. L. (Rubio, 1975) vy las células HTC (Lépez Saura, 1978).

Los estudios bioquimicos en las enfermedades lisosomales se han limi-
tado a la caracterizacion quimica de la sustancia que se acumula v a la
busqueda de una deficiencia enzimatica. Sélo en el caso de la enfermedad
de células 1 (Neufeld, 1974), se han hecho estudios de los mecanismos ce-
lulares en las células alteradas.

Los fibroblastos de piel han sido utilizados en el diagnéstico de enferme-
dades lisosomales (Reuser v cols., 1976).

En algunos estudios se han reportado la correccién de defectos metabé-
licos por administracion de preparaciones enzimaticas a fibroblastos en
cultivo (Kresse y Neulfeld, 1972 y Von Figura Kresse, 1972).
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Nosotros hemos emprendido el trabajo de caracterizacién bioquimica de
una linea de fibroblastos de piel humanos (células FP) con el objetivo de
utilizarlos como control en estudios sobre mecanismos de la fisiologia
celular en las enfermedades de acumulacion, asi come para el diagndstico
de este tipo de alteraciones.

En este trabajo se presentan los resultados obtenides en la caracterizo-
cién: de 6 actividades de hidrolasas 4cidas y la actividad de 5" nuclectidasa
en homogeneizado de células F.P.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizafon células F. P. suministradas pcr el Lab. de Cultive de Tejidos
del CENIC, sembradas en medio Eagle Basal, suplementadas con un
I_O% de suero de ternero.

Después de 3 a 5 dias, cuando la monocapa estuvo completa se despren-
dieron por tripsinizacién y se lavaron con PBS centrifugando 10 minutos
a 16060 rpm para eliminar los restos de tripsina.

El sedimento celular obtenido después de los lavados se resuspendié en
H.O bidestilada y se conservé en frio.

Determinaciones enzimdticas. Para la determinacién de fesfatasa acida
se utilizé como sustrato g-glicerofosfato de sodio 50 mM.

Después de detener la reaccién con dcido tricloro acético al 15% se midio
al fésforo liberado segiin la téenica de Fiske-Subarrow (1925).

La N-acetil-8-glucosaminidasa se determiné usando como sustrato el p-ni-
trofenil 2 acetamido 2 deoxy-8-D-glucopirangsido 4 mM vy para la 8-galac-
- tosidasa se utilizé el paranitro-fenil-8-D-galactopiranédsido 5 mM. En am-
bos casos la reaccién se detuvo con tampdn glicina 0,4 M, Na.CO; 0,25 M,
‘NaCl 0,2 M, pH 10,7 y se midié el para-nitro-fenol liberado por su absor-
cion a 400 nM.

La e-glucosaminidasa se determind utilizando como sustrato el 4 metil-
urabeliferil- =-D-glucopirandsido 2,08 mM y la «-manosidasa cen el 4 me-
til-umbeliferil- @-D-manopirandsido 2,97 mM. En los dos casos la reac-
cién se detuvo con el mismo tampédn glicina sefalado anteriormente y se
midié la cantidad de metil-umbeliferona liberada en un fluorimetro Lo-
carte con una longitud de onda de excitacién de 365 nM y una de emision
e 150 nM.
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La actividad de Catepsina D se determiné utilizando hemoglobina bovina
al 1,58% . La reaccién se detuvo con acido tricloroacético al 5% frio y se
- midieron los péptidos acido solubles liberados por el método de Lowry y
cols. (1951}

L.a 5 nucleotidasa se determiné usando 5¥AMP 5 mM y CLMg 28 mM.
Despuss de detener la reaccidn con acido tricloreacético al 3% so midis el
fésfore liborado por el método de Fiske-Subarrow (1925).

Fn todas las determinaciones anteriores se utilizaron lcs pH dptimos cb-
tenidos, i2das las incubaciones se realizaron a 37°C y en todos los casos
se incluyd en la incubacion tritdn x-100 al 0,277, exzepto en Ia 5'nucleo-
tidasa.

Las preteinas se determinaron segin el método de Lowry v cols., (1951).

RESULTADOS
En la Tabla T sc observan las actividades obten das para las hidrolasas
lisosomales.
TABLA 1

Actividades enzimdticas para las hidrolasas de'das (expresadas en
ml/mg proteinas

N Actividad -
Fosfatasa dcida | 5 18,6 ( 3.04*
Na g-gasa 6 2092 ( 742
B-galactosidasa 6 8,32 ( 0,716)
e-glucosidasa 4 35 (0.8
Catepsina-D 5 693 (16,5}
a-manosidasa 6 312 (61

* entre paréniesis las D. S. obtenidas.
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En la Tabla II se observan las actividades obtenidas a pH 5,2 y 6,6 para
la 5'nucleotidasa. La actividad a pH 5,2 resulté inhibida en mayor pro-
. porcién que la actividad a pH 6,6.

En la Fig. 1 se unen las curvas de pH obtenidas para las distintas hidro-
lasas.

En la Fig. 2 se aprecia la curva de pH de la 5'nuclectidasa donde se mues-
tran dos picos de actividad, uno a pH 5,2 y otro a 6,6.

En la Fig. 3 se observan las curvas de concentracion de sustrato, presen-
tando todas las cinéticas michaelianas.

‘En la Fig. 4 se aprecia que en todos los casos la actividad fue lineal con
la concentracién de enzimas con el tiempo.

DISCUSION

Las seis actividades de hidrolasas acidas que se ensayaron fueron encon-
tradas en este sistema celular. Presentaron caracteristicas de pH éptimos
similares a las encontradas en otras células humanas (Rubio, 1975).

Resulta interesante el hecho de que se hayan obtenido dos maximos de
actividad de 5’nucleotidasa. El maximo a pH 5,2 podria deberse a la ac-
cion de fosfatasa acida inespecifica sobre el 5’AMP, mientras el maximo
a pH neutro pudiera ser la verdadera 5nucleotidasa. Para probar esta
hipé6tesis se hizo la experiencia de incluir tartrato de sodio 40 mM en el
medio de incubacidén enzimatica, ya que se ha reportado que esta sustan-
cia inhibe la actividad de fosfatasa acida y no la 5'nucleotidasa {(Ldpez
Saura, 1973).

El resultado mostrado en la Tabla II va a favor de esta suposicién, sin
embargo, queda una actividad a pH 5,2 no inhibida por tartrato y en una

" proporcién demasiado grande para que sea la actividad de 5'nucleotidasa
residual a ese pH, por lo que pensamos que existe otro factor involucrado
no inhibible por tartrato en la hidrélisis del 5’AMP lo cual debe ser acla-
rado en estudios futuros de fraccionamiento celular.



258 ’ M. E. LEFRAN Y P. LOPEZ .
TABLA 1I

Acividad y % de inhibicion con tartrato 40 mM de la 5'nucleotidasa
(expresada en mU/mg de proteinas)

pH ) Sin tartrato Con tartrato % inhibicién
5.2 0,78 0,44 43,6
6,6 0,84 0,68 19,9
pH
1004
f
50

5 nucleotidasa

4 6 8
a Acetato » |midazol
o Cacodilate - Tris

Fig. 2.
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