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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 caracterizaci6n
de 6 actividades de hidrolasas acidas y de la actividad de 5' nucleo-
tidasa en homogeneizados de cdlulas F . P. (fibroblastos de piel) . Se
describen Ins parametros cindticos, concentraci6n de enzimas, concen-
traci6n de sustratos y pH 6ptimos para cada una de ellas .

INTRODUCCION

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

Los estudios bioqufmicos en Ins enfermedades lisosomales se han limi-
tado a la caracterizacion quimica de la sustancia que se acumula y a la
busqueda de una deficiencia enzimatica . Solo en el caso de la enfermedad
de celulas I (Neufeld, 1974), se han hecho estudios de los mecanismos ce-
lulares en las cdlulas alteradas .

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

En algunos estudios se han reportado la correction de defectos metabo-
licos por administration 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 caracterizacion bioquimica de
una linea de fibroblastos de piel humanos (celulas FP) con el objetivo de
utilizarlos como control en estudios sobre mecanismos de la fisiologia
celular en las enfermedades de acumulaci6n, asf como para el diagnostico
de este tipo de alteraciones .

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en la caracteriza-
cior de 6 actividades de hidrolasas acidas y la actividad de 5' nucleotidasa
en homogeneizado de celulas F .P .

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron celulas F. P. suministradas per ci Lab . de Cultivo de Tejidos
del CENIC, sembradas en medio Eagle Basal, suplementadas con un
10q% de suero de ternero .

Despues de 3 a 5 dfas, cuando la monocapa estuvo completa se despren-
dieron por tripsirizacion y se lavaron con PBS centrifugando 10 minutos
a 1000 rpm para eliminar los restos de tripsina .

El sedimento celular obtenido despues de los lavados se resuspendio en
H20 bidestlada y se conserve en frfo .

Determinaciones enzinidticas . Para la determination de fosfatasa acida
se utiliz6 como sustrato /3-glicerofosfato de sodio 50 mM .

Despues de detener la reaccien con acido tricloro acetico al 15% se midio
al_ fosforo liberado segun la tecnica de Fiske-Subarrow (1925) .

La N-acetil-/3-glucosaminidasa se determine usando como sustrato el p-ni-
trofenil 2 acetamido 2 deoxy-/3-D-glucopiranosido 4 mM y para la /3-galac-
tosidasa se utilize el paranitro-fenil-,3-D-galactopiranosido 5 mM. En am-
bos casos la reaction se detuvo con tampon glicina 0,4 M, Na2CO 3 0,25 M,
NaCl 0,2 M, pH 10,7 y se midio el para-nitro-fenol liberado por su absor-
cion a 400 nM .

La v.-glucosaminidasa se determine utilizando como sustrato el 4 metil-
umbeliferil- a-D-glucopiranosido 2,08 mM y la a-manosidasa con el 4 me-
til-umbeliferil- a-D-manopiran6sido 2,97 mM . En los dos casos la reac-
cion se detuvo con el mismo tampon glicina se_lalado anteriormente y se
midio la cantidad de metil-umbeliferona liberada en un fluorfmetro Lo-
carte con una longitud de onda de excitation de 365 nM y una de emisi6n
de ó50 nM .
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La activ clad do Catepsina D se determine utilizando hemoglobina bovina
al 1,582 . La reaccion se detuvo con acido tricloroacetico al 5% Trio y se
raidieron lcc peptidos acido solubles liberados por el metodo de Lowry y
cols . (1951) .

La 5' nucleotidasa se determine usando 5'AMP 5 MM y CLM3 28 mM .
Despn's do detener la reaccion con acido tricloreacetico al 5(,/, sc mid_5 el
fosforo liborado por el metodo de Fiske-Subarrow (1925) .

En todas !as determinaciones anteriores se utilizaron 1_as pH optimos ob-
t_enidos, t_;das las incubaciones se realizaron a 37óC y en tacks los casos
se incluyo en '_a incubacien triton x-100 al 0,2'-, exoepto en la 5'nucleo-
tidasa .

Las protei-as so determinaron segun el metodo de Lowry y cols ., (1951) .

RESULTADOS

En la labia I so observan las actividades obten'das para las L drolasas
lisosomales .

TABLA I

Actividades enzimdticas para las hidrolasas dc'das (expresadas en
mU/mg proteinas

N Actividad

Fosfatasa acida 5 18,6 ( 3,04)

Na )3-gasa 6 20,92 ( 7,42)

/3-galactosidasa 6 8,32 ( 0,716)

a-glucosidasa 4 3,5 ( 0,8)

Catepsina-D 5 69,3 (16,5)

a-manosidasa 6 31,2 ( 6,1)

* entre parentesis ]as 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 result6 inhibida en mayor pro-
porci6n 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'nucleotidasa 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 concentraci6n de sustrato, presen-
tando todas las cineticas michaelianas .

'En la Fig. 4 se aprecia que en todos los casos la actividad fue lineal con
la concentraci6n 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 6ptimos
similares a las encontradas en otras celulas 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-
ci6n de fosfatasa acida inespecifica sobre el 5'AMP, mientras el maximo
a pH neutro pudiera ser la verdadera 5'nucleotidasa . Para probar esta
hip6tesis se hizo la experiencia de incluir tartrato de sodio 40 mM en el
medio de incubaci6n 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 suposici6n, sin
embargo, queda una actividad a pH 5,2 no inhibida por tartrato y en una
proporci6n 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 hidr6lisis del 5'AMP lo cual debe ser acla-
rado en estudios futuros de fraccionamiento celular .
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TABLA II

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

pH

	

Sin tartrato

	

Con tartrato

	

% inhibition

5,2

6,6

100

50

0,78

0,84

0,44

0,68

43,6

19,9

4 6 6

a Acetate
o Cacodilato

Fig. 2 .
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