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When many ligands, polypeptidic hormones, growth factors, metabolic carriers, plasma
glycoproteins, etc., bind to cell-surface receptors, ligand-receptor complexes are internalized
by a process called receptor-mediated endocytocis towards the endocytic compartment. The
endocytic compartment is an extensive network of anastomising vesiculo-tubular membranes
that differs biochemical and functionally from other intracellular organelles. Endosome frac
tions were prepared and antibodies raised against endosome membrane proteins. In addition
to a detailed biochemical study of proteins and glycoproteins the antibodies were used to
immunolocalize the endocytic structures in the hepatic cell. These studies aided to demonstrate
the involvement of endocytic compartment not only in the soning of proteins to specific do
mains of the plasma membrane but in the identification of -resident*  endosome components.
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Los metodos de fraccionamiento celular
han demostrado y resuelto diferencias en-
tre los principales organulos y sistemas de
membranas en las celulas de los mamffe-
ros. Un nuevo sistema de membranas que
esta siendo caracterizado es el comparti
miento endocitico, que comprende una se
rie de estructuras de membrana vesiculo-
tubulares muy heterogeneas y que se ex-
tiende desde la superficie de la celula hacia
la region perinuclear (3, 12). El compar
timiento endocitico, los endosomas, tiene
muchas funciones entre las que incluye ser 
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el centro del «sorting» de entrada; es de-
cir, de clasificacion —distribucion de los
materiales internalizados por la celula y
que han de ser enviados a diferentes des
tines intracelulares (lisosomas, aparato de
Golgi o hacia otras regiones de la mem
brana plasmatica).

El higado es muy activo en procesos de
endocitosis, tanto en lo que se relieve a la
endocitosis inespecifica (de fase fluida),
como la endocitosis mediada por recep-
tores especificos. Por esta razon, se ha uti-
lizado como material para el aislamiento y
caracterizacion de los endosomas.

Esencialmente, los hepatocitos estan
implicados en la captacion o endocitosis
de hormonas polipeptidicas, factores de 
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crecimiento, proteinas plasmaticas modi-
ficadas y una gran diversidad de nutrientes
y metabolites. Recientemente, se ha po-
dido demostrar que el compartimiento en
docitico de los nepatocitos tambien esta
implicado en la modulacion de compo-
nentes de la matriz extracelular asi como
de sus receptores, las «integrinas».

En este trabajo se analizan algunas de las
caracteristicas bioquimicas del comparti
miento endocitico de la celula hepatica y
sus funciones mas relevantes.

Material y Metodos

Animates. — Se han utilizado ratas ma
cho Sprague-Dawley de 200-300 g, ali-
mentadas con dieta estandar y sometidas a
ritmos de luz-oscuridad de 12 horas.

Reactivos. — Todos los productos uti-
lizados han sido de pureza analitica. Ny-
codenz (Nyegaard Diagnostica, Oslo).
Los reactivos para inmunofluorescencia
son de Bio-Yeaa Ltd (Rehovot/Israel), la
proteina A y el Triton X-l 14 son de Sigma
y los radioisotopos I125 y Met-S33, son de
Amersham.

Metodos. — Para el aislamiento de los
endosomas hepaticos se ha utilizado el
metodo descrito por Evans (6).

La inmunocitoquimica se ha realizado
tanto a nivel de microscopia optica (pe-
roxidasa-antiperoxidasa) como por inmu
nofluorescencia indirecta (3) y a nivel de
microscopia electronica con proteina A-
oro coloidal (Janssen). Los anticuerpos
policlonales contra proteinas integrates de
la membrana de los endosomas han sido
obtenidos mediante la solubilizacion con
Triton X-l 14 (1).

Resultados

Caracteristicas bioquimicas de los en
dosomas hepaticos. — A partir de estudios 

cineticos con hormonas marcadas radioac-
tivamente (7) se pudo disenar la estrategia
de aislamiento y fraccionamiento celular
de las vesiculas endociticas. Se han aislado
tres fracciones de endosomas: los endo
somas perifericos, que corresponde a una
fraccion de vesiculas que contienen com-
plejos ligando-receptor; la fraccion endo
somas perinucleares, que corresponde a
una fraccion de vesiculas que esencialmen-
te contienen ligandos, y una tercera frac-
cion «enriquecida en receptores» que son
vesiculas que contienen esencialmente re
ceptores y que muy probablemente se tra-
te de vesiculas de reciclaje.

Estas fracciones de endosomas han sido
analizadas bioquimicamente y se ha deter-
minado las actividades enzimaticas de en-
zimas marcadores de diferentes compar-
timientos intracelulares (4, 8).

Cuando se estudia el contenido poli-
peptidico de las fracciones de endosomas
se puede observar, en primer lugar, una
considerable complejidad en cuanto a la
cantidad de proteinas en este comparti
miento y, en segundo lugar, una gran si-
militud con el patron polipeptidico co-
rrespondiente a la membrana plasmatica
especialmente de la region sinusoidal del
hepatocito —lo que confirma que el com
partimiento endocitico deriva o es la con-
tinuacion de regiones de la membrana
plasmatica. La figura 1(a) ilustra la com-
plejidad de la poblacion polipeptidica de
los endosomas.

Localization del compartimiento end„o-
titico en los hepatotitos. — Los endosomas
aislados se solubilizaron en Triton X-l 14
y la fraccion rica en detergente, que con-
tiene las proteinas integrates, se utilize
para la produccion de anticuerpos policlo
nales. La figura 1(b) muestra el analisis
mediante Western-blot del antisuero en las
fracciones de endosomas hepaticos. El
antigeno reconocido mayoritariamente
por dicho antisuero es el receptor de las
asialoglucoproteinas (3). De hecho, otros
autores (18, 20, 21) ya habian demostrado
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Fig. 1. Analisis electroforetico bidimensional de las proteinas (a) y Western-blot del anticncrpo (b) de
los endosomas hepaticos.

a) Las proteinas se marcaron con Metionina-S35 y la fotografia corresponde a la fiuorografi.'i del gel
bidimensional. IEF, dircccion de la primera dimension, isoclectroenfoque. Pesos moleculares en ki
lodaltons. b) Western-blot: el anticuerpo utilizado fue el generado a partir de la solubilizacion de los
endosomas con Triton X-114. La autoradiografia corresponde a los geles marcados con proteina A -
I125, 1, perifericos; 2, endosomas perinucleares; 3, fraccidn enriquecida en receptores. El antigeno in-
munodominante rcconocido por el antisuero (aprox. 43 kD) se identified corno el receptor de las asia-

loglucoproteinas.

la existencia de dos pools del receptor: uno
en la superficie celular y otro intracelular,
siendo este ultimo mas importante cuan-
titativamente. Estos anticuerpos se han
utilizado para la inmunolocalizacion de las
estructuras endocfticas en el higado de rata
mediante tecnicas inmunocitoquimicas.
En la figura 2 se muestra, a diferentes ni-
veles, ia localizacion de las estructuras en
docfticas.

Discusion

Mecanismos moleciilares de "sorting? en
los endosomas. — El mecanismo de esor

ting*  mejor conocido es la disociacion de
los complejos ligando-receptor mediante
la disminucion de pH en el interior del en
dosoma (10, 16, 19). Se conoce una serie
de receptores que son sensibles a los cam
bios de pH producidos por la actividad de
la bomba de protones de las vesiculas en
docfticas: ejemplos de este tipo son el re
ceptor de la transferrina, el de las asialo-
glucoprotefnas, de las fosfomanosil-glu-
coprotefnas (enzimas lisosomicos), la to-
xina de la difteria y de los virus capsulados
(Semliki Forest virus). El pH a que se pro
duce la disociacion es entre 5 y 6. Por el
contrario, existe una serie de receptores
con poca capacidad de reciclaje que la di
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Fig. 2. Inmtmolocalizacion ds los endosomas hepaticos.
a) Inmunofluorescencia indirecta er. secciones congeladas de higado de 6 gm aproximadamente y fijadas
en acetona. Las flechas indican la region del canaliculo biliar. Barra: 5 pm. b) Microscopic electronica,
inclusion en Lowicryl K4M. Cortes finos incubados con el antisuero anti-endosoma y a continuacion
con proteina K - oro coloidal de 14 nm. Se pueden observer las particulas de oro en vesi'culas endociticas

de los endosomas perinucleares. Barra: 0,2 pm.
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Fig. 3. Trafico de vesicidas y compartimientos en-
dociticos en la celula hepatica.

Las proteinas sintetizadas cn el reticulo endoplas-
matico (RE) son transferidas a los difercntes com-
plejos de Golgi (G) (via 1); procesadas y modi-
ficadas salen por el trans-Golgi network (TGN)
hacia diversos destines celulares (2) la membrana
plasmatica, secrecion exocitica y/o (9) hacia es-
tructuras endociticas. El representa los endoso
mas perifericos donde van a parar los materiales
captados en la endocitosis a partir de las regiones
recubiertas o no de clatrina en la membrana plas
matica. A partir de El, los complejos ligando-re-
ceptor pueden seguir diferentes vias: (5) de reci-
clajc directo hacia la membrana plasmatica, (7) in-
ternalizacion hacia los E2 endosomas perinuclea-
res o (4), una de las vias mas importantes, dirigirse
hacia los lisosomas (L) para la degradacion. Al-
ternativamente, determinados receptores pueden
seguir la via (6) hacia el aparato de Golgi para la
«reparacion» y volver a la membrana plasmatica.
Finalmcnte, a partir de los endosomas perinu-
cleares hay evidencias que indican una posiblc via
dirccta de insercion a determinados dominios de
la membrana plasmatica (8): membrana plasma
tica de la region canalicular (CAN) o de ia mem
brana lateral (LAT). De esta forma, la region de
la membrana plasmatica sinusoidal del hepatocito
(SIN) podria estar constituida por 2 subdominios
funcionales: un dominio metabolico (MET) im-
plicado esencialmente en la secrecion y uno en
docitico (END) implicado en procesos de endo-

citosis.

sociacion de sus ligandos respectivos no se
ve afectada por la disminucion del pH; en-
tre ellos, el receptor de la insulins y el del
factor de crecimiento epidermic© (EGF)
(17).

Otro tipo de mecanismo, menos cono-
cido, es la segregacion de los receptores
endocitados a las vesfculas de reciclaje. El
hecho de que se detecte la concentracion
de receptores en las regiones tubulates de
los enuosomas hace pensar que la «geo-
metria» de estas estructuras pueda ser res-
ponsable en la especificidad del «sorting».

Un tercer mecanismo, que tambien mo-
dula la clasificacion de ligandos y recep
tores, es la estructura oligomerica de los
ligandos. El receptor para la Fc de las
IgG’s es una glucoproteina transmembra-
na de 55 kD de peso molecular, que ha
sido aislada y purificada, y su gen, clo-
nado (15). Este receptor es de la familia de
los no sensibles a la disminucion del pH;
cuando el receptor se une a un ligando
monovalente (p. e. el fragment© de un Fab
de un anticuerpo monoclonal) se observa
que el receptor endocitado, va al compar-
timiento endocitico y rapidamente es re-
ciclado hacia la membrana plasmatica.
Cuando el receptor se une a un ligando
polivalente, despues de pasar por el com-
jartimiento endocitico, va oirectamente
racia los lisosomas. Es decir, despues de
a endocitosis, tanto el ligando como po-

siblemente el estado oligomerico del re-
ceptor pueden influir decisivamente en el
destine.

(Como puede el endosoma seleccionar
receptores especificos para transp ortarlos
a ios lisosomas? El pH, por si solo, no pa-
rece estar implicado ya que agentes que
elevan el pH intravesicular (monensina,
cloruro amonico, cloroquina) no blo-
quean el transporte (trafico) intracelular
normal de los receptores de las Fc unidos
a sus ligandos (11). Resultados parecidos
se han observado para la gonadotropina
corionica, otro ejemplo de ligando que no
se disocia de su receptor a pH acido. Una
posibilidad interesante, que quiza podria 
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considerarse como cuarto mecanismo, ha
surgido a partir de estudios de microsco-
pia electronica; dos ligandos diferentes
unidos a sus receptores especificos, el
EGF y el Fc, se han encontrado fuerte-
mente asociados con pequenas vesiculas de
membrana dentro del endosoma. Presu- 
miblemente, estas vesiculas se forman a
partir de invaginacion de la membrana del
endosoma. La segregacion de los comple-
jos ligando-receptor a estas estructuras
(cuerpos multivesiculares) podria evitar el
reciclaje y, de esta forma, se transporta-
rian a los lisosomas, junto con otros ma-
teriales del endosoma.

Por ultimo, se tiene muy poca infor-
macion respecto de los mecanismos que
modulan el trafico de receptores de mo-
leculas de la matriz extracelular (fibronec-
tina, laminina, heparan sulfato). El hecho
de que existan receptores especificos, las
integrinas (13) para estas moleculas y que
ha sido demostrada su presencia en el
compartimiento endocitico (2, 5), indica
que algunos de sus componentes pueden
acceder a los mecanismos de degradacion
y/o reparacion de la celula donde estan
asociados.

Funciones del compartimiento endocitico
en la celula hepatica. — Las funciones mas
importantes de los endosomas hepaticos
son (fig. 3): 1. Los endosomas constituyen
el mayor puerto de entrada de los ligandos
circulantes; 2) El «locus» de desacopla-
miento de ligandos sensibles al pH; 3) El
centro de «sorting» y del trafico de pro-
teinas de membrana hacia lisosomas, do-
minios especificos de la membrana plas
matica y otros destinos intracelulares, p.e.
el nucleo; 4) Transduccion y amplificacion
de senales extracelulares, p.e. receptor de
la insulina; 5) Reparacion de receptores
durante el reciclaje, p.e. resializacion; 6)
Control del trafico de canales ionicos; 7)
Turnover de componentes de la matriz ex
tracelular (5). 8) Procesamiento de recep
tores, p.e. sialidasas, manosidasas; 9) Im-
plicacion en el mantenimiento y genera- 

cion de la polaridad funcional de las pro-
teinas de la membrana plasmatica en las
celulas epiteliales (14); 10) Posible impli-
cacion en la insercion vectorial de deter-
minadas proteinas en la membrana plas
matica de la region canalicular, p.e. las
unidas a la membrana por medio de un an-
claje sensible a la fosfolipasa (9).
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Resumen

La consecuencia inmediata de la endocitosis de
hormonas polipeptidicas, factores de crecimiento,
metabolitos, proteinas plasmaticas, etc., es la trans-
ferencia de los materiales captados y de sus recep
tores al compartimiento endocitico. Los endosomas
hepaticos constituyen una poblacion heterogenea de
morfologia vesiculo-tubular que se difercncia bio-
quimica y funcionalmente de otros organulos celu-
lares. El aislamiento de fracciones purificadas de en
dosomas y la produccion de anticuerpos contra pro
teinas de la membrana de los endosomas ha permi-
tido realizar un dctallado estudio bioquimico de su
composicion proteica y glicoprotcica y conocer la lo-
calizacion del compartimiento endocitico en el he-
patocito. Ademas, se demuestra que el comparti
miento endocitico esta implicado activamente en el
«sorting», no solo de entrada, sino de salida de de-
terminadas proteinas de la membrana plasmatica. Por
ultimo, se inicia el estudio de proteinas especificas
del compartimiento endocitico que han de ser, muy
probablemente, las responsables de las funciones de
clasificacion-distribucion de ligandos y receptores a
los diferentes destinos celulares.

Palabras clave: Endosomas, Trafico intracelular,
Hepatocito, Endocitosis mediado por receptores.
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