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Resumen La vitronectina es una proteina adhesiva presente en el plasma y
relacionada con la hemostasia al regular la coagulacién y fibrindlisis. Entre sus
funciones se encuentra la estabilizacion del inhibidor del activador tisular del
plasminégeno tipo 1 (PAI-1). Para estudios funcionales de la vitronectina es
necesario tener esta proteina adhesiva en forma purificada, para lo cual se
estandarizé un método rapido, econémico y de buen rendimiento, que faciliten el
aislamiento de la vitronectina plasmatica el cual servira en futuros trabajos para
aislar inmunoglobulina y 1gG que serviran como ligando en una cromatografia de
afinidad. Se purific6 vitronectina a partir de 100 ml de plasma fresco humano
obteniendo vitronectina con un alto grado de pureza, con la cual fue preparado un
antisuero anti-vitronectina en conejos Nueva Zelanda blancos, por medio de
inmunodifusién se mostré un titulo de 1/16 reaccionando con una mezcla de
plasmas humanos y con vitronectina humana comercial.

Palabras claves: Vitronectina, antisuero anti-vitronectina, cromatografia.

Summary Vitronectin is a plasmatic protein with important roles in hemostasia
through regulation of coagulation and fibrinolysis processes. One of its functions is
to stabilize the inhibitor of the tissue plasminogen activator type 1 (PAI-1). To
perform functional studies on vitronectin it is necessary to have this protein
purified. We purified vitronectin from 100 ml of human fresh plasma and obtained
high purity vitronectin that was used to prepare anti-vitronectin antiserum in New
Zealand white rabbits. The antibody titer as determined using immunodiffusion was
shown to be 1/16 when reacting with a human plasma mixture or commercial
human vitronectin.

Keywords: Vitrinectin, antiserum anti-vitronectin, chromatography.
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Introduccién

La vitronectina (VN) es una (glicoproteina plasmética y de matriz
extracelular, que se encuentra circulando en plasma en una concentracion de 0,2
ng/ml, en dos formas moleculares, una de cadena simple de 75 kDa y otra
formada por dos subunidades de 65 kDa y 10 kDa; es una proteina adhesiva
relacionada con la hemostasia al regular el sistema de la coagulacion y el sistema
fibrinolitico. Entre las funciones de la VN se encuentra la estabilizacion del inhibidor
del activador tisular del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), al formar con este inhibidor
dimeros y multimeros estables mantenidos por enlaces disulfuros, lo que regula la
actividad funcional del PAI-1 como serpina y su eliminacién de la circulacién,
ademas la VN tiene un efecto antitrombdtico al inhibir la agregacién plaquetaria
[1]. Existen trabajos que sugieren que la regulacion de la actividad funcional
del PAI-1 es importante en los fendmenos de trombosis vascular. Elevadas
concentraciones de PAI-1 pueden constituir un importante factor de riesgo de
infarto al miocardio [2]. ElI PAI-1 regula negativamente el funcionamiento del
sistema fibrinolitico por lo que constituye uno de los principales objetivos de
estudio en los tratamientos antitrombdticos actuales [3].

Para realizar estudios funcionales que relacionen la VN con la hemostasia,
especificamente su papel como estabilizante del PAI-1, principal inhibidor del
sistema fibrinolitico, es necesario tener en forma purificada esta proteina adhesiva.
Considerando esto en el presente trabajo se aislé la VN a partir del plasma humano
para asi preparar un suero anti-vitronectina (anti-VN) en conejos Nueva Zelanda.
Logrando obtener un método mas rapido, econémico y de buen rendimiento, que
facilite el aislamiento de la VN, el cual servirda en futuros trabajos para aislar
inmunoglobulina y 1gG que serviran como ligando en una cromatografia de afinidad.
Materiales y métodos
Reactivos: Anticuerpo anti-VN humana comercial (American Diagnostica, USA);
proteinas estadndares de baja masa molecular para electroforesis (Bio Rad, USA);

adyuvante completo de Freund's, los anticuerpos secundarios anti-lgG conjugados
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con peroxidasa, cloruro de bario, EDTA, PMSF, SDS, sulfato de amonio, TEMED, y
demas reactivos quimicos (Sigma Chemical Company, USA); BLUE-Sepharose,
DEAE-Sephacel, Sephacryl S-200 (Pharmacia, Suecia); mercaptoetanol, persulfato
y sulfato de amonio (Merck, Alemania). Equipos: Colector de fracciones modelo
Fracc 100 unidad 6ptica, bomba peristaltica, (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia);
Camara de electroforesis “Mini-Protean I1” (Bio-RAD, USA).

Las muestras de plasma fresco fueron donadas, antes de ingresar al estudio,
dieron su consentimiento por escrito, que fue aprobado por el Comité de Etica del
IVIC y por el Banco Municipal de Sangre, Caracas, Venezuela. Se usd conejos
Nueva Zelanda blancos con una peso promedio de 1,5 — 2,0 kg. Se siguieron las
normas establecidas por el Manual de la Sociedad Fisiolégica Americana y el
modelo animal del Subcomité de la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia, y respetando los derechos del animal [4].

Se utiliz6 una modificacion del método de Bjorn Dahlback y Eckhard [5]; 100
ml de una mezcla de plasma fresco humano se centrifugaron a 3.000 rpm por 15
minutos, se agregaron inhibidores de proteasas: benzamidina/HC1 (10 mmol/l) y
PMSF (1 mmol/l); y glutation reducido (1 mmol/l). Se precipitd el plasma con
BaCl, 1 mol/l (80 ml/I plasma), agregandose lentamente por 1 hora; se centrifugé
a 9.500 rpm por 15 minutos; se recogi6 el sobrenadante en el cual estid la VN y se
dializé durante toda la noche contra el tampén fosfato de sodio 20 mmol/l, EDTA 2
mmol/l, pH 7,0 conteniendo glutation reducido 1 mmol/l (tampén 1 o de equilibrio).

El dializado anterior se centrifugd a 9.500 rpm por 15 minutos, y el
sobrenadante se pas6 por una columna de DEAE-Sephacel (30 x 2 cm) equilibrada
con el tampén 1, y con el tampdén de equilibrio conteniendo NaCl 50 mmol/I
(tampén 2). Con las fracciones obtenidas se realiz6 electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 12%, en condiciones de reducidon y aquellas
donde se encuentra una mayor proporcién de bandas de peso molecular semejante
a la VN (65-75 kDa), fueron agrupadas y precipitadas con (NH4)>S0O,4, hasta un 70%

de saturacion; la solucién se agité por 1 hora y se centrifugdé a 9.500 rpm por 15


http://www.archivosdemedicina.com

min. El precipitado se resuspendié y dializ6 toda la noche con tampoén Tris-
HCI 50 mmol/I, NaCl 0,15 mol/l; pH 7,4 conteniendo Benzamidina-HCI 2 mmol/I,
glutation reducido 1 mmol/l y EDTA 2 mmol/l (tampén 3) y luego se centrifugé a
9.500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue pasado por una columna de
BLUE-Sepharose (20 x 2 cm) equilibrada con el tampén 3, se hizo eluciéon con
tampoén de equilibrio conteniendo NaCl 1 mol/l. Con estas fracciones se realizaron
SDS-PAGE al 12%, en condiciones de reduccién y donde se encontraron en mayor
proporcion bandas con peso molecular semejante a la VN (65-75 kDa) fueron
recogidas y precipitadas con (NH4),SO,;, hasta un 70 % de saturaciéon; la
solucién se agité por 1 hora y se centrifugé a 9.500 rpm por 15 minutos.

El precipitado anterior se resuspendié en tampén 3 y se pasO por una
columna de Sephacryl S-200 (70 X 1,5 cm); las proteinas se eluyeron con el
tampén de equilibrio. Segun los resultados de SDS-PAGE, las fracciones que
podian contener la VN fueron colectadas, precipitadas con (NH;),SO, vy
centrifugadas; el precipitado se resuspendidé en un minimo volumen de tampén 3; y
fue almacenada en alicuotas a —20°C. La deteccién de la VN en la muestra
obtenida en cada paso del procedimiento de purificaciéon aplicado, se realiz6 por
inmunotransferencia; la pureza de la preparacion final de la VN obtenida se analizé
por SDS-PAGE al 12% en condiciones reducidas, con la técnica de Laemmli [6].

La concentracidon de proteinas se determind por el método de Lowry [7]. El
andlisis electroforético de las proteinas se realizé en geles de SDS-PAGE al 12%, y
al 4% siguiendo la técnica descrita por Laemmli [(6]. Las proteinas se separaron a
100 voltios y 40 mA, a temperatura ambiente, en geles de SDS-PAGE al 12% en
condiciones de reduccién, por el método de Laemmli [6]. Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, utilizando el tampdén Tris-HCI 25
mmol/l, glicina 192 mmol/l, metanol al 20%, pH 8,3 a 4°C por 2 horas, usando
100 voltios y 250 mA. Se revelé la presencia de VN, en la membrana de
nitrocelulosa colocando la membrana en solucién de bloqueo (leche descremada al

5% en tampon fosfato salino-PBS, pH 7,0; conteniendo azida de sodio al 10%o),
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durante toda la noche con agitacion constante. Al dia siguiente se agrego el
anticuerpo primario anti-VN humano diluido 1/500 preparado en la solucion de
blogueo, se incubd por 6 horas con agitacion continua y luego se lavé con PBS, pH
7,0 durante 20 minutos; y se dej6é la membrana toda la noche en PBS con
agitacion constante.

La membrana se lavé con Tris-HCI 50 mmol/l, pH 7,5; se agregd el
anticuerpo secundario anti-lgG marcado con peroxidasa diluido 1/1.000 en solucién
bloqueadora libre de azida de sodio y fosfato, se mantuvo por 2 horas con agitacion
lenta; se lavé durante 20 minutos por 3 veces con tampén Tris-HCI 50 mmol/l, pH
7,5. El revelado se realizé utilizando una mezcla que contenia 6 mg de
diaminobenzidina en 9 ml de tampén Tris-HCI 0,01 mol/I, pH 7,6; 1 ml de cloruro
de cobalto al 0,3% y 10 ul de H,O, al 30%. Se detuvo la reaccién lavando la
membrana con agua destilada, se tapd con papel aluminio y se fotografio de
inmediato. Con la muestra de VN aislada, se procedié a la obtencion del suero
anti-VN, siguiendo el método descrito por Carvajal [8], se utilizaron conejos Nueva
Zelanda blancos, los cuales fueron inoculados por inyeccién subcutanea de 0,5 ml
de la VN purificada (1 mg/ml), mezclados con 0,5 ml del adyuvante completo de
FREUND’S. Después de 21 dias se administr6 una inyeccidon intramuscular en
diferentes lugares (patas, cuello), con 0,5 ml de VN (1 mg/ml) sin adyuvante.

A los 31 dias los conejos fueron sangrados a través de la arteria central de la
oreja, el suero obtenido se guardé en alicuotas a — 20°C. Para detectar la
presencia de anticuerpos anti-VN humana en el suero obtenido en los conejos, se
utilizé la técnica de inmunodifusion radial descrita por Ouchterlony [9]. En placas
de vidrio (2,6 x 7,6 cm) se agregaron 3 ml de agar al 1,1% preparado en tampoén
Veronal sddico (Veronal sédico 10,3 g/l, citrato trisédico 1,5 g/l, pH 8,8); se dej6
solidificar el gel en una superficie nivelada, y se realizé orificios en la periferia. En
los orificios periféricos se colocaron 5 ul del suero (diluciones seriadas desde 1/1
hasta 1/32) y en el orificio central 5 ul de la muestra de VN humana purificada,

que se utilizé para la inmunizacion. La placa se colocé en una camara humeda por
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24 horas a temperatura ambiente. Se comprobd la formacién de bandas de
precipitacién y se tomaron fotografias. Para demostrar que el suero anti-VN
preparado en conejos era especifico para VN, se realizé una inmunodifusion.
Resultados

La VN fue aislada a partir del plasma humano, realizando primero una
adsorcién de los factores dependientes de la vitamina K con cloruro de bario,
posteriormente precipitaciones con sulfato de amonio y cromatografias de
intercambio i6nico, afinidad sobre BLUE-Sepharose y gel filtracion; procedimiento
que se realizé en una semana. A partir de 100 ml de una mezcla de plasma fresco,
se lograron obtener un 2,5% de VN del contenido en plasma. De las 150 fracciones
(7 ml) que se colectaron; en la columna de DEAE-Sephacel, se agruparon las
fracciones donde se detectaron con mayor intensidad bandas proteicas con masas
moleculares entre 65 y 75 D, donde se esperaba migraria la VN. De las 110
fracciones (4 ml) obtenidas por BLUE-Sepharose, segun las electroforesis, se
agruparon las fracciones 16 a la 20 y fueron concentradas por precipitacion con
sulfato de amonio y cromatografiada sobre Sephacryl S-200 mostré que segun el
perfil electroforético las fracciones 18 a 20, contenian en mayor proporcién a la VN,
las cuales fueron concentradas y almacenadas para futuros experimentos.

La muestra de VN humana aislada por el procedimiento anterior, al ser
analizada por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12%, en condiciones
reducidas, mostr6 la presencia de una banda de masa molecular aproximada de 75
kDa, muy semejante a la VN humana comercial que se utilizé como referencia, sin
la presencia de otras bandas proteicas contaminantes relevantes, (Figura 1).

La VN obtenida fue identificada por medio de una inmunotransferencia,
utilizando un anticuerpo anti-VN humana comercial; se detecté una banda proteica
similar a la observada en la muestra de plasma humano, que se utiliz6 como
control positivo, (Figura 2). El suero anti-VN humano preparado en los conejos, al
evaluarlo con el ensayo de inmunodifusién formdé arcos de precipitaciéon con una

dilucién 1/16, de la muestra de VN que se utiliz6 como inmundgeno (Figura 3).
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Con el suero obtenido por medio de una inmunodifusiéon se mostré que el suero
anti-VN humano obtenido formdé un arco de precipitacién bien definido, con una
mezcla de plasmas humanos citratados (Figura 4); e igualmente con una
muestra de VN humana comercial, (Figura 5).
Discusion

El procedimiento que aplicamos para la obtencién de la VN humana fue una
modificaciéon del método reportado por Bjorn Dahlback y col. [5], en el cual se
realizaron precipitaciones previas con cloruro de bario y polietilenglicol, seguido de
tres cromatografias sobre DEAE—Sephacel, BLUE-Sepharose y Sephacryl S-200.
Entre las modificaciones se encuentra que, previo a las cromatografias, no se
precipitd el plasma con polietilenglicol, debido a que este procedimiento incrementd
la densidad de la muestra, retardando el tiempo de aplicacion de la misma sobre la
columna de DEAE-Sephacel; pensamos que la presidon que se genera en el tope de
la columna se debe en parte a la presencia en la muestra inicial, el plasma, del
fibrindgeno plasmatico, el cual puede estar coagulandose, formando mondmeros de
fibrina, lo que aumenta la viscosidad del plasma; la omisién de la precipitacion con
polietilenglicol permitié pasar la muestra a través de la primera columna con mayor
facilidad y en un menor tiempo, evitando la degradacion de la VN. La muestra de
VN obtenida, presenté un alto grado de pureza, y un peso molecular de alrededor
75 kDa, valor que coincide con el reportado por otros autores [1, 2]. En la muestra
obtenida se comprobdé inmunolégicamente la presencia de la VN por medio de una
inmunotransferencia con un anticuerpo anti-VN humana comercial. La recuperacion
de VN en nuestro caso fue del 2,5%, la cual fue calculada segun la concentracion
de proteinas en la muestra obtenida, tomando como referencia los niveles tedéricos
de esta proteina en plasma (alrededor de 0,2 ug/ml). Otros procedimientos de
purificacion de VN, tales como el desarrollado por Mimuro y Loskutoff [10]
reportan una recuperacién del 0,5 y 0,6 %, atribuido a la alta tendencia de

esta proteina de agregarse.
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La absorcion de las proteinas dependientes de la vitamina K, con Cloruro de
bario, evita la activaciéon de la cascada de la coagulacion, con la subsiguiente
generacion de trombina, que activa otras pro-enzimas de la hemostasia que pueden
producir protedlisis de la VN. La adiccion de inhibidores de proteasas desde el inicio
del proceso de purificacion: benzamidina (inhibidor de proteasas tipo serina) y
EDTA (inhibidor de metaloproteasas); y la presencia de benzamidina evita la
degradaciéon de la VN por proteasas que pueden generarse durante el proceso; la
inclusion del agente reductor “glutation reducido” evita la formacion de agregados

de VN, los cuales pueden dificultar el proceso de aislamiento y el rendimiento final.

Tomando como referencia la movilidad electroforética de la VN, reportada en
la literatura, entre 65 y 75 kDa [1, 2], las electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS al 12%, en condiciones reducidas, nos permitieron el rastreo de la VN en las
diversas fracciones, para asi poder agrupar aquellas donde habia mas probabilidad
de encontrar esta proteina. Con las diferentes muestras obtenidas en cada paso,
por medio del reconocimiento inmunolégico por inmunotransferencia con un
anticuerpo anti-VN comercial, se avanzé en el procedimiento, de una manera mas
segura y a un costo razonable. La cromatografia de intercambio idnico sobre DEAE-
Sephacel fue el paso critico en relacidon con la recuperacion; probablemente existan

isoformas de la VN que pueden estar siendo eluidas a diferentes fuerzas iénicas.

Para la inmunizacion de conejos, es evidente que la metodologia utilizada
[8] resulté favorable para nuestro estudio, ya que para la inoculacion se usaron
cantidades muy pequefias de VN purificada, lograndose una muy buena respuesta
inmunoldgica; el titulo del suero obtenido, determinado por la técnica de
inmunodifusion radial, resultdé ser de 1/16. Con el suero preparado se lograron
obtener bandas de precipitacion por inmunodifusién, utilizando como antigeno
muestras de plasma humano y VN humana comercial, lo que confirma la presencia

en este suero de anticuerpos especificos contra VN humana.

La baja recuperacion de la VN obtenida con procedimientos de purificacion
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convencionales [5] justifica el desarrollo de una nueva metodologia, aplicando
nuestros recursos metodolégicos y reactivos, tal como una cromatografia por
afinidad con los anticuerpos anti- VN aislados del suero preparado en este trabajo.
La incorporacion de esta nueva herramienta permitird aislar de forma rapida,
econdémica y con una mayor recuperacion la VN, para futuros estudios bioquimicos
y funcionales relacionados con la hemostasia.
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SDS-PAGE (12%)

Figura 1. Gel de SDS-PAGE al
12% A: marcadores de bajo
peso molecular; B: VN

comercial; C: VN purificada.

Figura 2. Inmunotransferencia de la
VN humana purificada (a) plasma
humano diluido 1/10; (b) VN obtenida
de DEAE-Sephacel; (¢) VN obtenida
de BLUE-Sepharose; (d) VN obtenida

de Sephacryl S-200.

a/|b C
f o d

Figura 3. Titulo del suero anti-
VN humano. 1) 5ul de VN,
diluciones del suero: a) 1/1; b)
1/2; c) 1/4; d) 1/8; e) 1/16; f)

1/32.

Figura 4. Inmunodifusion del
suero anti-VN con plasma
humano: 1) suero anti- VN; a)

plasma humano, diluido 1/10.
U

Figura 5. Inmunodifusion del
suero anti- VN con VN comercial
y VN purificada: 1) suero anti-
VN; a) VN purificada; b) VN

comercial.
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