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RESUMEN

La vitronectina (VN) es una proteina adhesiva presente en el plasma; entre sus funciones se encuentra la
estabilizacion del inhibidor del activador tisular del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1). Se purificé VN a partir de 100
ml de plasma fresco humano. Se obtubo VN con un alto grado de pureza, con la cual fue preparado un suero anti-
VN en conejos Nueva Zelanda blancos. Con el protocolo aplicado se logr6 obtener un 2,5% del contenido de esta
proteina circulante en plasma, con un alto grado de pureza.
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ABSTRACT
Vitronectin (VN) is an adhesive protein found in the plasma among the functions of which is the stabilization

of the tissue-type plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1). Highly pure VN was obtained from 100 ml of
fresh human plasma to prepare an anti-VN serum using New Zealand white rabbits. The applied protocol made it

possible to obtain 2.5% of this protein.
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INTRODUCCION

La hemostasia es un conjunto de mecanismos
fisiologicos que preservan la integridad anatomica del
sistema vascular, y limitan la pérdida de sangre cuando
hay ruptura de esa integridad vascular. La vitronectina
(VN) es una glicoproteina plasmatica y de matriz
extracelular, con una concentracion plasmatica de 0,2
pg/ml, en dos formas moleculares, una de cadena simple
de 75 kDa y otra formada por dos subunidades de 65
kDay 10 kDa. 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 eliminacion de la circulacion,
ademas la VN tiene un efecto antitrombético al inhibir
la agregacion plaquetaria (Tomasini y Mosher 1991;
Wijelath et al.2006).

Existen trabajos que sugieren que la regulacion
de la actividad funcional del PAI-1 es importante
en los fendémenos de trombosis vascular. Elevadas
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concentraciones de PAI-1 pueden constituir un importante
factor de riesgo de infarto al miocardio (Schwartz et al.
1999). El 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 (Wiman y Hamsten 1990).

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. Al considerar esto ultimo se aislo la
VN a partir del plasma humano con el fin de preparar
un suero anti-vitronectina (anti-VN) en conejos Nueva
Zelanda, y asi obtener un método mas rapido, econdémico
y de buen rendimiento, que facilite el aislamiento de
la VN, el cual servird en futuros trabajos para aislar
inmunoglobulina y IgG que serviran como ligando en
una cromatografia de afinidad.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de plasma fresco fueron obtenidas
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de voluntarios sanos, que previamente, dieron su
consentimiento por escrito, donaciones por el Banco
Municipal de Sangre, Caracas, Venezuela. Se usaron
conejos Nueva Zelanda blancos con una peso promedio
de 1,5-2,0kg. Siguiendo las normas establecidas por el
Manual de la Sociedad Fisiologica Americanay el modelo
animal del Subcomité de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia (Giles 1987).

Se utilizé una modificacion del método de Bjorn
(1996): 100 m1 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/1)
y PMSF (1 mmol/l); y glutation reducido (1 mmol/l).
Se precipito el plasma con BaCl, 1 mol/1 (80 ml/l plasma),
agregandose lentamente por 1 hora; se centrifugo a
9.500 rpm por 15 minutos; se recogio el sobrenadante
en el cual esta la VN y se dializo durante toda la noche
contra el tampon fosfato de sodio 20 mmol/l, EDTA 2
mmol/l, pH 7,0 conteniendo glutation reducido 1 mmol/I
(tampoén 1 o de equilibrio).

El dializado anterior se centrifugé a 9.500 rpm por 15
minutos, y el sobrenadante se paso por una columna de
DEAE-Sephacel (30 x 2 cm) equilibrada con el tampon
1, y con el tampoén de equilibrio conteniendo NaCl 50
mmol/l (tampoén 2). Con las fracciones obtenidas se
realizo electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) al 12%, en condiciones de reducion y
aquellas donde se encuentra una mayor proporcion de
bandas de peso molecular semejante ala VN (65-75 kDa),
fueron agrupadas y precipitadas con (NH,),SO,, hasta
un 70% de saturacion; la solucion se agité por 1 hora
y se centrifugd a 9.500 rpm por 15 min. El precipitado
se resuspendid y dializ6 todala noche con tampon
Tris-HC1 50 mmol/l, NaCl 0,15 mol/l; pH 7,4 conteniendo
Benzamidina-HC1 2 mmol/l, glutation reducido 1 mmol/l
y EDTA 2 mmol/l (tampo6n 3) y luego se centrifugo
a 9.500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue
pasado por una columna de BLUE-Sepharose (20 x
2 cm) equilibrada con el tampon 3, se hizo elucion con
tampon de equilibrio conteniendo NaCl 1 mol/l. Con
estas fracciones se realizaron SDS-PAGE al 12%, en
condiciones de reduccion y donde se encontraron en
mayor proporcién bandas con peso molecular semejante
ala VN (65-75 kDa) fueron recogidas y precipitadas con
(NH,),SO,, hasta un 70% de saturacion; la solucion
se agitd por 1 hora y se centrifugd a 9.500 rpm por 15
minutos.

El precipitado anterior se resuspendié en tampon
3 y se paso6 por una columna de Sephacryl S-200 (70
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X 1,5 cm); las proteinas se eluyeron con el tampon
de equilibrio. Segun los resultados de SDS-PAGE,
las fracciones que podian contener la VN fueron
colectadas, precipitadas con (NH,),SO, y centrifugadas;
el precipitado se resuspendi6 en un minimo volumen de
tampon 3; y fue almacenada en alicuotas a —20°C. La
deteccion de la VN en la muestra obtenida en cada paso
del procedimiento de purificacion aplicado, se realizo
por inmunotransferencia; la pureza de la preparacion
final de la VN obtenida se analizé6 por SDS-PAGE al
12% en condiciones reducidas, con la técnica de Laemmli
(Laemmli 1970).

La concentracion de proteinas se determind por
el método de Lowry (Lowry et al. 1951). El analisis
electroforético de las proteinas se realizo en geles de
SDS-PAGE al 12%, y al 4% su separacion a 100 voltios y
40 mA, a temperatura ambiente,en ambos procesos. Las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
utilizando el tampon 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 reveld la presencia
de VN, en la membrana de nitrocelulosa colocando la
membrana en solucion de bloqueo (leche descremada al
5% en tampon fosfato salino-PBS, pH 7,0; conteniendo
azida de sodio al 10%), durante toda la noche con
agitacion constante.

Al dia siguiente se agreg6 el anticuerpo primario
anti-VN humano diluido 1/500 preparado en la solucion
de bloqueo, se incubd por 6 horas con agitacion continua
y luego se lavo con PBS, pH 7,0 durante 20 minutos; y
se dejo la membrana toda la noche en PBS con agitacion
constante. La membrana se lavé con Tris-HCI 50 mmol/1,
pH 7,5; se agrego el anticuerpo secundario anti-IgG
marcado con peroxidasa diluido 1/1.000 en solucion
bloqueadora libre de azida de sodio y fosfato, se mantuvo
por 2 horas con agitacion lenta; se lavo durante 20
minutos por 3 veces con tampon Tris-HCl 50 mmol/l,
pH 7,5. El revelado se realizo utilizando una mezcla que
contenia 6 mg de diaminobenzidina en 9 ml de tampon
Tris-HC1 0,01 mol/l, pH 7,6; 1 ml de cloruro de cobalto
al 0,3% y 10 ul de H,O, al 30%. Se detuvo la reaccion
lavando la membrana con agua destilada, se tapo con
papel aluminio y se fotografié de inmediato.

Con la muestra de VN aislada, se procedi6 a la
obtencion del suero anti-VN, siguiendo el método
descrito por Carvajal (1991), se utilizaron conejos Nueva
Zelanda blancos, los cuales fueron inoculados por
inyeccion subcutanea de 0,5 ml de la VN purificada (1
mg/ml), mezclados con 0,5 ml del adyuvante completo
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de FREUND’S. Después de 21 dias se administro una
inyeccion 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 guardo
en alicuotas a — 20°C. Para detectar la presencia de
anticuerpos anti-VN humana en el suero obtenido en los
conejos, se utilizo la técnica de inmunodifusion radial
descrita por (Ouchterlony 1949).

En placas de vidrio (2,6 x 7,6 cm) se agregaron 3 ml
de agar al 1,1% preparado en tampén Veronal sodico
(Veronal sédico 10,3 g/1, citrato trisddico 1,5 g/1, pH 8,8);
se dejo solidificar el gel en una superficie nivelada, y se
realizo orificios en la periferia. En los orificios periféricos
se colocaron 5 pl del suero (diluciones seriadas desde 1/1
hasta 1/32) y en el orificio central 5 ul de lamuestrade VN
humana purificada, que se utilizo6 para la inmunizacion.
La placa se coloco en una camara humeda por 24 horas
a temperatura ambiente. Se comprob¢ la formacion de
bandas de precipitacion y se tomaron fotografias. Para
demostrar que el suero anti-VN preparado en conejos era
especifico para VN, se realizo una inmunodifusion.

RESULTADOS

La VN fue aislada a partir del plasma humano,
realizando primero una adsorcion de los factores
dependientes de la vitamina K con cloruro de bario,
posteriormente precipitaciones con sulfato de amonio
y cromatografias de intercambio idnico, 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, segtin
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
mostrd que segun el perfil electroforético las fracciones
18 a 20, contenian en mayor proporcion a la VN, las
cuales fueron concentradas y almacenadas para futuros
experimentos.

Lamuestrade VN humanaaislada por el procedimiento
anterior, al ser analizada por electroforesis en geles de
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SDS-PAGE al 12%, en condiciones reducidas, mostro 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).
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Figura 1. Gel de SDS-PAGE al 12% primera columna: marcadores
de bajo peso molecular; segunda columna: VN comercial;

tercera columna: VN purificada.

La VN obtenida fue identificada por medio de una
inmunotransferencia, utilizando un anticuerpo anti-VN
humana comercial; se detectd una banda proteica similar
ala observada en la muestra de plasma humano, que se
utilizé como control positivo, (Figura 2). El suero anti-
VN humano preparado en los conejos, al evaluarlo con el
ensayo de inmunodifusion formo arcos de precipitacion
conunadilucion 1/16, de la muestra de VN que se utilizo
como inmunoégeno (Figura 3).

d

b c

a

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

(d) VN obtenida de Sephacryl S-200.
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Figura 3. Titulo del suero anti-VN humano. I) 5ul de VN, diluciones
del suero: a) 1/1; b) 1/2; ¢) 1/4; d) 1/8; e) 1/16; f) 1/32.

Con el suero obtenido por medio de una inmunodifusion
se mostro6 que el suero anti-VN humano obtenido formé
un arco de precipitacion bien definido, con una mezcla
de plasmas humanos citratados (Figura 4); ¢ igualmente
con una muestra de VN humana comercial, (Figura 5).

Figura 4. Inmunodifusion del suero anti-VN con plasma humano: I)

suero anti- VN; a) plasma humano, diluido 1/10.

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

comercial.
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DISCUSION

El procedimiento que aplicamos para la obtencion
de la VN humana fue una modificacion del método
reportado por Bjorn (1996), 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 precipito el plasma
con polietilenglicol, debido a que este procedimiento
increment6 la densidad de la muestra, retardando el
tiempo de aplicacion de la misma sobre la columna de
DEAE-Sephacel; pensamos que la presion 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 monémeros
de fibrina, lo que aumenta la viscosidad del plasma; la
omision de la precipitacion con polietilenglicol permitio
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 (Tomasini y Mosher 1991; Schwartz et al.
1999; Belgacem et al. 2002). En la muestra obtenida
se comprobd inmunoldégicamente 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%, calculada segiin
la concentracion de proteinas en la muestra obtenida,
tomando como referencia los niveles teéricos 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 (1989) reportan
una recuperacion del 0,5 y 0,6 %, atribuido a la alta
tendencia de esta proteina de agregarse.

Tomando como referencia lamovilidad electroforética
de la VN, reportada en la literatura, entre 65y 75 kDa
Tomasini y Mosher (1991), Schwartz et al. (1999), 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 inmunologico
por inmunotransferencia con un anticuerpo anti-VN
comercial, se avanzo en el procedimiento, de una manera
mas seguray a un costo razonable. La cromatografia de
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intercambio i6nico sobre DEAE-Sephacel fue el paso
critico en relacion con la recuperacion; probablemente
existan isoformas de la VN que pueden estar siendo
eluidas a diferentes fuerzas idnicas.

Para la inmunizaciéon de los conejos, fue la
metodologia utilizada por Carvajal (1991) resulto
favorable en 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, resulté ser de 1/16. Con
el suero preparado se lograron obtener bandas de
precipitacion por inmunodifusion, 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 convencionales Bjorn
(1996) justifica el desarrollo de una nueva metodologia,
aplicando nuestros recursos metodologicos 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
permitira aislar de forma rapida, econdémica y con una
mayor recuperacion la VN, para futuros estudios
bioquimicos y funcionales relacionados con la
hemostasia.

REFERENCIAS

BeLGacem O; BucHAcHER A; Pock K; Josic D; SutTtoN
C; Rizz1 A; ALLmaler G. 2002. Molecular mass
determination of plasma-derived glycoproteins
by ultraviolet matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry
with internal calibration. J Mass Spectrom.
37(11):1118-30.

BiorN W. 1996. Plasminogen activator inhibitor 1 in
thrombotic disease. Current Op Hematol. 3:
372-378.

CaRrvaJaL Z. 1991. Investigacion de la Capacidad
Secretora del Endotelio Vascular por Medio
de la Dosificacion Inmunoldégica de la

163

Trombomodulina. Trabajo de Grado para
Magister Scientiarum en Biologia. Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas.
Centro de Estudios Avanzados. Altos de Pipe,
Venezuela. Pp. 134.

GiLEs A. 1987. Guidelines for the use of animals in
biomedical research. Thromb Haemost. 58:
1078-84.

Mimuro J.; Loskutorr D. 1989. Purification of
protein from bovine plasma that binds to type
1 plasminogen activator inhibitor and prevents
its interaction with extracellular matrix. J Biol
Chem. 264: 936-939.

LaemMmLl V. 1970. Cleavage of structural proteins during
the assembly of the heard of bacteriophage T4.
Nature. 227: 680-685.

Lowry O; RoseBrouGH N; FARR R.; RanpaLr R. 1951.
Protein measurement with the phenol reagent. J
Biol Chem. 193: 265-375.

OuUCHTERLONY A. 1949. Antigen-antibodies reaction in
gels. Acta Path Scand. 26. 507.

ScHwARTZ I; SEGER D.; SHMUEL S. 1999. Molecules in
focus. Vitronectin. Int J Biochem Cell Biol. 31:
539-544.

Tomasint B.; MosHER D. 1991. Vitronectin. Prog
Haemost Thromb. 10:269-305.

WuELATH ES; RAHMAN S; NAMEKATA M; MURRAY J.;
NisHIMURA T; MosTtaravi-Pour Z; PATEL Y; Suba
Y; HumpHrIES MJ; SoBEL M. 2006. Heparin-II
domain of fibronectin is a vascular endothelial
growth factor-binding domain: enhancement of
VEGEF biological activity by a singular growth
factor/matrix protein synergism. Circ Res. 13;
99 (8):853-60.

Wiman B.; HAMSTEN A. 1990. The fibrinolytic
enzyme system and its role in the etiology
of thromboembolic disease. Semin Thromb
Hemost. 16:207-216.



