
159

–––––––
Recibido: noviembre 2005.  Aprobado: junio 2006.
Versión fi nal: noviembre 2006

Saber, Universidad de Oriente, Venezuela.Vol. 19 Nº 2: 159-163.  (2007)  

PURIFICACIÓN DE VITRONECTINA Y OBTENCIÓN DE SUERO 
ANTIVITRONECTINA

PURIFICATION OF VITRONECTIN AND PRODUCTION OF ANTI-VITRONECTIN SERUM

YSABEL ALEJANDRA LÓPEZ RAMÍREZ1, MAYRA ROSA RUIZ CASTILLO2

1Universidad Central de Venezuela, Escuela Luis Razetti,
 Cátedra de Fisiología, Caracas-Venezuela. 

2Universidad de Oriente, Núcleo Sucre, Escuela de Ciencias, 
Departamento de Bioanálisis, Cumaná-Estado Sucre.

ysabel_lopez@hotmail.com. islopez@ivic.ve

RESUMEN

La vitronectina (VN) es una proteína adhesiva presente en el plasma; entre sus funciones se encuentra la 
estabilización del inhibidor del activador tisular del plasminógeno tipo 1 (PAI-1). Se purifi có 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 logró obtener un 2,5% del contenido de esta 
proteína 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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INTRODUCCIÓN

La hemostasia es un conjunto de mecanismos 
fi siológicos que preservan la integridad anatómica del 
sistema vascular, y limitan la pérdida de sangre cuando 
hay ruptura de esa integridad vascular. La vitronectina 
(VN) es una glicoproteína plasmática y de matriz 
extracelular, con una concentración plasmática de 0,2 
μg/ml, en dos formas moleculares, una de cadena simple  
de 75 kDa  y  otra  formada por dos subunidades de 65 
kDa y 10 kDa. Entre las funciones de la VN se encuentra 
la estabilización del inhibidor del activador tisular del 
plasminógeno tipo 1 (PAI-1), al formar con este inhibidor 
dímeros y multímeros estables mantenidos por enlaces 
disulfuros, lo que regula la actividad  funcional del 
PAI-1 como serpina y su eliminación de la circulación, 
además la VN  tiene un efecto antitrombótico al inhibir 
la agregación plaquetaria (Tomasini y Mosher 1991; 
Wijelath et al.2006).

Existen  trabajos  que  sugieren  que  la regulación  
de  la  actividad funcional del  PAI-1 es importante 
en los fenómenos de trombosis vascular. Elevadas 

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 fi brinolítico por lo que constituye  uno de 
los principales objetivos de estudio en los tratamientos 
antitrombóticos actuales (Wiman y Hamsten 1990).  

Para realizar estudios funcionales que relacionen la 
VN con la hemostasia, específi camente su papel como 
estabilizante del PAI-1, principal inhibidor del sistema 
fi brinolítico, es necesario tener en forma purifi cada esta 
proteína adhesiva. Al considerar esto último se aisló la 
VN a partir del plasma humano  con el fín de preparar 
un suero anti-vitronectina (anti-VN) en conejos Nueva 
Zelanda, y así obtener un método más rápido, económico 
y de buen rendimiento, que facilite el aislamiento de 
la VN, el cual servirá en futuros trabajos para aislar 
inmunoglobulina y IgG que servirán como ligando en 
una cromatografía de afi nidad. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Las muestras de plasma fresco fueron obtenidas 



160

LOPÉZ Y RUÍZ.

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 – 2,0 kg.  Siguiendo las normas establecidas  por  el  
Manual de  la Sociedad Fisiológica Americana y el modelo 
animal del Subcomité  de la Sociedad  Internacional de 
Trombosis y Hemostasia (Giles   1987).

Se utilizó una modifi cación del método de Bjorn 
(1996): 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 precipitó el plasma con BaCl2 1 mol/l (80 ml/l plasma), 
agregándose  lentamente  por 1 hora; se centrifugó a 
9.500 rpm por 15 minutos; se recogió el sobrenadante 
en el cual está la VN y se dializó durante toda la noche 
contra el  tampón fosfato de sodio 20 mmol/l, EDTA 2 
mmol/l, pH 7,0 conteniendo glutation reducido 1 mmol/l 
(tampón 1 o de equilibrio).

El dializado anterior se centrifugó a 9.500 rpm por 15 
minutos, y el sobrenadante se pasó por una columna  de 
DEAE-Sephacel (30 x 2 cm) equilibrada  con el tampón 
1, y con el tampón de equilibrio conteniendo  NaCl 50  
mmol/l (tampón 2). Con las fracciones obtenidas se 
realizó electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 
(SDS-PAGE) al 12%, en condiciones de redución y 
aquellas donde se encuentra una mayor proporción de 
bandas de peso molecular semejante a la VN (65-75 kDa), 
fueron agrupadas y precipitadas con (NH4)2SO4, hasta 
un 70% de saturación; la solución se agitó por 1 hora 
y se centrifugó a 9.500 rpm por 15 min.  El precipitado 
se resuspendió  y dializó   toda la  noche   con   tampón 
Tris-HCl 50  mmol/l, NaCl 0,15 mol/l; pH 7,4 conteniendo 
Benzamidina-HCl 2 mmol/l, glutation reducido 1 mmol/l  
y EDTA 2 mmol/l (tampón 3) y luego se centrifugó 
a 9.500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue 
pasado  por una  columna  de  BLUE-Sepharose  (20 x 
2 cm) equilibrada con el tampón 3, se hizo elución con 
tampón de equilibrio conteniendo NaCl 1 mol/l. Con 
estas fracciones se realizaron SDS-PAGE al 12%, en 
condiciones de reducción y donde se encontraron en 
mayor proporción bandas con peso molecular semejante 
a la VN (65-75 kDa) fueron recogidas y precipitadas  con  
(NH4)2SO4,  hasta  un  70%  de saturación;  la solución 
se agitó por 1 hora y se centrifugó a 9.500 rpm por 15 
minutos.  

El precipitado anterior se resuspendió en tampón 
3 y se pasó por una columna de  Sephacryl  S-200 (70 

X 1,5 cm);  las proteínas  se  eluyeron  con  el  tampón  
de  equilibrio. Según  los  resultados  de  SDS-PAGE, 
las fracciones que podían contener  la  VN   fueron  
colectadas,  precipitadas   con (NH4)2SO4 y centrifugadas; 
el precipitado se resuspendió en un mínimo volumen de 
tampón 3; y fue almacenada en alicuotas  a –20ºC.  La 
detección de la VN en la muestra obtenida en cada paso 
del procedimiento de purifi cación aplicado, se realizó 
por inmunotransferencia; la pureza de la preparación 
fi nal de la VN obtenida se analizó por SDS-PAGE al 
12% en condiciones reducidas, con la técnica de Laemmli  
(Laemmli 1970). 

La concentración de proteínas se determinó por 
el método de Lowry (Lowry et al. 1951). El análisis 
electroforético de las proteínas se realizó en geles de 
SDS-PAGE al 12%, y al 4% su separación a 100 voltios y 
40 mA, a temperatura ambiente,en ambos procesos.  Las 
proteínas se transfi rieron  a  membranas  de nitrocelulosa,  
utilizando el tampón  Tris-HCl 25 mmol/l, glicina 192  
mmol/l,  metanol al 20%,  pH 8,3 a 4ºC por 2 horas, 
usando 100 voltios y 250 mA. Se reveló la presencia 
de VN, en la membrana de nitrocelulosa colocando la 
membrana en solución de bloqueo (leche descremada al 
5% en tampón fosfato salino-PBS, pH 7,0; conteniendo 
azida de sodio al 10%), durante toda la noche con 
agitación constante.  

Al día siguiente se agregó el anticuerpo primario 
anti-VN humano diluido 1/500 preparado en la solución 
de bloqueo, se incubó por 6 horas con agitación continua 
y luego se lavó con PBS, pH 7,0 durante  20 minutos; y 
se dejó la membrana toda la noche en PBS con agitación 
constante. La membrana se lavó con Tris-HCl 50 mmol/l, 
pH 7,5; se agregó el anticuerpo secundario anti-IgG 
marcado con peroxidasa diluido 1/1.000 en solución 
bloqueadora libre de azida de sodio y fosfato, se mantuvo 
por 2 horas con agitación lenta; se lavó durante 20 
minutos por 3 veces con tampón Tris-HCl 50 mmol/l, 
pH 7,5. El revelado se realizó utilizando una mezcla que 
contenía 6 mg de diaminobenzidina en 9 ml de tampón 
Tris-HCl 0,01 mol/l, pH 7,6; 1 ml de cloruro de cobalto 
al 0,3% y 10 μl de H2O2 al 30%. Se detuvo la reacción 
lavando la membrana con agua destilada, se tapó con 
papel aluminio y se fotografi ó de inmediato.

Con la muestra de VN aislada, se procedió a la 
obtención del suero anti-VN, siguiendo el método 
descrito por Carvajal (1991), se utilizaron conejos Nueva 
Zelanda blancos, los cuales fueron inoculados por 
inyección subcutánea de 0,5 ml de la VN purifi cada (1 
mg/ml), mezclados con 0,5 ml del adyuvante completo 
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de FREUND’S. Después de 21 días se administró una 
inyección intramuscular en diferentes lugares (patas, 
cuello), con 0,5 ml de VN (1 mg/ml) sin adyuvante. A 
los 31 días los conejos fueron sangrados a través de la 
arteria central de la oreja,  el suero obtenido se guardó 
en alícuotas a – 20ºC. Para detectar la presencia de 
anticuerpos anti-VN humana en el suero obtenido en los 
conejos, se utilizó la técnica de inmunodifusión 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 tampón Veronal sódico 
(Veronal sódico 10,3 g/l, citrato trisódico 1,5 g/l, pH 8,8); 
se dejó solidifi car el gel en una superfi cie nivelada, y se 
realizó orifi cios en la periferia. En los orifi cios periféricos 
se colocaron 5 μl del suero (diluciones seriadas desde 1/1 
hasta 1/32) y en el orifi cio central 5 μl de la muestra de VN  
humana purifi cada, que se utilizó para la inmunización. 
La placa se colocó en una cámara húmeda  por 24 horas 
a temperatura ambiente. Se comprobó la formación de 
bandas de precipitación y se tomaron fotografías. Para 
demostrar que el suero anti-VN preparado en conejos era 
específi co para VN, se realizó una inmunodifusión.

                       RESULTADOS     

La VN fue aislada a partir del plasma humano, 
realizando primero una adsorción de los factores 
dependientes de la vitamina K con cloruro de bario, 
posteriormente precipitaciones con sulfato de amonio 
y cromatografías de intercambio iónico, afi nidad sobre 
BLUE-Sepharose y gel fi ltración; procedimiento que se 
realizó 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 migraría la VN. De las 110 
fracciones (4 ml) obtenidas por BLUE-Sepharose, según 
las electroforesis, se  agruparon las fracciones 16 a la 
20 y fueron concentradas por precipitación con sulfato 
de amonio y cromatografi ada sobre Sephacryl S-200 
mostró que según el perfi l electroforético las fracciones 
18 a 20, contenían en mayor proporción 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, mostró la 
presencia de una banda de masa molecular aproximada de 
75 kDa, muy semejante a la VN humana comercial que se 
utilizó como referencia, sin la presencia de otras bandas 
proteicas contaminantes relevantes, (Figura 1).

Figura 1. Gel  de SDS-PAGE  al  12% primera columna: marcadores 
de bajo peso molecular; segunda columna: VN comercial; 

tercera columna: VN purifi cada.

La VN obtenida fue identifi cada por medio de una 
inmunotransferencia, utilizando un anticuerpo anti-VN 
humana comercial; se detectó  una banda proteica similar 
a la observada  en la muestra de plasma humano, que se 
utilizó como control positivo, (Figura 2).  El suero anti-
VN  humano preparado en los conejos,  al evaluarlo con el  
ensayo de inmunodifusión formó arcos de precipitación 
con una dilución 1/16,  de la  muestra de VN que se utilizó 
como inmunógeno (Figura 3). 

Figura 2. Inmunotransferencia de la VN humana purifi cada 
(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. Título del suero anti-VN humano. I) 5μl de VN, diluciones 
del suero: a) 1/1; b) 1/2; c) 1/4; d) 1/8; e) 1/16;   f) 1/32.

Con el suero obtenido por medio de una inmunodifusión 
se mostró que el suero anti-VN humano obtenido formó 
un arco de precipitación bien defi nido, con una mezcla 
de plasmas  humanos citratados (Figura 4); e  igualmente  
con una muestra de VN humana comercial, (Figura 5).

Figura 4. Inmunodifusión del suero anti-VN con plasma humano: I) 
suero anti- VN;  a) plasma humano, diluido 1/10.

Figura 5. Inmunodifusión del suero anti- VN con VN comercial 
y   VN purifi cada: I) suero anti- VN; a) VN purifi cada; b) VN 

comercial.

DISCUSIÓN 

El procedimiento que aplicamos para la obtención 
de la VN humana fue una modifi cación del método 
reportado por Björn (1996), en el cual se realizaron 
precipitaciones previas con cloruro de bario y 
polietilenglicol, seguido de tres cromatografías sobre 
DEAE–Sephacel, BLUE-Sepharose y Sephacryl 
S-200. Entre las modificaciones se encuentra que, 
previo a las cromatografías, no se precipitó el plasma 
con polietilenglicol, debido a que este procedimiento 
incrementó la densidad de la muestra, retardando el 
tiempo de aplicación de la misma sobre la columna de 
DEAE-Sephacel; pensamos que la presión que se genera 
en el tope de la columna se debe en parte a la presencia en 
la muestra inicial, el plasma, del fi brinógeno plasmático, 
el cual puede estar coagulándose, formando monómeros 
de fi brina, lo que aumenta la viscosidad del plasma; la 
omisión de la precipitación con polietilenglicol permitió 
pasar la muestra a través de la primera columna con 
mayor facilidad y en un menor tiempo, evitando la 
degradación de la VN.  

La muestra de VN obtenida, presentó 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 comprobó inmunológicamente la presencia de la 
VN  por medio de una inmunotransferencia con un 
anticuerpo anti-VN humana comercial. La recuperación 
de VN en nuestro caso fue del 2,5%, calculada según 
la concentración de proteínas en la muestra  obtenida, 
tomando como referencia los niveles teóricos de esta 
proteína en plasma (alrededor de 0,2 ug/ml). Otros 
procedimientos de purifi cación de VN, tales como el 
desarrollado por Mimuro y Loskutoff  (1989)  reportan 
una recuperación del  0,5  y 0,6 %,  atribuido  a  la  alta  
tendencia  de  esta  proteína  de  agregarse. 

Tomando como referencia la movilidad electroforética 
de la VN, reportada en la literatura, entre 65 y 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 así poder agrupar 
aquellas donde había mas probabilidad de encontrar 
esta proteína. Con las diferentes muestras obtenidas en 
cada paso, por medio del reconocimiento inmunológico 
por inmunotransferencia con un anticuerpo anti-VN 
comercial, se avanzó en el procedimiento, de una manera 
más segura y a un costo razonable. La cromatografía de 

 

a 
b 

c 
d 

e 
f I 

 

I 

a 

 

I 

a b 



163

Purifi cación de vitronectina... 

intercambio iónico sobre DEAE-Sephacel fue el paso 
crítico en relación con la recuperación; probablemente  
existan  isoformas  de la VN que pueden estar siendo 
eluidas a diferentes fuerzas iónicas.

Para la inmunización de los conejos, fue la 
metodología utilizada por Carvajal (1991) resultó 
favorable en nuestro estudio, ya que para la inoculación 
se usaron cantidades muy pequeñas de VN purifi cada, 
lográndose una muy buena respuesta inmunológica; el 
título del suero obtenido, determinado por la técnica 
de inmunodifusión radial, resultó ser de 1/16. Con 
el suero preparado se lograron obtener bandas de 
precipitación por inmunodifusión, utilizando como 
antígeno muestras de plasma humano y VN humana 
comercial, lo que confi rma la presencia en este suero 
de anticuerpos específi cos contra VN humana. 

La baja recuperación de la VN obtenida con 
procedimientos de purifi cación convencionales Björn 
(1996) justifi ca el desarrollo de una nueva metodología, 
aplicando nuestros recursos metodológicos y reactivos, 
tal como una cromatografía por afinidad con los 
anticuerpos anti- VN aislados del suero preparado en 
este trabajo. La incorporación de esta nueva herramienta 
permitirá aislar de forma rápida, económica y con una 
mayor recuperación la VN, para futuros estudios 
bioquímicos y funcionales relacionados con la 
hemostasia. 
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