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Resumen

El complejo de lectinas con afinidad por heparina, de placenta ovina se
purific6 mediante cromatografia de afinidad en columna de agarosa-
heparina. Su andlisis por SDS-PAGE revel6 la presencia de tres bandas
proteicas cuyos pesos moleculares fueron 13.000, 15.000 y 17.000 y la
electroforesis en gel de agarosa confirmé la presencia de DNA. Los
componentes proteicos del complejo se separaron mediante HPLC en fase
reversa. La concentracién inhibitoria minima de distintos aztcares fue
significativamente diferente para el complejo lectinico y las proteinas que
lo componen por separado, sugiriendo cambios en la afinidad luego de la
uniéon a DNA. La especificidad de la actividad hemaglutinante permitié la
caracterizacion de la fraccién que presenta un peso molecular de 13.000
como la lectina con afinidad por heparina. Esta proteina se identific6 como
la histona H4 mediante analisis de su secuencia interna, indicando que esta
histona es la responsable de la afinidad por heparina del complejo. Las
proteinas acompanantes fueron tentativamente identificadas como las

histonas H2A y H2B.
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INTRODUCCION



Los glicosaminoglicanos y los proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son polisacaridos naturales complejos
formados por unidades repetidas de un disacarido. Este disacarido esta
compuesto por una hexosamina, que puede ser tanto D-glucosamina como
D-galactosamina, y un acido hexurénico, ya sea acido D-glucurénico o
acido L-idurénico. Una excepcién es el queratdn sulfato que en vez de
acido hexurénico contiene galactosa. Al menos uno de los aztcares de cada
unidad tiene carga negativa debido a la presencia de un grupo carboxilo
y/ o sulfato. Los glicosaminoglicanos presentan distinto grado ya sea de N-
u O-sulfataciéon. Dentro de este grupo los galactosaminoglicanos condroitin
sulfato y dermatan sulfato, el queratan sulfato, el acido hialurénico y los
glucosaminoglicanos heparan sulfato y heparina son sus més importantes

exponentes (Figura 1. Stryer, 1995).
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A excepcién del acido hialurénico, éstas cadenas de polisacaridos se unen
covalentemente a un “core” proteico para conformar los proteoglicanos
(PGs), moléculas constituyentes de la mayoria de las células de mamiferos.
El nimero de cadenas de GAGs unidas al “core” proteico (generalmente
en un residuo de serina) puede variar desde uno hasta mas de 100. Los
PGs se encuentran principalmente en la superficie celular, la matriz
extracelular y la membrana basal, pero también se los halla
intracelularmente, por lo general en granulos secretorios. Su actividad
biolégica es muy variada y abarca desde funciones de soporte, esenciales
para la integridad estructural de varios tejidos conectivos, hasta procesos
celulares complejos como ser adhesién, movilidad y proliferacién celular,
asi como también diferenciacién y morfogénesis de tejidos. Estos efectos
dependen muchas veces de la unién de proteinas a las cadenas de GAGs.
La asociacion GAG-proteina puede deberse tanto a interacciones de baja
afinidad y especificidad, como ser interacciones electrostéticas, como a
interacciones altamente especificas y de alta afinidad que involucran una
porcién del polisacarido de estructura conservada.

Cabe mencionar que en algunos casos, como ser las actividades
anticoagulantes y antiproliferativas de la heparina/heparan sulfato, los

GAGs se encuentran en una forma libre, es decir no se hayan unidos a
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ninguna proteina. Sin embargo, la mayoria de las actividades desarrolladas
por los PGs dependen de alguna manera de la presencia del “core”
proteico.

Dentro de los PGs encontramos el agrecan (PG del cartilago), el versican
(PG de fibroblastos), las serglicinas, el receptor de transferrina, el
“lymphocytes homing” receptor, los antigenos de histocompatibilidad

clase II y el colageno tipo IX (Kjellen y Lindahl, 1991).

La heparina

Estructura

La heparina estd formada por la repeticion de un disacarido de
glucosamina y acido hexurénico cuya secuencia de unién es [(1—>4) o-D-
glucosaminil-(1—>4) B-D-hexuronosil], donde n=50-150. La glucosamina
puede ser tanto N-acetilglucosamina como N-sulfoglucosamina y el
hexuronato estd presente como D-glucuronato o su epimero en C-5, L-
iduronato. La O-sulfatacién, que ocurre predominantemente en el C-2 del
acido idurénico y en el C-6 de la glucosamina y con menor frecuencia en el
C-2 del acido glucurénico y el C-3 de la glucosamina, agrega una

considerable complejidad estructural al polimero (Kjellen y Lindahl, 1991;
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Gallagher y colaboradores, 1992). Los patrones de sulfatacion y
epimerizacion de la heparina y su pariente mas cercano, el heparan sulfato,
estarian finamente controlados durante su biosintesis, y los diferentes tipos
celulares podrian distinguirse por los polimeros que producen (Turnbull y
Gallagher, 1993).

Es interesante mencionar la diferencia entre heparina y heparan sulfato. Se
creia anteriormente que el heparan sulfato estaba totalmente acetilado y
carecia de actividad anticoagulante, pero se sabe en la actualidad que tanto
la heparina como el hepardan sulfato contienen glucosamina tanto N-
acetilada como N-sulfatada y que ademas ambos polisacaridos pueden
desplegar o no actividad anticoagulante. En general, la heparina contiene
mas grupos N- y O-sulfatados y una proporcién mayor de iduronato. En
cambio el heparan sulfato contiene mas residuos de N-acetilglucosamina y
acido glucurénico. Para no caer en una distincién basada sé6lo en datos
cuantitativos, Kjellen propuso en 1991 que el término “heparina” se
reservara solo para el glucosaminoglicano componente de la serglicina, un
PG intracelular sintetizado por los mastocitos, y que todos los otros GAGs
relacionados se designaran como “heparan sulfato”.

La biosintesis de heparina comienza en el aparato de Golgi con la

formacién de un precursor no sulfatado, el heparan. Al igual que todos los
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GAGs (con excepcién del acido hialurénico) la heparina se sintetiza como
un PG, es decir unida a un “core” proteico. Mediante una serie de
modificaciones, que incluyen la N-desacetilacién, N- y O-sulfatacién y la
epimerizacion, el heparan se convierte en heparina (Lindahl, 1989). Cabe
mencionar que en cada paso se modifican sélo una parte de los potenciales
sustratos, lo que provoca un alto grado de diversidad en estas moléculas

(Gallagher y colaboradores, 1992).

Actividad Biologica

Se han descripto muchisimos efectos fisiolégicos de la heparina desde que
ésta fuera descubierta hace alrededor de 80 afos.

Lo que primero se describié6 y mejor se caracterizé fue sin duda su
actividad como anticoagulante. La heparina se une a la antitrombina III
(AT-III) y acelera mas de mil veces la velocidad con que ésta se une a la
trombina, inhibiendo la accién proteolitica de la trombina sobre el
fibrinégeno y por lo tanto atenuando la coagulaciéon. (Lindahl y
colaboradores, 1984).

Pero tanto la heparina como el heparan sulfato poseen muchas actividades
biolégicas que no se relacionan para nada con la coagulaciéon. Estas
actividades incluyen la habilidad de modular el desarrollo embrionario, el

crecimiento neuronal, la homeostasis de los tejidos, la reparacién de
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heridas, la metastasis, la diferenciacién celular, la proliferacién celular y la
inflamacién (Tyrell y colaboradores, 1995).

La terapéutica tradicional ha enfatizado las actividades anticoagulante,
antitrombética y antilipémica de la heparina. Sin embargo, evidencias
recientes ponen de manifiesto la versatilidad de esta molécula y su
potencial uso terapéutico fuera de esas 4reas tradicionales y, mas

especificamente, en el control de procesos inflamatorios (Tyrell y

colaboradores, 1995).

Proteinas que unen heparina

La heparina se une a una gran variedad de proteinas dentro de las que se
encuentran citokinas proinflamatorias, factores de crecimiento, proteinas
de matriz extracelular y proteasas de leucocitos tales como catepsina G
(Tabla I. Tyrell y colaboradores, 1995). La heparina se une a muchas de
estas proteinas mediante interacciones electrostaticas entre los grupos
polianiénicos de la cadena del GAG y aminoacidos con carga positiva de la
proteina (Tyrell y colaboradores, 1995). Pero en el caso de ciertas citokinas

(Witt y Lander, 1994) o de los factores de crecimiento con afinidad por
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heparina (HBGFs) (Mangrulkar y colaboradores, 1995) la unién a heparina

es mucho mas especifica y a veces involucra regiones del polisacarido que

no contienen gran cantidad de grupos sulfato.

Tabla I. Proteinas que unen heparina.

Citokinas

Factor 4 plaquetario

NAP-1 (Interleukina-8)

NAP-2

Proteinas inflamatorias de
macréfagos (MIP-1a y MIP-18)
ENA-78

1-309

RANTES

Proteina quimioatractante de

monocitos 1 (MCP-1)

Proteinas de matriz extracelular

Laminina
Trombospondina
Colagenos
Fibronectina

Vitronectina

Factores de crecimiento

Factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF)

Factor de crecimiento acido de
fibroblastos (aFGF)

Factor de crecimiento de
fibroblastos del sarcoma de Kaposi
Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento transformante

B (TGEF-B)

Factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF)

Factor de crecimiento de hepatocitos

Enzimas
Superéxido dismutasa
Catepsina G

Elastasa
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Hasta el presente, el mejor ejemplo de interacciéon especifica entre
heparina/heparan sulfato y un ligando proteico es la interaccién de un
pentasacarido presente en la heparina y en algunos heparan sulfatos (por
ejemplo, un PG de la superficie celular de las células endoteliales que
recubren los capilares sanguineos) con la AT-III (Figura 2. Tyrell y
colaboradores, 1995). S6lo un tercio de las cadenas de heparina en
preparaciones estdndar contienen esa secuencia. El pentasacarido contiene
un tnico disacarido, acido B-D-glucurénico (1-4) a-D-glucosamina-N-, 3-
O, 6-O-sulfato, .siendo el grupo 3-O-sulfato de la D-glucosamina critico
para la unién con la AT-III. Ademas, los grupos N-sulfatos de los
monosacéaridos C y E y el grupo 6-O-sulfato del monosacarido A, son

también esenciales para la unién con AT-III (Tyrell y colaboradores, 1995).

O

N - NP
S TG e
OH A_o ACH OH A_o-AOH \A0SOsA_ 5 AOH \AOH A_q AOH
NHSO; OH X NHAC OH NHSO; 0S0; NHso,-/ 0S05
A B C D E

Figura 2. Secuencia del octasacirido de heparina que se une a la AT-I11. La secuencia pentasacarida de heparina/heparan
sulfato que se une con alta afinidad a la AT-IIl se encuentra entre paréntesis. Los monosacaridos A, C y E son D-
glucosaminas sulfatadas, el monosacérido B es 4cido D-glucurénico y el monosacarido D es 2-O-sulfato-L-iduronato.
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Las lectinas

La gran cantidad de implicancias funcionales de la glicosilacién de
proteinas y lipidos han constituido un incentivo para su investigaciéon en la
ultima década. En la actualidad, esta bien establecido el rol de los azticares
como recipientes y transmisores de informacién, funcién reservada
exclusivamente para acidos nucleicos y secuencias peptidicas s6lo unos
anos atrds. Notablemente, el potencial del cédigo glicosidico para
almacenar informacién sobrepasa en gran medida la capacidad de los otros
dos sistemas bioquimicos (Laine, 1997). Si tenemos en cuenta que los
carbohidratos pueden ser modificados mediante la introduccién de grupos
sulfato, fosfato u O-acetilos la cantidad de posibles oligobmeros es atin
mayor. Por lo tanto, la basqueda de moléculas receptoras que traduzcan el
lenguaje de los azticares en efectos biolégicos es el paso siguiente al
estudio de los glicoconjugados.

La familia de estos receptores se divide en enzimas involucradas en la
utilizacién de aztcares y degradacién de glicoconjugados, anticuerpos y
proteinas que wunen carbohidratos y que no son ni enzimas ni
inmunoglobulinas. Las proteinas pertenecientes a este ultimo grupo han

sido designadas como lectinas (Barondes,1988). Estas proteinas se
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encuentran en muchisimos organismos y estdn involucradas en una gran
cantidad de procesos biolégicos tales como migracion de leucocitos,
reconocimiento célula-célula, adhesion a la matriz celular, eliminacién de
proteinas de la circulacién sanguinea, fagocitosis, translocacién intracelular
de glicoproteinas y “splicing” de pre m-RNAs entre otros (Kojima v
colaboradores, 1996; Tyrell y colaboradores, 1995; Tardy y colaboradores,
1996).

Las lectinas son conocidas desde el siglo pasado como constituyentes de
distintas plantas y utilizadas como herramientas en el laboratorio. Pero,
aunque fueran descubiertas en plantas, las lectinas no son sélo proteinas
vegetales. Durante las tltimas décadas se ha descripto un gran ntmero y
una gran diversidad de lectinas animales, y por lo tanto se hizo
imprescindible su adecuada clasificacién. La clasificacién actual se basa en
alineamientos estructurales y distingue 5 grupos principales (Drickamer,
1995): tipo-C, tipo-I, galectinas, pentraxinas y tipo-P. Ademas, existen otras
proteinas que podrian incorporarse a los grupos anteriores o
eventualmente podrian formar nuevas categorias, dentro de este ultimo
grupo se encuentran las lectinas con afinidad por heparina.

Lectinas tipo-C. Se distinguen porque su unién a aztcares es dependiente

de la presencia de Ca** y porque poseen un motivo estructural coman
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formado por 14 aminoéacidos invariables v 18 aminoacidos altamente
conservados (Drickamer, 1993). Dentro de esta familia encontramos los
receptores de asialoglicoproteinas de hepatocitos, de testiculo y de
macréfagos, todos ellos con afinidad por galactosa v N-
acetilgalactosamina; los receptores de manosa y fosfolipasa A2 de un gran
namero de células y también las selectinas L, P y E de leucocitos, plaquetas
y células endoteliales respectivamente, entre otros (Gabius, 1997). La
selectina-E  reconoce estructuras glicosidicas que incluyen los
tetrasacaridos sialil Lewis X y sialil Lewis A. La selectina-L interacciona
con una familia de moléculas de adhesién clasificadas como sialomucinas
y finalmente, la selectina-P interacciona con una gran variedad de
carbohidratos requiriendo para su reconocimineto la presencia de carga
aniénica. Tanto la selectina-I. como la -P se unen a heparina pero la
selectina-E no lo hace (Tyrell y colaboradores, 1995).

Lectinas tipo-1. Este grupo comparte un motivo estructural que, como fue
descripto inicialmente para las inmunoglobulinas, recibe el nombre de
motivo inmunoglobulina. Ejemplos de esta familia estan dados por las
moléculas de adhesion ICAM-1, PECAM-1 (CD31) y N-CAM, todas ellas

con afinidad por los GAGs acido hialurénico y heparina (Gabius, 1997).
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Galectinas. Las lectinas que pertenecen a esta familia son solubles y
comparten una capacidad de unién a B-galactésidos independiente de
cationes. Esta afinidad se basa en la conservacién de una serie de
aminodcidos con relevancia para la topologia del dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD)(Caron y colaboradores, 1990;
Barondes y colaboradores, 1994; Kasai e Hirabayashi, 1996). Anteriormente
se denominaban lectinas tipo-S, pero esa designacién debi6 ser
abandonada ya que los grupos sulfhidrilo libres no son indispensables
para la actividad de muchas galectinas. La funcién biol6gica de la mayoria
de las galectinas no se conoce atn con certeza, pero podrian jugar un
importante papel en muchas interacciones célula-célula o célula-matriz
mediante el reconocimiento de carbohidratos especificos. Hasta el
momento se conocen 10 galectinas diferentes en mamiferos. En la
actualidad se reconoce la expresion de galectina-1 en musculo, neuronas,
timo y rinén, asi como también la expresiéon de galectina-3 en células
endoteliales y leucocitos. Recientemente, se identificé a la galectina-3 como
un factor involucrado en el “splicing” de pre-mRNAs. La galectina-2 se
aislé de tejido intestinal al igual que la galectina-6 y la galectina—{. que
ademas se encontré en estémago, epitelio bucal y eséfago. La galectina-7 ==

hall6 en keratinocitos y la galectina-8, aparentemente relacionadz com =
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galectina-4, se describi6 en higado de rata entre otros tejidos (Gabius, 1997;
Tardy y colaboradores, 1996). La galectina-9 aislada de rinén embrionario
de ratén estd ampliamente distribuida (Wada y Kanwar, 1997).
Pentraxinas. La configuracién pentamérica discéidea de ciertas proteinas
del plasma explica el origen del término “pentraxina”. Se aplica a la
proteina C-reactiva (CRP), cuya tnica propiedad es la de precipitar el
polisacarido-C somatico de pneumococos, al componente amiléideo P del
suero (SAP) y a la proteina femenina de ciertas especies de mamiferos
como hamster o rata. CRP y SAP pertenecen a los reactantes de fase aguda
y parecerian estar involucrados en eventos de defensa temprana del
huésped (Gabius, 1997).

Lectinas tipo-P. Esta familia de lectinas posee afinidad por manosa-6-
fosfato independiente de cationes. Las lectinas tipo-P son las responsables
de la translocacién de las enzimas lisosomales, glicoproteinas que
adquieren en el cis-Golgi una marca de manosa-6-fosfato, desde el trans-
Golgi a endosomas donde son descargadas debido al cambio de pH.
Cuando parten de endosomas, estas lectinas pueden ya sea regresar al
aparato de Golgi o alcanzar la membrana plasmatica, donde pueden

internalizar otros ligandos como ser la tiroglobulina, el precursor del factor
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de crecimiento transformante B1 (TGF-f1) y la proliferina, proteina

relacionada con la prolactina (Gabius, 1997).

Las lectinas con afinidad por heparina

En 1979, Kobiler y Barondes describieron una lectina presente en el
musculo de embriones de pollo que interacciona con GAGs, y que
posiblemente, estuviera involucrada en la interaccién entre las células
musculares en desarrollo y los componentes de la matriz extracelular.
Anos mas tarde, en 1981, Ceri, Kobiler y Barondes relacionaron la lectina
de pollo con los FGFs ya que poseen caracteristicas comunes en cuanto a
afinidad por heparina y tamano de sus respectivos monémeros. También
se describieron otras lectinas con afinidad por heparina relacionadas con
FGFs provenientes de higado de rata y tumores de mamiferos (Roberson y
colaboradores, 1981; Gabius y colaboradores, 1984; Gabius, 1987). A la luz
de estos resultados, Caron y colaboradores postularon en 1988 la hipétesis
de la existencia de una relacion funcional entre las lectinas y los FGFs. En
1989, Kohnke-Godt y Gabius rechazaron la hipétesis postulada por Caron.

Ellos describieron una lectina de placenta humana con afinidad por
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heparina. Esta lectina, a pesar de compartir con el factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF) su afinidad por heparina, su tamafo y
su punto isoeléctrico, se expresa en gran cantidad, presenta fragmentacion
protedlitica en presencia de heparina, su extremo amino-terminal no posee
homologia con bFGF y no posee actividad mitogénica sobre fibroblastos
3T3. Sin embargo, al afno siguiente Eloumani y colaboradores aislaron una
lectina con afinidad por heparina a partir de un extracto soluble de cerebro
humano. Esta lectina estd compuesta por tres polipéptidos y esta
relacionada inmunolégicamente con el factor acido de crecimiento de
fibroblastos (aFGF). En 1991, Kohnke-Godt y Gabius publicaron nuevos
experimentos realizados con la lectina de placenta humana. En esta
oportunidad, no solo remarcaron las diferencias entre la lectina y los FGFs
sino que también aseguraron que la lectina con afinidad por heparina
aislada de placenta humana difiere de las histonas H2A y H2B. No
obstante, la lectina presenta en su extremo amino-terminal una alta
homologia de secuencia con la histona H2B, ambas proteinas retienen
actividad con heparina biotinilada en ensayos de transblot y ademas
presentan reactividad cruzada por anticuerpos obtenidos contra la lectina

de placenta humana.
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Cabe mencionar que, en 1990, Bilozur y Biswas aislaron dos proteinas con
afinidad por heparan sulfato a partir de células cancerigenas de pulmén
humano y las caracterizaron como muy relacionadas o idénticas a las
histonas H2A y H2B. En 1993, se purificé a partir de pulmones de
embriones de rata una proteina citostatica con afinidad por heparina que
ademas poseia una alta homologia con la histona H2B (Conliffe ¥
colaboradores, 1993) y ya en 1996 la histona H2A.X, que poseia afinidad
por heparina, se caracterizé6 como un factor de crecimiento secretado por
una linea celular de carcinoma de ratén (Watabe y colaboradores, 1996).

Para finalizar, algunas lectinas que pertenecen a las familias antes
mencionadas tambien poseen afinidad por heparina. Este es el caso de un
grupo de lectinas de células NK (NKR-P1, NKG2, Ly49, CD9%) y de las
selectinas -L. y -P pertenecientes a la familia de lectinas tipo-C y de

PECAM-1 (CD31) y N-CAM dentro de las lectinas tipo-I (Gabius, 1997).
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Objetivos

@ Purificar a homogeneidad las lectinas placentarias ovinas con afinidad
por heparina.

® Caracterizar dichas lectinas en cuanto a su especificidad y estructura.

® Identificar a las lectinas mediante la comparacién de sus estructuras

primarias parciales con secuencias de proteinas ya conocidas.



MATERIALES Y METODOS
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Agarosa-heparina, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), albimina bovina,
ditiotreitol, B-mercaptoetanol, marcadores de peso molecular, D-glucosa,
D-galactosa, D-manosa, lactosa, melibiosa, celobiosa, N-acetil-D-
glucosamina, N-acetilglucosamina-3-sulfato, D-fructosa-1,6-bifosfato, D-
galactosa-6-fosfato, acido D-galacturénico, 4acido poligalacturénico,
heparina, 4acido hialurénico, 4cido N-acetilneuraminico, carragenanos A y
k, condroitin sulfato A y B, fucoidan, dextran sulfato, histona tipo II-S de
timo de ternero y tripsina fueron provistas por Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) y é&cido trifluoroacético por Baker Chemical Co.
(Phillipsburg, NJ, USA). El acetonitrilo es de grado HPLC y todos los otros
reactivos quimicos de grado AR.

El tejido placentario ovino fue removido quirtrgicamente, inmediatamente

congelado y guardado a -70 °C hasta su procesamiento.

Purificacion de lectinas de placenta ovina

Todos los pasos se realizaron a 4 °C.
Se tomaron 20 g de placenta ovina congelada a -70 °C que se

homogeneizaron durante 1 minuto en un Omnimixer en 40 ml de buffer de
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fosfatos 20 mM, pH 7,2, NaCl 0.5 M, EDTA 2 mM, DTT 2 mM (buffer A),
tambien conteniendo PMSF 1 mM vy lactosa 0,1 M. El homogeneizado se
centrifugé a 20.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante resultante se
ultracentrifugé a 105.000 x g durante 90 minutos. Este tltimo sobrenadante
se sembré lentamente en una columna de agarosa-heparina (1,5 x 15 cm)
equilibrada previamente con buffer A. Luego de ser cuidadosamente
lavada con el mismo buffer, la columna se lavé nuevamente con buffer
Tris-HC1 10 mM, pH 8,6, DTT 2 mM (buffer B) conteniendo NaCl 0,1 M
para eliminar las proteinas con baja afinidad retenidas en la columna. La
elucién se realizé6 mediante un gradiente desde 0,2 hasta 2 M de NaCl en
buffer B. Las fracciones se monitorearon en cuanto a su contenido de
proteinas mediante lectura de absorbancia a 280 nm y en cuanto a su
actividad hemaglutinante por el ensayo de hemaglutinacién.

Las fracciones activas se juntaron y se continué la separacién mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase reversa utilizando
una columna Vydac C; (4,6 x 250 mm), que fue equilibrada con acetonitrilo
30 % [v/v], TFA 0,12 % [v/Vv] en agua (solvente A). La columna se eluy6 a
un flujo de 0,7 ml min? con un gradiente lineal de solvente B (acetonitrilo
65 % [v/v], TFA 0,1 % [v/v] en agua). Se registré la absorbancia a 215 nm

y los picos se recogieron manualmente.
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Determinacion de proteinas

El contenido proteico se determin6é mediante el método de Bradford

utilizando albtmina sérica como estandar (Bradford, 1976).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS se realiz6
segun el protocolo de Schagger y Von Jagow (Schagger y Von Jagow, 1987),
en un Miniprotean II (Bio-Rad). La concentracién total de acrilamida en los
geles usados fue del 10 %. Las muestras utilizadas se llevaron a sequedad
en Speed Vac, y luego se resuspendieron en buffer de siembra (Tris-HCl
0,125 M, pH 6,8, glicerol al 20 %, SDS al 4 %, B-mercaptoetanol al 10 %,
azul de bromofenol al 0,01 %). Las corridas se realizaron a un voltaje de 50
V para el gel concentrador y de 100 V para el gel separador. Los geles se
colorearon con Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,2%, metanol al 30 %,
acido acético al 10 %. Se utilizé una solucién acuosa decolorante con

metanol al 30 %, acido acético al 10 %.
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Ensayos de hemaglutinacion

Una vez obtenida la sangre de conejo por puncién venosa, los eritrocitos se
trataron con tripsina y glutaraldehido segtin el método de Nowak (Nowak
y colaboradores, 1976). Se partié de 50 ml de sangre fresca recolectada en
medio Alsever que se lavé 4 veces con 5 volimenes de NaCl 0,15 M. Luego
se prepar6 una suspensioén de eritrocitos al 4% en buffer de fosfatos 0,1 M,
pH 7,4, NaCl 0,05 M conteniendo 1 mg/ml de tripsina. Esta suspensién se
incubé6 a 37 °C durante 1 hora. Las células tratadas con tripsina se lavaron
luego 4 veces con 5 voliimenes de NaCl 0,15 M y se fijaron en 5 voliimenes
de buffer de fosfatos 0,075 M, pH 7,2, NaCl 0,075 M conteniendo 1% de
glutaraldehido durante 1 hora a temperatura ambiente. La fijacién con
glutaraldehido se terminé por la adicién de 5 volimenes de glicina 0,1 M
en buffer de fosfatos 0,075 M, pH 7,2, NaCl 0,075 M a 4 °C. Los eritrocitos
fijados se centrifugaron y lavaron 2 veces en 5 voliimenes de glicina 0,1 M
en buffer de fosfatos 0,075 M, pH 7,2, NaCl 0,075 M y luego dos veces sélo
con el buffer. Las células se almacenaron como una suspension al 10% en
buffer de fosfatos 0,075 M, pH 7,2, NaCl 0,075 M.

Se realizaron diluciones al medio seriadas de la solucién proteica en un

buffer de fosfatos 10 mM, pH 7,0, NaCl 15 mM (PBS). Se tomaron 25 ul de
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cada una de las diluciones que se mezclaron con iguales volimenes de
albamina bovina al 1% en PBS y una suspension de los eritrocitos tratados
al 2,5% en el mismo buffer. Luego de incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente se registré la aglutinacién visualmente. Se tomé como titulo la
inversa de la méaxima dilucién de solucién proteica que present6
aglutinacién.

En el caso de las fracciones obtenidas por HPLC, el acetonitrilo se evapor6
y luego cada fraccién se diluyé al medio con PBS. Luego de incubar
durante 30 minutos a 4 °C se llevé a cabo el ensayo de hemaglutinaciéon

como se describid anteriormente.

Ensayos de inhibicion de la hemaglutinacién

Los carbohidratos potencialmente inhibitorios se disolvieron en PBS y el
pH se reajusté a 7 en caso de que fuera necesario. Se preincub6é una
solucién de lectina (titulo 2) con diluciones al medio seriadas de los
inhibidores durante 1 hora. Luego se agregaron sucesivamente 25 pl de
albaumina bovina al 1% en PBS e igual volumen de una suspensién de los

eritrocitos tratados al 2,5 % en el mismo buffer. La inhibicién de la
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hemaglutinacién se registré visualmente luego de 1 hora. En algunos casos
se necesitaron diluciones intermedias del inhibidor para encontrar la
concentracién inhibitoria minima, que se define como la méaxima dilucién

del inhibidor que suprime totalmente la hemaglutinacion.

Cromatografia de exclusion molecular

Las muestras se sometieron a cromatografia liquida rapida para proteinas
(FPLC) a temperatura ambiente en una columna de Superosa 12 HR 10/30
(Pharmacia LKB) calibrada con los siguientes marcadores de masa
molecular: azul dextran (2000 kDa), B-amilasa (200 kDa), ovoalbamina (45
kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y citocromo ¢ (12,4 kDa). La columna
se eluy6 con PBS a un flujo de 0,5 ml min. Se monitore6 la absorbancia a
280 nm del material eluido para determinar su contenido proteico y

también se analiz6 su actividad hemaglutinante.
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Electroforesis en geles de agarosa

Se realiz6é segtin el método de Sambrook (Sambrook y colaboradores,
1989). Se utilizaron geles de agarosa al 1% y buffer Tris-borato 45 mM, 1
mM EDTA (0,5 x TBE). Se disolvieron 20 pul de cada muestra en el buffer de
siembra (azul de bromofenol al 0,25 %, glicerol al 30 % en agua). Las
corridas se realizaron a aplicando un voltaje de 3 V/cm. Los geles se

tifieron con bromuro de etidio y se observaron con luz ultravioleta.

Electrotransferencia a membranas de PVDF

La electrotransferencia se realiz6 segtin el protocolo de Towbin (Towbin v
colaboradores, 1989) en un Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Se hidrataron la
membrana de PVDF, dos esponjas y cuatro papeles de filtro en el buffer de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, metanol al 20 %)
durante 30 minutos. Cabe mencionar que la membrana de PVDF se
prehidraté 10 minutos en metanol. Se sumergié el gel con la proteina a
transferir 30 minutos en el mismo buffer. Luego se superpusieron dos

papeles de filtro, el gel, la membrana de PVDF y nuevamente dos papeles
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de filtro y se colocaron en la cuba de transferencia llena con el buffer antes
mencionado. La transferencia se realiz6 a 100 V durante 30 minutos. La
membrana se colore6é con Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,1 %, metanol
al 40 % y acido acético al 1 % durante 1 minuto. Para decolorar se utiliz6
una solucién 50 % metanol : 50 % agua. Finalmente se recortaron las

bandas de interés para la posterior secuenciacién de las proteinas.

Digestion triptica

La digestion triptica se llevé a cabo segun el protocolo de Stone (Stone y
colaboradores, 1989). Las muestras utilizadas se llevaron a sequedad en
Speed Vac y luego se resuspendieron en 50 pl de urea 8 M, bicarbonato de
amonio 0,4 M. Se corroboré que el pH se encontraba entre 7,5 y 8,5. Luego
del agregado de 5 pl de ditiotreitol 45 mM se incub6 a 50 °C durante 15
minutos. Una vez que la muestra se enfri6 a temperatura ambiente, se
agregaron 5 ul de iodoacetamida 100 mM. Se incub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se agregaron 140 pl de agua. Seguidamente se

agrego6 la enzima (en relacién 1:20 con el sustrato proteico) en un volumen
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de 5 pl y se incubé a 37 °C durante 24 horas. La reaccién se detuvo

mediante congelamiento.

Purificacion de los péptidos obtenidos por digestion

triptica

Los péptidos obtenidos por digestion triptica se separaron mediante HPLC
en fase reversa en una columna Brownlee C18 (2,1 x 220 mm) equilibrada
con 95 % de solvente A (TFA 0,1 % [v/v] en agua) y 5 % de solvente B
(acetonitrilo 80 % [v/v], TFA 0,08 % [v/v] en agua). La elucién se realiz6 a
un flujo de 0,8 ml min? con un gradiente de 10 a 60 % de solvente B en 70
minutos. Se registré la absorbancia a 215nm y los picos se recogieron

manualmente.
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Secuenciacion de los péptidos obtenidos por digestion

triptica

Los péptidos tripticos seleccionados se aplicaron sobre un filtro de vidrio
cubierto con polibreno y se secuenciaron por degradacion de Edman en un
secuenciador automatico Applied Biosystems Modelo 477 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La corrida se realizé segun las

instrucciones del fabricante.

Tratamiento dcido de la lectina con afinidad por heparina

aislada a partir de placenta ovina

El protocolo de Nomoto (Nomoto e Iwai, 1982) para aislar histona H4 de
una mezcla de histonas comercial, ya que esta no se halla disponible pura,
involucra la utilizacién de una columna de Bio-Gel P-60 eluida con HCI 20
mM, NaCl 250 mM.

Se ensay6 si la lectina con afinidad por heparina aislada a partir de

placenta ovina resistia esas condiciones mediante la incubacién de la
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misma en HCl 20 mM, NaCl 250 mM durante 30 minutos y luego la

medicién de su actividad hemaglutinante.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Purificacion de lectinas de placenta ovina

La cromatografia de afinidad en la columna de agarosa-heparina (Figura 3)
de un homogenato preparado a partir de 20 g de placenta ovina permiti6 la
obtencién de una fraccién con actividad hemaglutinante. El contenido

proteico de esta fraccién fue de aproximadamente 5 mg.
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Figura 3. Aislamiento de la lectina con afinidad por heparina mediante
cromatografia de afinidad en columna de agarosa-heparina. Las barras

horizontales indican las fracciones que presentan actividad hemaglutinante.
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El analisis por SDS-PAGE de esta fraccion (Figura 4) revel6 la existencia de
tres bandas de proteina cuyos pesos moleculares eran de 13.000, 15.000 y
17.000 respectivamente. El patrén de bandas no fue afectado por el
tratamiento previo de la muestra con f-mercaptoetanol, indicando que las
proteinas no se hallaban unidas por puentes disulfuro. Cabe mencionar
que el rendimiento y las proporciones relativas de las distintas proteinas
variaron de preparacion en preparacién, como ya se ha descripto para otras
lectinas con afinidad por heparina (Kohnke-Godt y Gabius, 1989). La
relacién DOzsonm/ DO2sonm de esta fraccion sugirié la presencia de DNA, lo
cual se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa.

Cuando esta fraccion se sometié a cromatografia de exclusiéon molecular en
una columna de Superosa 12 HR, se obtuvo un solo pico que correspondia
a un peso molecular mayor de 300.000 y, que ademas, retuvo su capacidad
hemaglutinante. Esto indicaria que la fraccion con actividad
hemaglutinante que eluy6 de la columna de afinidad de agarosa-heparina

es un complejo de alto peso molecular.



Figura 4. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas mediante cromatografia de
afinidad y HPLC. La calle A contiene 2 ng de cada uno de los siguientes
marcadores de masa molecular: albimina bovina (66 kDa), ovoalbimina (45
kDa), gliceraldehido-3-P-dehidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbénica bovina
(29 kDa), tripsinégeno pancreatico bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina de soja
(20 kDa) y a-lactalbamina de leche bovina (14.2 kDa). Calle B, 4 ug de la fraccién
que presenta actividad hemaglutinante eluida de la columna de agarosa-
heparina. Calles C, D y E corresponden a los picos A, B y C respectivamente del
perfil de elucion de HPLC (Fig. 5). Los nameros a la izquierda indican la

posicion y la masa expresada en kDa de los marcadores proteicos.
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Para continuar con la purificacién se sometié a la fracciéon obtenida
mediante cromatografia de afinidad a HPLC en fase reversa en una
columna C4 (Figura 5). Se obtuvieron tres picos que se analizaron por SDS-
PAGE. Cada uno de los picos mostré una sola banda que se correspondié
con una de las tres bandas que presentaba la fraccién anterior (Figura 4).
Los tres picos presentaron actividad hemaglutinante y no revelaron
ninguna banda en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio

indicando, por lo tanto, que no contenian ningtin acido nucleico.
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