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Resumen

El complejo de lectinas con afinidad por heparina, de placenta ovina se

purificó mediante cromatografía de afinidad en columna de agarosa­

heparina.Su por SDS-PAGEreveló la presenciade tres bandas

proteicas cuyos pesos moleculares fueron 13.000, 15.000 y 17.000 y la

electroforesis en gel de agarosa confirmó la presencia de DNA. Los

componentes proteicos del complejo se separaron mediante HPLC en fase

reversa. La concentración inhibitoria mínima de distintos azúcares fue

sig'm'ficativamente diferente para el complejo lectínico y las proteínas que

lo componen por separado, sugiriendo cambios en la afinidad luego de la

unión a DNA. La especificidad de la actividad hemaglutinante permitió la

caracterización de la fracción que presenta un peso molecular de 13.000

como la lectina con afinidad por heparina. Esta proteína se identificó como

lahistonaH4mediante de su secuenciainterna,indicandoqueesta

histona es la responsable de la afinidad por heparina del complejo. Las

proteínas acompañantes fueron tentativamente identificadas como las

histonas H2A y H2B.
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INTRODUCCION



Los glicosaminoglicanos y los proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son poljsacáridos naturales complejos

formados por unidades repetidas de un disacárido. Este disacárido está

compuesto por una hexosamina, que puede ser tanto D-glucosamina como

D-galactosamina, y un ácido hexurónico, ya sea ácido D-glucurónico o

ácido L-idurónico. Una excepción es el queratán sulfato que en vez de

ácido hexurónico contiene galactosa. Al menos uno de los azúcares 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-sulfatación. Dentro de este grupo los galactosaminoglicanos condroitín

sulfato y dermatán sulfato, el queratán sulfato, el ácido hialurónico y los

glucosaminoglicanos heparán sulfato y heparina son sus más importantes.

exponentes (Figura 1. Stryer, 1995).

COO" CHZOSO3" CHZOSO3“
o o o

H o HO H O_ H \H
H H H OH H _

o H H H l o

H OH H NHCOCH, H NHSO;
Chondroitin G-SuIÍate

Figura 1
Fórmula estructural de las
unidades de disacárídos que
se repiten en algunos de los
GAGs más importantes. NHCOCH-¡

Dermatan sulfate Hyaturonate
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A excepción del ácido hialurónico, éstas cadenas de polisacáridos se unen

covalentemente a un "core" proteico para conformar los proteoglicanos

(PGs),moléculas constituyentes de la mayoría de las células de mamíferos.

El número de cadenas de GAGs unidas al "core" proteico (generalmente

en un residuo de serina) puede variar desde uno hasta más 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 gránulos secretorios. Su actividad

biológica es muy variada y abarca desde funciones de soporte, esenciales

para la integridad estructural de varios tejidos conectivos, hasta procesos

celulares complejos como ser adhesión, movilidad y proliferación celular,

así como también diferenciación y morfogénesis de tejidos. Estos efectos

dependen muchas veces de la unión de proteínas a las cadenas de GAGs.

La asociación GAG-proteína puede deberse tanto a interacciones de baja

afinidad y especificidad, como ser interacciones electrostáticas, como a

interacciones altamente específicas y de alta afinidad que involucran una

porción del polisacárido de estructura conservada.

Cabe mencionar que en algunos casos, como ser las actividades

anticoagulantes y antiproliferativas de la heparina/heparán sulfato, los

GAGs se encuentran en una forma libre, es decir no se hayan unidos a
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ninguna proteína. Sin embargo, la mayoría 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 cartílago), el versican

(PG de fibroblastos), las serglicinas, el receptor de transferrina, el

"lymphocytes homing” receptor, los antígenos de lústocompatibilidad

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

La heparina

Estructura

La heparina está formada por la repetición de un disacárido de

glucosamina y ácido hexurónico cuya secuencia de unión es [(1—)4)a-D­

glucosaminil-(1—>4) B-D-hexuronosil]n donde n=50-150. La glucosamina

puede ser tanto N-acetilglucosamina como N-sulfoglucosamina y el

hexuronato está presente como D-glucuronato o su epímero en C-5, L­

iduronato. La O-sulfatación, que ocurre predominantemente en el C-2 del

ácido idurónico y en el C-6 de la glucosamina y con menor frecuencia en el

C-2 del ácido glucurónico y el C-3 de la glucosamina, agrega una

considerable complejidad estructural al polímero (Kjelleny Lindahl, 1991:



Gallagher y colaboradores, 1992). Los patrones de sulfatación y

epimerización de la heparina y su pariente más cercano, el heparán sulfato,

estarían finamente controlados durante su biosíntesis, y los diferentes tipos

celulares podrían distinguirse por los polímeros que producen (Tumbull y

Gallagher, 1993).

Es interesante mencionar la diferencia entre heparina y heparán sulfato. Se

creía anteriormente que el heparán sulfato estaba totalmente acetilado y

carecía de actividad anticoagulante, pero se sabe en la actualidad que tanto

la heparina como el heparán sulfato contienen glucosamina tanto N­

acetilada como N-sulfatada y que además ambos polisacaridos pueden

desplegar o no actividad anticoagulante. En general, la heparina contiene

más grupos N- y O-sulfatados y una proporción mayor de iduronato. En

cambio el heparán sulfato contiene más residuos de N-acetilglucosamina y

ácido glucurónico. Para no caer en una distinción basada sólo en datos

cuantitativos, Kjellen propuso en 1991 que el término "heparina" se

reservara sólo para el glucosaminoglicano componente de 1aserglicina, un

PG intracelular sintetizado por los mastocitos, y que todos los otros GAGs

relacionados se designaran como "heparán sulfato”.

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

formación de un precursor no sulfatado, el heparán. Al igual que todos los
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GAGs (con excepción del ácido hialurónico) la heparina se sintetiza como

un PG, es decir unida a un “core” proteico. Mediante una serie de

modificaciones, que incluyen la N-desacetilación, N- y O-sulfatación y la

epimerización, el heparán se convierte en heparina (Lindahl, 1989). Cabe

mencionar que en cada paso se modifican sólo una parte de los potenciales

sustratos, lo que provoca un alto grado de diversidad en estas moléculas

(Gallagher y colaboradores, 1992).

Actividad Biológica

Se han descripto muchísimos efectos fisiológicos de la heparina desde que

ésta fuera descubierta hace alrededor de 80 años.

Lo que primero se describió y mejor se caracterizó fue sin duda su

actividad como anticoagulante. La heparina se une a la antitrombina III

(AT-III)y acelera más de mil veces la velocidad con que ésta se une a la

trombina, inhibiendo la acción proteolítica de la trombina sobre el

fibrinógeno y por lo tanto atenuando la coagulación. (Lindahl y

colaboradores, 1984).

Pero tanto la heparina como el heparán sulfato poseen muchas actividades

biológicas que no se relacionan para nada con la coagulación. Estas

actividades incluyen la habilidad de modular el desarrollo embrionario, el

crecimiento neuronal, la homeostasis de los tejidos, la reparación de
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heridas, la metástasis, la diferenciación celular, la proliferación celular y la

inflamación (Tyrell y colaboradores, 1995).

La terapéutica tradicional ha enfatizado las actividades anticoagulante,

antitrombótica 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 áreas tradicionales y, más

especificamente, en el control de procesos inflamatorios (Tyrell y

colaboradores, 1995).

Proteínas que unen heparina

La heparina se une a una gran variedad de proteínas dentro de las que se

encuentran citokinas proinflamatorias, factores de crecimiento, proteínas

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 proteínas mediante interacciones electrostáticas entre los grupos

polianiónicos de la cadena del GAG y aminoácidos con carga positiva de la

proteína (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 unión a heparina

es mucho más específica y a veces involucra regiones del polisacárido que

no contienen gran cantidad de grupos sulfato.

Tabla I. Proteínas que unen heparina.

Citokinas

Factor 4 plaquetario

NAP-1 (Interleukina-S)

NAP-2

Proteínas inflamatorias de

macrófagos (MIP-1a y MIP-lB)

ENA-78

1-309

RANTES

Proteína quimioatractante de

monocitos 1 (MCP-1)

Proteínas de matriz extracelular

Laminina

Trombospondina

Colágenos

Fibronectina

Vitronectina

Factores de crecimiento

Factor de crecimiento básico de

fibroblastos (bFGF)

Factor de crecimiento ácido de

fibroblastos (aFGF)

Factor de crecimiento de

fibroblastos del sarcoma de Kaposi

Factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento transformante

B (TGF-B)

Factor de crecimiento de endotelio

vascular (VEGF)

Factor de crecimiento de hepatocitos

Enzimas

Superóxido dismutasa

Catepsina G

Elastasa
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Hasta el presente, el mejor ejemplo de interacción específica entre

heparina/heparán sulfato y un ligando proteico es la interacción de un

pentasacárido presente en la heparina y en algunos heparán sulfatos (por

ejemplo, un PG de la superficie celular de las células endoteliales que

recubren los capilares sanguíneos) con 1a AT-III (Figura 2. Tyrell y

colaboradores, .1995). Sólo un tercio de las cadenas de heparina en

preparaciones estándar contienen esa secuencia. El pentasacárido contiene

un único disacárido, ácido B-D-glucurónico (1-)4) a-D-glucosamina-N-, 3­

O, ó-O-sulfato, -siendo el grupo 3-O-su1fato de la D-glucosamina crítico

para la unión con la AT-III. Además, los grupos N-sulfatos de los

monosacáridos C y E y el grupo 6-O-su1fato del monosacárido A, son

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

r3?” o r°2°í o \ oloco UOC-2 oOH o OH I OH 0/ OH V oso3 \O/ OH V OH OOJM

ÑHSO; OH K ÑHAC OH NHso; Oso; NHSO3'/ Oso;

A B C D E
Figura 2. Secuencia del octasacárido de heparina que se une a la AT-Ill. La secuencia pentasacárida de heparina/heparán
sulfato que se une con alta afinidad a la AT-Ill se encuentra entre paréntesis. Los monosacáridos A, C y E son D­
glucosaminas sulfatadas, el monosacárido Bes ácido D-glucurónicoy el monosacárido D es 2-0-su1fato-L-iduronato.
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Las lectinas

La gran cantidad de implicancias funcionales de la glicosilación de

proteínas y lípidos han constituido un incentivo para su investigación en la

última década. En la actualidad, está bien establecido el rol de los azúcares

como recipientes y transmisores de información, función reservada

exclusivamente para ácidos nucleicos y secuencias peptídicas sólo unos

años atrás. Notablemente, el potencial del código glicosídico para

almacenar información sobrepasa en gran medida la capacidad de los otros

dos sistemas bioquímicos (Laine, 1997). Si tenemos en cuenta que los

carbohidratos pueden ser modificados mediante la introducción de grupos

sulfato, fosfato u O-acetilos la cantidad de posibles oligómeros es aún

mayor. Por lo tanto, la búsqueda de moléculas receptoras que traduzcan el

lenguaje de los azúcares en efectos biológicos es el paso siguiente al

estudio de los glicoconjugados.

La familia de estos receptores se divide en enzimas involucradas en la

utilización de azúcares y degradación de glicoconjugados, anticuerpos y

proteínas que unen carbohidratos y que no son ni enzimas ni

inmunoglobulinas. Las proteínas pertenecientes a este último grupo han

sido designadas como lectinas (Barondes,1988). Estas proteínas se
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encuentran en muchísimos organismos y están involucradas en una gran

cantidad de procesos biológicos tales como migración de leucocitos,

reconocimiento célula-Célula, adhesión a la matriz celular, eliminación de

proteínas de la circulación sanguínea, fagocitosis, translocación intracelular

de glicoproteínas y "splicing" de pre m-RNAs entre otros (Kojima y

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 sólo proteínas

vegetales. Durante las últimas décadas se ha descripto un gran número y

una gran diversidad de lectinas animales, y por lo tanto se hizo

imprescindible su adecuada clasificación. La clasificación actual se basa en

alineamientos estructurales y distingue 5 grupos principales (Drickamer,

1995):tipo-C, tipo-I, galectinas, pentraxinas y tipo-P. Además, existen otras

proteínas que podrían incorporarse a los grupos anteriores o

eventualmente podrían formar nuevas categorías, dentro de este último

grupo se encuentran las lectinas con afinidad por heparina.

Lectinas tipo-C. Se distinguen porque su unión a azúcares es dependiente

de la presencia de Ca++y porque poseen un motivo estructural común
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formado por 14 aminoácidos invariables y 18 aminoácidos altamente

conservados (Drickamer, 1993). Dentro de esta familia encontramos los

receptores de asialoglicoproteínas de hepatocitos, de testículo y de

macrófagos, todos ellos con afinidad por galactosa y N­

acetilgalactosamina; los receptores de manosa y fosfolipasa A2 de un gran

número 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 glicosídicas que incluyen los

tetrasacáridos sialil Lewis X y sialil Lewis A. La selectina-L interacciona

con una familia de moléculas de adhesión clasificadas como sialomucinas

y finalmente, la selectina-P interacciona con una gran variedad de

carbohidratos requiriendo para su reconocimineto la presencia de carga

aniónica. Tanto la selectina-L como la -P se unen a heparina pero la

selectina-E no lo hace (Tyrell y colaboradores, 1995).

Lectinas tipo-I. Este grupo comparte un motivo estructural que, como fue

descripto inicialmente para las inmunoglobulinas, recibe el nombre de

motivo inmunoglobulina. Ejemplos de esta familia están dados por las

moléculas de adhesión ICAM-l, PECAM-l (CD31) y N-CAM, todas ellas

con afinidad por los GAGs ácido hialurónico y heparina (Gabius, 1997).
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Galectinas. Las lectinas que pertenecen a esta familia son solubles y

comparten una capacidad de unión a B-galactósidos independiente de

cationes. Esta afinidad se basa en la conservación de una serie de

aminoácidos con relevancia para la topología 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 designación debió ser

abandonada ya que los grupos sulfhidrilo libres no son indispensables

para la actividad de muchas galectinas. La función biológica de la mayoría

de las galectinas no se conoce aún con certeza, pero podrían jugar un

importante papel en muchas interacciones célula-célula o célula-matriz

mediante el reconocimiento de carbohidratos específicos. Hasta el

momento se conocen 10 galectinas diferentes en mamíferos. En la

actualidad se reconoce la expresión de galectina-1 en músculo, neuronas,

timo y riñón, así como también la expresión de galectina-3 en células

endoteliales y leucocitos. Recientemente, se identificó a la galectina-3 como

un factor involucrado en el llsplicing” de pre-mRNAs. La galectina-2 se

aisló de tejido intestinal al igual que la galectina-ó y la galectina-L que

además se encontró en estómago, epitelio bucal y esófago. La galectina: ses

halló en keratinocitos y la galectina-S, aparentemente relacionada ::-:. L_=
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galectina-4, se describió en hígado de rata entre otros tejidos (Gabius, 1997;

Tardy y colaboradores, 1996). La galectina-9 aislada de riñón embrionario

de ratón está ampliamente distribuida (Wada y Kanwar, 1997).

Pentraxinas. La configuración pentamérica discóidea de ciertas proteínas

del plasma explica el origen del término "pentraxina”. Se aplica a la

proteína C-reactiva (CRP), cuya única propiedad es la de precipitar el

polisacárido-C somático de pneumococos, al componente amilóideo P del

suero (SAP) y a la proteína femenina de ciertas especies de mamíferos

como hamster o rata. CRP y SAP pertenecen a los reactantes de fase aguda

y parecerían estar involucrados en eventos de defensa temprana del

huésped (Gabius, 1997).

Lectinas tipo-P. Esta familia de lectinas posee afinidad por manosa-ó­

fosfato independiente de cationes. Las lectinas tipo-P son las responsables

de la translocación de las enzimas lisosomales, glicoproteínas que

adquieren en el Cis-Golgiuna marca de manosa-ó-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 plasmática, donde pueden

internalizar otros ligandos como ser la tiroglobuljna, el precursor del factor
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de crecimiento transformante BI (TGF-Bl) y la proliferina, proteína

relacionada con la prolactina (Gabius, 1997).

Las lectinas con afinidad por heparina

En 1979, Kobiler y Barondes describieron una lectina presente en el

músculo de embriones de pollo que interacciona con GAGs, y que

posiblemente, estuviera involucrada en la interacción entre las células

musculares en desarrollo y los componentes de la matriz extracelular.

Años más tarde, en 1981, Ceri, Kobiler y Barondes relacionaron la lectina

de pollo con los FGFs ya que poseen características comunes en cuanto a

afinidad por heparina y tamaño de sus respectivos monómeros. También

se describieron otras lectinas con afinidad por heparina relacionadas con

FGFsprovenientes de hígado de rata y tumores de mamíferos (Roberson y

colaboradores, 1981; Gabius y colaboradores, 1984; Gabius, 1987). A la luz

de estos resultados, Caron y colaboradores postularon en 1988la hipótesis

de la existencia de una relacion funcional entre las lectinas y los FGFS.En

1989,Kohnke-Godt y Gabius rechazaron la hipótesis 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 básico de

crecimiento de fibroblastos (bFGF)su afinidad por heparina, su tamaño y

su punto isoeléctrico, se expresa en gran cantidad, presenta fragmentación

proteólitica en presencia de heparina, su extremo amino-terminal no posee

homología con bFGF y no posee actividad mitogénica sobre fibroblastos

STS.Sin embargo, al año siguiente Eloumani y colaboradores aislaron una

lectina con afinidad por heparina a partir de un extracto soluble de cerebro

humano. Esta lectina está compuesta por tres polipéptidos y está

relacionada inmunológicamente con el factor ácido 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 HZA y H2B. No

obstante, la lectina presenta en su extremo amino-terminal una alta

homología de secuencia con la histona HZB, ambas proteínas retienen

actividad con heparina biotinilada en ensayos de transblot y además

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 proteínas con

afinidad por heparán sulfato a partir de células cancerígenas de pulmón

humano y las caracterizaron como muy relacionadas o idénticas a las

histonas H2A y H2B. En 1993, se purificó a partir de pulmons de

embriones de rata una proteína citostática con afinidad por heparina que

además poseía una alta homología con la histona H2B (Conlit'fe y

colaboradores, 1993) y ya en 1996 la histona H2A.X, que poseía afinidad

por heparina, se caracterizó como un factor de crecimiento secretado por

una línea celular de carcinoma de ratón (lNatabe 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-Pl, NKGZ, Ly49, CD94) y de las

selectinas -L y -P pertenecientes a la familia de lectinas tipo-C y de

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

0 Purificar a homogeneidad las lectinas placentarias ovinas con afinidad

por heparina.

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

9 Identificar a las lectinas mediante la comparación de sus estructuras

primarias parciales con secuencias de proteínas ya conocidas.
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Agarosa-heparina, fenjlmetilsulfonil fluoruro (PMSF), albúmina 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-ó-fosfato, ácido D-galacturónico, ácido poligalacturónico,

heparina, ácido hialurónico, ácido N-acetilneuramínico, carragenanos 7»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 ácido trifluoroacético por Baker Chemical Co.

(Phillipsburg, N], USA). El acetonitrilo es de grado HPLC y todos los otros

reactivos químicos de grado AR.

El tejido placentario ovino fue removido quirúrgicamente, inmediatamente

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

Purificación 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 Omnirnixer 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 y lactosa 0,1 M. El homogeneizado se

centrifugó a 20.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante resultante se

ultracentrifugó a 105.000x g durante 90minutos. Este último sobrenadante

se sembró 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 lavó nuevamente con buffer

Tris-HCl 10 mM, pH 8,6, DTT 2 mM (buffer B) conteniendo NaCl 0,1 M

para eliminar las proteínas con baja afinidad retenidas en la columna. La

elución se realizó mediante un gradiente desde 0,2 hasta 2 M de NaCl en

buffer B. Las fracciones se monitorearon en cuanto a su contenido de

proteínas mediante lectura de absorbancia a 280 nm y en cuanto a su

actividad hemaglutinante por el ensayo de hemaglutinación.

Las fracciones activas se juntaron y se continuó la separación mediante

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)en fase reversa utilizando

una columna Vydac C4(4,6x 250 mm), que fue equilibrada con acetonitrilo

30 % [v/ V],TFA 0,12 % [V/ v] en agua (solvente A). La columna se eluyó a

un flujo de 0,7 ml min-1con un gradiente lineal de solvente B (acetonitrilo

65 % [v/ V],TFA 0,1 % [V/v] en agua). Se registró la absorbancia a 215 nm

y los picos se recogieron manualmente.
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Determinación de proteínas

El contenido proteico se determinó mediante el método de Bradford

utilizando albúmina sérica como estándar (Bradford, 1976).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS se realizó

según el protocolo de Schagger y Von Iagow (Schagger y Von Iagow, 1987),

en un Miniprotean II (Bio-Rad).La concentración 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 %,

ácido acético al 10 %. Se utilizó una solución acuosa decolorante con

metanol al 30 %, ácido acético al 10 %.
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Ensayos de hemaglutinación

Una vez obtenida la sangre de conejo por punción venosa, los eritrocitos se

trataron con tripsina y glutaraldehído según el método de Nowak (Nowak

y colaboradores, 1976). Se partió de 50 m1 de sangre fresca recolectada en

medio Alsever que se lavó 4 veces con 5 volúmenes de NaC10,15 M. Luego

se preparó una suspensión de eritrocitos al 4% en buffer de fosfatos 0,1 M,

pH 7,4, NaCl 0,05 M conteniendo 1 mg/ m1 de tripsina. Esta suspensión se

incubó a 37 °C durante 1 hora. Las células tratadas con tripsina se lavaron

luego 4 veces con 5 volúmenes de NaCl 0,15 M y se fijaron en 5 volúmenes

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 fijación con

glutaraldehido se terminó por la adición de 5 volúmenes 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 volúmenes de glicina 0,1 M

en buffer de fosfatos 0,075 M, pH 7,2, NaCl 0,075 M y luego dos veces sólo

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 1a solución proteica en un

buffer de fosfatos 10 mM, pH 7,0, NaCl 15 mM (PBS).Se tomaron 25 ul de



Materiales y Métodos 27

cada una de las diluciones que se mezclaron con iguales volúmenes de

albúmina bovina al 1% en PBSy una suspensión de los eritrocitos tratados

a12,5%en el mismo buffer. Luego de incubar durante 1 hora a temperatura

ambiente se registró 1a aglutinación visualmente. Se tomó como título la

inversa de la máxima dilución de solución proteica que presentó

aglutinación.

En el caso de las fracciones obtenidas por HPLC, el acetonitrilo se evaporó

y luego cada fracción se diluyó al medio con PBS. Luego de incubar

durante 30 minutos a 4 °C se llevó a cabo el ensayo de hemaglutinación

como se describió anteriormente.

Ensayos de inhibición de la hemaglutinación

Los carbohidratos potencialmente inhibitorios se disolvieron en PBS y el

pH se reajustó a 7 en caso de que fuera necesario. Se preincubó una

solución de lectina (título 2) con diluciones al medio seriadas de los

inhibidores durante 1 hora. Luego se agregaron sucesivamente 25 pl de

albúmina bovina al 1% en PBSe igual volumen de una suspensión de los

eritrocitos tratados a1 2,5 % en el mismo buffer. La inhibición de la
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hemaglutinación se registró visualmente luego de 1 hora. En algunos casos

se necesitaron diluciones intermedias del inhibidor para encontrar 1a

concentración inhibitoria mínima, que se define como la máxima dilución

del inhibidor que suprime totalmente la hemaglutinacion.

Cromatografía de exclusión molecular

Las muestras se sometieron a cromatografía líquida rápida para proteínas

(FPLC)a temperatura ambiente en una columna de Superosa 12 HR 10/ 30

(Pharmacia LKB) calibrada con los siguientes marcadores de masa

molecular: azul dextrán (2000kDa), B-amilasa (200kDa), ovoalbúmina (45

kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y citocromo c (12,4 kDa). La columna

se eluyó con PBS a un flujo de 0,5 ml min-1.Se monitoreó la absorbancia a

280 nm del material eluído para determinar su contenido proteico y

también se analizó su actividad hemaglutinante.



Materiales y Métodos 29

Electroforesis en geles de agarosa

Se realizó según el método de Sambrook (Sambrook y colaboradores,

1989). Se utilizaron geles de agarosa a1 1% y buffer Tris-borato 45 mM, 1

mM EDTA (0,5 x TBE).Se disolvieron 20 ul 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

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

Electrotransferencia a membranas de PVDF

La electrotransferencia se realizó según el protocolo de Towbin (1'owbin y

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

prehidrató 10 minutos en metanol. Se sumergió el gel con la proteína 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 realizó a 100 V durante 30 minutos. La

membrana se coloreó con Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,1 %, metanol

al 40 % y ácido acético al 1 % durante 1 minuto. Para decolorar se utilizó

una solución 50 % metanol : 50 % agua. Finalmente se recortaron las

bandas de interés para la posterior secuenciación de las proteínas.

Digestión tríptica

La digestión tríptica se llevó a cabo según el protocolo de Stone (Stone y

colaboradores, 1989). Las muestras utilizadas se llevaron a sequedad en

Speed Vac y luego se resuspendieron en 50 ul de urea 8 M, bicarbonato de

amonio 0,4 M. Se corroboró que el pH se encontraba entre 7,5 y 8,5. Luego

del agregado de 5 ul de ditiotreitol 45 mM se incubó a 50 °C durante 15

minutos. Una vez que la muestra se enfrió a temperatura ambiente, se

agregaron 5 pl de iodoacetamida 100mM. Se incubó durante 15 minutos a

temperatura ambiente y se agregaron 140 ul de agua. Seguidamente se

agregó la enzima (en relación 1:20con el sustrato proteico) en un volumen
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de 5 ul y se incubó a 37 °C durante 24 horas. La reacción se detuvo

mediante congelamiento.

Purificación de los péptidos obtenidos por digestión

tríptica

Los péptidos obtenidos por digestión tríptica 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 elución se realizó a

un flujo de 0,8 ml min-1con un gradiente de 10 a 60 % de solvente B en 70

minutos. Se registró la absorbancia a 215nm y los picos se recogieron

manualmente.
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Secuenciación de los péptidos obtenidos por digestión

tríptica

Los péptidos trípticos seleccionados se aplicaron sobre un filtro de vidrio

cubierto con polibreno y se secuenciaron por degradación de Edman en un

secuenciador automático Applied Biosystems Modelo 477 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). La corrida se realizó según las

instrucciones del fabricante.

Tratamiento ácido 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 utilización de una columna de Bio-Gel P-6Oeluída con HCl 20

mM, NaC1250 mM.

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

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

medición de su actividad hemaglutinante.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Purificación de lectinas de placenta ovina

La cromatografía de afinidad en la columna de agarosa-heparina (Figura 3)

de un homogenato preparado a partir de 20 g de placenta ovina permitió la

obtención de una fracción con actividad hemaglutinante. El contenido

proteico de esta fracción fue de aproximadamente 5 mg.
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Figura 3. Aislamiento de la lectina con afinidad por heparina mediante

cromatografía de afinidad en columna de agarosa-heparina. Las barras

horizontales indican las fraccionesque presentan actividad hemaglutinante.
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El por SUS-PAGEde esta fracción(Figura4) revelóla existenciade

tres bandas de proteína cuyos pesos moleculares eran de 13.000, 15.000 y

17.000 respectivamente. El patrón de bandas no fue afectado por el

tratamiento previo de la muestra con B-mercaptoetanol, indicando que las

proteínas no se hallaban unidas por puentes disulfuro. Cabe mencionar

que el rendimiento y las proporciones relativas de las distintas proteínas

variaron de preparación en preparación, como ya se ha descripto para otras

lectinas con afinidad por heparina (Kohnke-Godt y Gabius, 1989). La

relación DOzóohm/DOzsonmde esta fracción sugirió la presencia de DNA, lo

cual se confirmó mediante electroforesis en gel de agarosa.

Cuando esta fracción se sometió a cromatografía de exclusión molecular en

una columna de Superosa 12 HR, se obtuvo un solo pico que correspondía

a un peso molecular mayor de 300.000y, que además, retuvo su capacidad

hemaglutinante. Esto indicaría que la fracción con actividad

hemaglutinante que eluyó de la columna de afinidad de agarosa-hepan'na

es un complejo de alto peso molecular.
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Figura 4. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas mediante cromatografía de

afinidad y HPLC. La calle A contiene 2 ug de cada uno de los siguientes

marcadores de masa molecular: albúmina bovina (66 kDa), ovoalbúmina (45

kDa), gliceraldehído-3-P-dehidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbónica bovina

(29 kDa), tripsinógeno pancreático bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina de soja

(20 kDa) y oc-lactalbúmina de leche bovina (14.2 kDa). Calle B, 4 ug de la fracción

que presenta actividad hemaglutinante eluída de la columna de agarosa­

heparina. Calles C, D y E corresponden a los picos A, B y C respectivamente del

perfil de elución de HPLC (Fig. 5). Los números a la izquierda indican la

posición y la masa expresada en kDa de los marcadores proteicos.
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Para continuar con la purificación se sometió a la fracción obtenida

mediante cromatografía 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 mostró una sola banda que se correspondió

con una de las tres bandas que presentaba la fracción anterior (Figura 4).

Los tres picos ’presentaron actividad hemaglutinante y no revelaron

ninguna banda en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio

indicando, por lo tanto, que no contenían ningún ácido nucleico.
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Figura 5. Purificación de la lectina con afinidad por heparina de placenta

ovina mediante HPLC en fase reversa. Se utilizó una columna Vydac C4 (4,6 x

250 mm), que fue equilibrada con acetonitrílo 30 % [V/V], TFA 0,12 % [V/V] en

agua (solvente A). La columna se eluyó a un flujo de 0,7 ml mín'1 con un

gradiente lineal de solvente B (acetom'trilo 65 % [V/V],TFA 0,1 % [V/ v] en agua).

Se registró la absorbancia a 215nm y los picos se recogieron manualmente.
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