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SUMMARY

Fibronectin was purified from buman plasma by affinity chromatograpby under non-denaturating condi-
tions, The method was based on the previously known binding of fibronectin to gelatin. The novel features of this
method are the use of aginine in the elution of fibroneciin from immovilized gelatin (6) and the use of arginine-se -
pharose as second affinity step. The purified protein was bomogeneous as verified by polyacrylamide-gel electropho-
resis. The yield was 60 o/o.

The purpose of this study was to determine the influence of the fibronectin on the aggregation of the plate-
lets in patiens who presente bypoaggregability of the platelets to ADP, arachidonic .acid and collagene. The con-
centration of fibronectin in buman plasma is about 300 mg/liter,

RESUME

La fibronectine a ét¢ purifiée du plasma bumain dans des conditions non-denaturantes, par chromatographie
d’affinité. La methode est bassée sur l'affinité de la fibronectine pour le collagene denaturé ou gélatine. Les nouve-
lles caracteristiques de cette méthode sont I'usage de 'arginine dans I'élution de la fibronectine du collagene immo-
bilisé (6) et l'usage de I'arginine-sepbarose comme deuxieme étape d'affinité. La pureté de la fibronectine est verifi¢e
par électrophorese analytique sur gel de polyacrilamide,

Le propos de ce travail a été 'etude de lincidence de la fibronectine sur les agregations plaguettaires des sujets
qui presentent hipoagregabilité plaquettaire a I’ADP, a l'acide arachidonique et au collagene. La concentration de
fibronectine dans le plasma bumain est 300 mg/litre,

RESUMEN nuevas caracteristicas de este método son: el uso de la

arginina en la elucion de la fibronectina de la gelatina in-

La fibronectina fué purificada del plasma humano movilizada (6) y el uso de la arginina-sefarosa como se-

en condiciones no desnaturalizantes, por cromatograffa  gundo paso de afinidad. La proteina purificada se justifi-

de afinidad. El método estd basado en conocimiento pre-  ca con la electroforesis en gel de poliacrilamida. La pro-
vio de la adhesién de la fibronectina a la gelatina. Las  duccién fué del 60 ofo.
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El propdsito de este trabajo, ha sido el estudio de
lainfluencia de la fibronectina sobre las agregaciones pla-
quetarias, en sujetos que presentan hipoagregabilidad
plaquetaria al ADP, al dcido araquidénico y al coldgeno.
La concentracién de la fibronectina en el plasma humano
es de 300 mg/litro,

PALABRAS CLAVE.- Fibronectina, coldgeno o gelatina
cromatograffa, agregacién plaquetaria.

INTRODUCCION

Es sabido que los habitantes de las grandes alturas
se caracterizan por una incidencia particularmente mode-
rada de accidentes trombdticos tanto arteriales como ve-
nosos. Entre los factores que pueden explicar este fené-
meno, ha sido puesto en evidencia la existencia de un
factor plasmdtico, responsable de la hipoagregabilidad de
las plaquetas (10) de estos sujetos; pues estas plaquetas,
aisladas y resuspendidas en un tampdn conteniendo fi-
brindgeno, calcio y gammaglobulinas mostraban un pe-
rfodo de agregabilidad comparable a la de los sujetos que
viven a nivel del mar.

En 1974, Kleb (1) descubrié una proteina sérica
necesaria para la fijacion de las células BALB 3T3 trans-
formadas por virus SV40 a superficies recubiertas de co-
ligeno y que en ausencia de suero, esta fijacidén no se
producfa. Esta observacién llevd a la separacion de una
glicoproteina de peso molecular 440.000 daltones, pre-
sentdndose bajo la forma de un dfmero compuesto de
dos subunidades de peso molecular 220.000 cada una,
asociadas por puentes disulfuro, Esta glicoproteina ha
sido identificada bajo el nombre de FIBRONECTINA
(2), identificada en la superficie de numerosas células,
entre ellas los fibroblastos (3), las células epiteliales (4)
y las endoteliales (5) estas Gltimas las sintetizan y las se-
cretan a la matriz extracelular.

Se ha hecho este estudio con el fin de observar si
existe una posible deficiencia de fibronectina en los su-
jetos que presentan hipoagregabilidad plaquetaria a los
diferentes inductores y de esta manera relacionar ambas.

Para ello se han estudiado en una primera etapa,
sujetos que viven a nivel del mar. Nuestro interés radica
en complementar el estudio en sujetos de la altura.

Este trabajo comprende dos partes:

1.— Purificacién de la fibronectina plasmitica y su do-
sage en el plasma.
2.— Estudiode la agregacién plaguetaria con diferentes

inductores en presencia de plasma desprovisto de
fibronectina.

METODOS

El trabajo se realiz6 en 13 sujetos normales, en su
mayorfa donadores de sangre.

Purificacion.- La fibronectina ha sido purificada por cro-
matograffa de afinidad (6), siguiendo las siguientes eta-

pas.:

10— Cromatograffa del plasma sobre una columna de
sefarosa 4B (S4B)

20— Cromatograffa de afinidad sobre gelatina/sefarosa.

30— Cromatograffa sobre arginina/sefarosa.

Todas las operaciones han sido hechas a 220C, con
excepcion de la didlisis a 40C,

El plasma pobre en plaguetas (PPP) fué obtenido a
partir de 50 ml de sangre tomada sobre 5 ml de citrato
trisédico al 3.8 o/o.

Figura 1

& 4 B C
ELECTROFORESIS SOBRE GEL DE

POLYACRYLAMIDA EN PRESENCIA DE S.D.S.
A: Coldgeno de tipo | sirviendo de testigo de migracion

Trimeros & : P.M. 300.000
Dimeros /3 : P.M. 200.000
Cadenas o< P.M. 100.000

B: Fibronectina
C: Fibronectina 4- Beta — Mercaptoetanol.
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La sangre fué centrifugada a 1000 rpm 15’ a tem-
peratura de 159C; se separd el sobrenadante plasmitico
rico en plaguetas (PRP) con el que se realizaron todas las
pruebas de cromatografia para obtener la fibronectina.

La pureza de la fibronectina fué verificada por
electroforesis analftica. La electroforesis sobre gel de po-
liacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS), suministra un excelente método para la caracte-
rizacién de las proteinas (7). El peso molecular de una
proteina es determinado por comparacién de su movili-
dad electroforética con la de las proteinas testigo de pe-
so molecular conocido.

El plasma obtenido después del paso sobre la co-
lumna de sefarosa/gelatina, es desprovisto de fibronecti-
na. Luego fué utilizado para los estudios de agregacion
plaguetaria.

RESULTADOS

Se puede ver en la Figura 1, que la fibronectina
no presenta mds que una sola banda. Después de reduc-

cién por el beta-mercaptoetanol, se obtuvo una banda de
peso molecular aproximadamente de 200.000 daltones.

Por esta técnica se recuperd 0.49 mg. de fibronec-
tina por ml de plasma de partida (promedio de 13 puri-
ficaciones). Esto es muy préximo de los resultados de
Vuento y Vaheri, ya que ellos obtienen 0.45 mg de fi-
bronectina por ml de plasma de partida.

Dosage de la fibronectina en el plasma.- Segunda técnica
de Laurell (8).

El dosage se efectud por inmunoelectroforesis. Es-
to nos ha permitido dosificar directamente después de la
concentracién, la fibronectina eluida de la columna de
sefarosa/gelatina.

Estudio de la agregacion plaquetaria en plasma despro-
visto de fibronectina.-

La agregacién estudia la respuesta de las plaquetas
a diferentes agentes agregantes, midiendo las variaciones

CUADRO 1|
MEDIO DE RESUSPENSION INDUCTOR VOLUMEN VELOCIDAD DE
DE PLAQUETAS ANADIDO AGREGACION PLAQUETARIA
PPP citratado ADP 10-6M 40 ul 150/
ADP 10-5M 5ul 22 ofo
Acido araquidénico 4 ul 29 oo
(20 mg/ml)
Colageno (500 mg/ml) 50 ul -
Coldgeno 100 ul 40 ofo
PPP Sefarosa 4B ADP 10-6M 40 ul -
ADP 10-5M 5ul 16 o/o
Acido araquidénico 8ul 16,5 ofo
Coldgeno (500 mg/ml) 100 ul 17 ofo
PPP desprovisto de ADP 10-6M 40 ul 0.3 o/o
fibronectina ADP 10-5M 5ul 0.3 o/o
Acido araquidonico 8ul 0.450/0
Coligeno 100 ul 0
PPP desprovisto de ADP 10-6M 50 ul 23 ofo
fibronectina + 80 ug ADP 10-5M 10 ul 33 ofo
fibronectina (100 ul/ Acido araquidénico 8ul 38.5 ojo
0.3 ml de PPP) Coldgeno 100 ul 22.5 ofo

Porcentaje de las agregaciones plaguetarias.
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de turbidez del medio en el cudl las plaquetas estdn en
suspensién (plasma o tampén).

METODO

La sangre es tomada sobre anticoagulante ACD
pH4, 5 (1 vol/6 - vol de sangre). Este anticoagulante es
usado solamente para aislar y lavar las plaquetas, puesto
que en las otras determinaciones se usé citrato trisédico
al 3.8 o/o.

La prueba de la agregacién plaquetaria fué realiza-
da por el método turbidimétrico de BORN (9) a 370C
bajo agitacién continua.

Medida de la agregacion.-

Agregaciones inducidas por el ADP, 4cido araqui-
dénico y coldgeno. La agregacién comienza al afia-
dir en las suspensiones de las plaquetas, el ADP
(106 a 10-5 M) (5ul, 10ul, 20ul); el &cido araqui-
dénico (4ul, 8ul) y el coldgeno de tipo 111 (50 ul
y 100 ul).

La agregacién se traduce por un aumento de la
transmisién oOptica del haz luminoso a través de la
cubeta, aumento registrado sobre un registrador
acoplado al agregémetro.

RESULTADOS

El Cuadro | muestra que las plaguetas resuspendi-
das en plasma desprovisto de fibronectina; no reaccio-

nan con los diferentes inductores de la agregacién. En
cambio cuando la fibronectina aislada es afiadida a este
plasma, se recupera la actividad inicial en un 46 o/o que
se traduce en la velocidad de la agregacién plaquetaria.

De esta manera corroboramos anteriores observa-
ciones en sentido de que, la fibronectina purificada es ne-
cesaria para la agregacién plaquetaria.

DISCUSION

Segln nuestros estudios, la fibronectina desempefa
unrolen la agregacidn plaguetaria, por cuanto las plague-
tas sangufneas normales resuspendidas en plasma despro-
visto de fibronectina, pierden su agregabilidad a los
principales agentes agregantes (ADP, AA, coldgeno) pe-
ro la recuperan luego de la adicién de fibronectina purifi-
cada a estos plasmas.

Se puede entonces considerar que los plasmas de
los sujetos que viven en la altura y que presentan una hi-
poagregabilidad plaquetaria, pueden presentar una tasa
de fibronectina disminufda. Estudio que verificaremos
préximamente, purificando y determinando por inmu-
noelectroforesis la fibronectina plasmdtica de estos suje-
tos y verificando si se obtiene una agregabilidad normal
de sus plaquetas, después de la adicién a su plasma de fi-
bronectina humana purificada.
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