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Eight lectins specific for different “I-labelled carbohydrates were employed to study
the effect of the neuraminidase, a-galactosidase, and ^-galactosidase enzymes on the
glycoproteins and terminal carbohydrates of platelet membranes. Neuraminidase was
seen to cause a decrease in molecular weight, as measured by polyacrylamide gradient
electrophoresis, in glycoproteins lib and III; this was apparently due to an almost 50 %
decrease in N-acetyl-D-glucosamine terminals. At the same time, new D-mannose and
D-galactose terminals became accessible to the lectins. The a- and -p-galactosidases did
not seem to affect the molecular weight of the glycoproteins appreciably, though the
N-acetyl-D-glucosamine terminals decreased and D-galactose debris increased; dif­
ferences were observed in the effects of both enzymes. The results confirm that
N-acetyl-D-glucosamine, D-mannose and D-galactose are the most abundant membrane
carbohydrates and suggest that the first is found as a terminal whereas the others must
also be located in the internal zones of the glycoproteins.
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^-galactosidase.

Las primeras observaciones de la mem­
brana plaquetaria, efectuadas por micros-
copia electronica, ya mostraron gran
abundancia de hidratos de carbono (gli-
cocalix) que se prolongaban mas de
200 A de la superficie externa (1). En la
membrana plaquetaria existe un numero

* A quien debe dirigirse la corresponden-
cia: Departamento de Fisiologia Animal. Fa-
cultad de Biologia. 37008 Salamanca.

indeterminado de glicoprotemas, algunas
de ellas involucradas en la adhesion pla­
quetaria con el subendotelio vascular
(glicoprotema lb) (2, 6, 19) y en los fe-
nomenos de agregacion plaquetaria (gli­
coprotemas lib y III) (6, 18); su puri-
ficacion ha permitido conocer su elevado
porcentaje glucidico (2, 13, 16). El mar-
cado caracter anionico de la membrana
se debe mayoritariamente al acido sialico,
de glicoprotemas y glicolipidos (15). Las
lectinas, por unirse espccificamente a 
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glucidos, se han aplicado a la caracteri-
zacidn de glicoprotefnas, tanto solubles
como con funcidn estructural y recep-
tora (10, 11), habidndose detectado asf
en la membrana externa plaquetaria una
elevada proporcion de D-manosa, N-ace-
til-D-glucosamina y D-galactosa (12).

El objeto de este trabajo es identificar
nuevos componentes glucidicos en la
membrana plaquetaria mediante la uti-
lizacidn conjunta de enzimas hidroliticos
especfficos y de lectinas.

Material y Metodos

Obtenci6n de plaquetas. Se obtuvo
plasma rico en plaquetas, a partir de san-
gre venosa de sujetos normales, por cen-
trifugacidn a 150 g, 20 min, a tempera­
ture ambiente. Las plaquetas se separaron
del plasma por elucidn cromatografica
en Sepharosa 2B (Pharmacia), con tam­
pon Tris-CIH 0,01 M de pH 7,5; 0,15 M
CINa; 0,0025 M EDTA y.200 jig/ml
apirasa (Sigma) (20).

Tratamiento de plaquetas con neura-
minidasa, u^galactosidasa y fi-galactosi-
dasa. Alfcuotas de suspension con 10°
plaquetas/ml se incubaron a 37°C con
10 U de neuraminidasa de Vibrio cho-
lerae (Sigma) durante 15 min (14); o con
0,6 U de a-galactosidasa (Sigma) durante
30 min; o con 0,2 U de 0-galactosidasa
(Sigma) durante 30 min. Despuds de la
incubation se centrifugaba dos veces a
2.000 g, durante 10 min a 4°C, y el se-
dimento de plaquetas se resuspendia en
el volumen initial del medio de elution.

Marcaje de plaquetas con I115. Las
plaquetas (lO^/ml) se marcaron con
0,2 mCi de NaI12S (Amersham) median­
te el enzima lactoperoxidasa (17).

Electroforesis en gradiente de poliacril-
amida. Se bas6 en la tecnica de Laemm
LI (7), aplicada a placas de poliacrila- 

mida en gradiente del 4-30 %. Las
plaquetas marcadas con I125 se solubili-
zaron y redujeron con tampdn Tris-CIH
0,0625 M; pH 6,8; 2 % SDS; 10% gli-
cerol; 5 % DTT; 0,001 % de azul de
bromofenol, durante 30 min a 37°C y
2 min a 100°C. La electroforesis se efec-
tuo con muestras de 50 /ig, a 25 mA por
placa (8 X 7 X 0,2 cm). Los pesos mo-
leculares se determinaron por compara-
cion con patrones conocidos: c^-macro-
globulina, apoferritina, catalasa, cerulo-
plasmina y albumina La radiactividad
de las bandas electrofortiicas se deter­
mind por contaje de las fracciones de gel
cortadas a 0,5 mm, en contador de ra-
diaciones gamma.

Inmunoelectroforesis bidimensional. Se
siguid la tecnica de Laurell (9), con
muestras de 10 /d de suspensidn de pla­
quetas marcadas (10 mg/ml), en placas
de agarosa tipo I (Sigma) al 0,75 %, uti-
lizando 175 /d de antisuero de conejo
contra membranas plaquetarias.

Autorradiografias. Las placas de in­
munoelectroforesis bidimensional. (BIE)
se autorradiografiaron con pelfcula Valca
Rdpida 90, durante 1-12 h a —80°C.

Marcaje de lectinas con ltts. Las lec­
tinas de Concanavalina A (ConA), Rici-
nus comunis II (RCA H)} Triticum vul­
garis (WGA), Tetragonolobus purpureus
(TP), Pisum sativum (PS), Lens culinaris
(LC), Dolichos biflorus (DB) y Fitohe-
maglutinina P (PHA) (Sigma) (10 mg/ml)
se marcaron con 0,2 mCi de Nal125 por
la tecnica de la lactoperoxidasa (3, 4).
El I125 libre se separd por cromatografia
en Biogel P-100 (Pharmacia) con tam­
pon Tris-CIH 0,01 M de pH 7,5, con
0,1 % de albumina bovina. La proteina
se detccto con un Uvicord HI (LKB).

Marcaje de plaquetas con lectinas IItB.
Las plaquetas controles y las sometidas
a la action de enzimas (30 X 10®/100 pl) 
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se incubaron con ocho concentraciones
distintas de cada lectina iodada (100 /d),
durante 45 min, a temperature ambiente.
La lectina iodada no ligada a las celulas
se elimin6 por dos centrifugaciones suce-
sivas a 2.000 g, 10 min, a 4°C. La in-
corporaci6n de radiactividad a las plaque-
tas se midi6 en c.p.m.

Valoraci6n del numero de moleculas
de lectina ligadas a las plaquetas. Se
aplic6 la tecnica de Steck y Wallach
(21). La cantidad de proteina lectinica
medida a 280 nm, se convirtio en mg/ml.
A partir de la radiactividad incorporada
se conocfa la concentration de lectina
unida a las plaquetas y sabiendo el
peso molecular de las lectinas emplea-
das (ConA: 110.000, WGA: 35.000,
RCA H: 120.000, TP. 120.000, PS:
53.000, LC: 48.000, DB: 140.000 y
PHA: 110.000), se calculaba el corres-
pondiente numero de moles, y el consi-
guiente numero de moleculas de lectina
fijadas por celula.

Resultados

Primeramente se estudiaron los efectos
enzimaticos de la neuramidasa, a-galacto-
sidasa y 0-galactosidasa sobre los com-
ponentes glucidicos, mediante las ocho
lectinas. Se obtuvieron las grdficas de la
cinetica de saturati6n de los receptores
plaquetarios por moleculas de lectina en
plaquetas controles y en plaquetas some-
tidas a la accidn de las enzimas. La re­
presentation grafica de las dobles inver-
sas (fig. 1) dio una recta cuya intersec­
tion con ordenadas representa el inverso
del valor maximo de moldculas de lec­
tina ligadas por plaqueta y la intersection
en abscisas da idea de la afinidad (K),
que es el valor inverso de la constante
de asociacion. En la Tabla I se indican
los valores medios correspond icntes a los
siete experimentos realizados para cada 

caso, con su desviatidn estandar y la
signification estadistica (t de Student) de
sus diferencias con los valores control.
La incubation con neuraminidasa reduce
casi en un 50 % la fijacion de WGA a
la membrana plaquetaria, mientras que
incrementa algo la fijacion de ConA, DB
y RCA II.

El tratamiento de plaquetas con <x-ga-
lactosidasa y 0-galactosidasa produce un
ligero descenso en la fijacion de WGA,
con aumento de la union con RCA II.
La a-galactosidasa no modifica la union
de ConA, pero aumenta la de TP. La
0-galactosidasa provoca el descenso de
la fijaci6n de LC y PS, sin que vane la
de ConA, e incrementando la de DB.

Se investigo luego el efecto de las en­
zimas sobre las glicoproteinas de la mem­
brana plaquetaria, consideradas como
receptoras de las lectinas. Para ello se
estudio: a) el efecto hidrolitico sobre las
glicoproteinas de plaquetas controles mar-
cadas con I125 (fig. 2a), y b) efectuada
la incubation enzim&tica, se marcaban
las plaquetas con I125, investigando las
posibles diferencias entre unas y otras
membranas mediante electroforesis (figu­
re 2b). La hidrdlisis con la neuramini­
dasa afecta a las glicoproteinas Hb y HI,
cuyos pesos moleculares descienden de
128.000 y 120.000 a 122.000 y 90.000
respectivamente (fig. 2a). El marcaje pos­
terior a la incubaci6n enzimatica mues-
tra un ligero incremento en la iodation
de estas glicoproteinas, que mantienen al-
teradas sus movilidades electrofordticas
(fig. 2a). La tx- y 0-galactosidasa no al-
teran de forma ostensible a las glicopro­
teinas (fig. 2a) que conservan pesos mo­
leculares semej antes al control. El mar­
caje posterior a la incubation produce
ligeros incrementos en la incorporation
radiactiva de algunas glicoproteinas (fi­
gure 2b).

El estudio de las glicoproteinas por
B1E (fig. 3) permite apreciar que la neu­
raminidasa provoca un incremento en la
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Fig. 1. Enlace de l'u-lectlnas a plaquetas.
Se incubaron a tempcratura ambiente, durante 45 min, 30 X 10a plaquetas/100 pl con 8-120 pg
do I^-Con A (Concanavalina A), 19-290 pg de I^-RCA II (Ricinus comunis II), 2-32 pg de
I^-WGA (Triticum vulgaris), 10-150 pg de I^-TP (Tetragonolobus purpureus), 8-13-1 pg
de I“-PS (Pisum sativum), 8-125 pg de I^-LC (Lens culinaris), 10-155 pg de I“-DB (Dolichos
biflorus) y 7-108 pg de I,=!-PHA (Fitohemaglutinina). (-------- ) Plaquetas controles, (------- )

Tratadas con neuraminidasa, (••••) a-galactosidasa, (- —) 0-galactosidasa.

altura de la inmunoprecipitacion de la
glicoprotema lib, mientras que no se
aprecian alteraciones con las otras hidro-
lasas.

Discusion

La neuraminidasa se ha empleado an-
teriormente en estudios de la membrana
plaquetaria (14), como paso previo en
el marcaje de la membrana con I125 por
el metodo de la galactosa-oxidasa, a fin
de eliminar el acido sialico y otros com-
ponentes gluci'dicos unidos a el, dejando 

libres restos de galactosa (19). El efecto
hidrolftico del enzima provoca una dis-
minucion en los pesos moleculares de las
glicoprotemas lib y III, que puede atri-
buirse a la drastica disminucidn del nu-
mero de moleculas de N-acetil-D-gluco-
samina (componente del acido sialico),
que la neuraminidasa hidroliza especffi-
camente en la membrana plaquetaria (5)
y en otros tipos de celulas (8) y que en
el presente estudio puede evaluarse en un
50 %,. de acuerdo con el descenso en la
capacidad de fijacion de la lectina WGA,
especifica de este amino-azucar. Con la
hidrblisis, quedarfan al descubierto mo-
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a b

Fig. 2. Incorporaclon de radiactividad lus en
las glicoprotelnas de la membrana p/aquetaria
tras electroforesls en gradients de acrilamida.
a) marcado anterior a la incubaci6n enzimA-
tica; b) marcado posterior a la incubaci6n en-
zimAtica. Plaquetas control (Con), tratadas con
neuraminidasa (Neur), con a-galactosidasa
(a-gal) y 0-galactosidasa (0-gaI). l-fibrin6geno,
2-glicoprotelna Ia,3-glicoproteina Ila, 4-glico-
protoina Iba, 5-glicoproteina Uba, 6-glicopro-
teina III y 7-glicoproteina IIb£ y/o glico-

protelna Ibp.

Fig. 3. Autorradiografia de inmunoelectrofore-
sis bidimensional de plaquetas control (a) y
de plaquetas tratadas con neuraminidasa (b),

■a-galactosidasa (c) y ^-galactosidasa (d).
GpIIb: glicoproteina lib, GpIII: glicoprotei-

na ID.

leculas de D-manosa y D-galactosa, an­
tes inaccesibles por la masa de acido sia-
lico, como sugiere la mayor fijacion de
ConA y RCA II, lectinas especfficas para
esos azucares, lo que coincide coil su ele-
vada proporcion en glicoprotelnas puri-
ficadas (2, 13, 16). Por otro lado, la eli-

Tabla I. Moleculas de lectina ligadas por plaqueta (X 10s).
Ntimero de receptores lectinicos de plaquetas controles y tratadas con neuraminidasa, a-galac­
tosidasa (a-Gal) y con p-galactosidasa (p-Gal). Grado de significaci6n de diferencia con

el control scgun la t de Student (p < 0,01: ♦), N — 7.

Lectina Control Neuraminidasa “-Gal. 0-Gal.

Con A
LC
PS
RCA II
PHA
WGA
TP
DB

3,68 ±0.19
0,61 ± 0,05
0,82 ± 0,07
2,48 ± 0,12
0,38 ±0,11
2,85 ± 0,14
0,31 ± 0,05
0,75 ± 0,08

4,09 ± 0,26*
0,64 ± 0,05
1,02 ± 0,12*
3,98 ± 0,13*
0,46 ± 0,08
1,57 ± 0,09*
0,39 ± 0,04
0,84 ± 0,05*

4,03 ± 0,25
0,53 ± 0,07
0,80 ± 0,08
4,61 ± 0,10*
0,48 ± 0,11
2,54 ± 0,07*
0,42 ± 0,05*
0,83 ± 0,04

3,66 ± 0,25
0,42 ± 0,08*
0,52 ± 0,06*
3,34 ± 0,16*
0,48 ± 0,11
2,39 ± 0,13*
0,36 ± 0,06
0,92 ± 0,05*
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minacion de los terminales glucfdicos
externos facilita la fijaci6n del I126 por
los restos tirosina de la glicoprotefna, lo
que explicaria el incremento de radiac-
tividad de las bandas electroforeticas co-
rrespondientes a las glicoprotefnas lib
y III, al ser marcada la membrana des­
pues del tratamiento con neuraminidasa:
La elimination de algunos terminales glu-
tidicos en la glicoprotefna lib facilitaria
la reaction inmunologica con el antisue-
ro, lo que podrfa explicar el incremento
en la altura de su inmunoprecipitaci6n
en la BEE.

El efecto de las a- y 0-galactosidasas
no provoca alteraciones de las glicopro­
tefnas, detectables por electroforesis; sin
embargo ambas enzimas deben hidrolizar
tambien terminales de N-acetil-D-glu-
cosaminasa (cambios en la fijajcion de
WGA) dejando al descubierto D-galacto-
sa (aumento de fijacion de RCA II), Io
que asemeja su action a la de la neura­
minidasa, pero a un nivel mds superficial
de la membrana. La 0-galactosidasa pa-
rece eliminar terminales D-manosa (dis-
minuye la fijacion de ConA) sin que sea
detectable la aparicion de nuevos termi­
nales, quiza porque estos tengan una lo­
calization inaccesible a las lectinas. El
aumento de union de DB, especffica para
terminales de N-acetil-D-galactosamina,
por la action de la 0-gaIactosidasa y de
TP, especffico de L-fucosa, por efecto de
la a-galactosidasa, manifiestan diferencias
de ambas enzimas en su action sobre la
membrana plaquetaria.

Los resultados evidencian que la mem­
brana plaquetaria posee gran abundan-
cia de glucidos, -de los que la N-acetil-
D-glucosamina parece estar situada al
menos preferentemente como terminal
externo, mientras que la D-manosa y la
D-galactosa deben encontrarse tanto en
terminales, como en niveles internos del
componente glucfdico de las glicoprotef­
nas. Por ultimo, la L-fucosa y la N-acetil-
D-galactosamina deben variar en su loca­

lization y se encuentran en menor pro­
portion en la membrana.

Resumen

Mediante ocho lectinas especificas para di-
versos gldcidos, marcadas con I123, se estudia
el efecto de las enzimas neuraminidasa, a-ga­
lactosidasa y 0-galactosidasa sobre las glico-
proteinas y glticidos terminales de la membrana
plaquetaria. La neuraminidasa provoca un des-
censo del peso molecular, medido por electro­
foresis en gradiente de poliacrilamida, en las
glicoprotefnas nb y in, que parece ser debido
a la disminucidn en casi un 50% de los ter­
minates de N-acetil-D-glucosamina, al tiempo
que pasan a ser accesibles a las lectinas nuevos
terminales de D-manosa y D-galactosa. Las en­
zimas a- y 0-galactosidasa no parecen afectar
apreciablemente al peso molecular de las glico­
protefnas, aunque disminuyen los terminates de
N-acetil-D-glucosamina y aumentan los restos
de D-galactosa; se observan diferencias en los
efectos de ambas enzimas. Los resultados con-
firman que N-acetil-D-glucosamina, D-manosa
y D-galactosa son los monosacAridos mAs abun-
dantes de la membrana plaquetaria y sugieren
que el primero se encuentra como terminal,
mientras que los otros deben estar tambidn en
zonas internal de las glicoprotefnas.
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