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This work compares two distinct methods, column and batch, for the purification of fibro
nectin, from different plasma fractions, using gelatin and one of its derivates (Hemoce. Behring).
The yields of both techniques at quantitative as well as qualitative levels (levels of immuno
logically active fibronectin), are evaluated. The data indicate that better conservation of im
munological characteristics is obtained with the use of gelatin derivates (Hcmoce). The plasma
fraction does not have significant influence on the process yields.
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La Fibronectina (Fn) es una glicopro-
teina dimerica de alto peso molecular, que
se encuentra en forma soluble en el plasma
y en otros fluidos del organismo, y en
forma insoluble sobre muchas superficies
celulares, tejido conectivo y membranas
basales (4, 16). Se relaciona con procesos
tan diversos como adhesion, morfologia y
propagation celular, organization del ci-
toesqueleto, hemostasia y trombosis (17).

La infusion de expansores plasmaticos
derivados de gelatina en pacientes, pro
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duce un descenso significative de la tasa de
Fn en plasma (1). Morgenthaler (12) de-
muestra, que expansores de uso chnico
como el Phisiogel, pueden utilizarse para
purificar Fn en condiciones ventajosas.

El proposito de estetrabajo es comparer
los procedimientos de purification utili-
zando gelatina (Ge) y Hemoce (He), a par-
tir de diversas fracciones del plasma, asf
como estudiar las condiciones bajo las que
se mantiene su reconocimiento inmunolo-
gico, dado su interns como protema opso-
nica, y su posible utilidad en la terapeutica
sustitutiva.
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Material y Metodos

Prep aracidn de Sepharosa-Gelatina y
Sepharosa-Hemoce. Sepharosa 4B acti-
vada con bromuro de tiandgeno (CNBr) y
procesada segun las indicaciones del pro
duct© (Pharmacia Fine Chemical Inc), se
unid covalentemente tanto a gelatina
(Merck) como a Hemoce (Behring), redi-
solviendose en ambos casos en un tampon
constituido por CO3HNa 0,1 M, CINa
0,5 M a pH 8,3, en una relation de 10 mg
de protema por ml de gel hidratado. Des
pues de 2 h de incubation a temperatura
ambiente y en agitation continue, se le so-
metid a un ticlo de lavados con el tampon
citado anteriormente. A continuacidn, se
incub o durante dos horas con tampon de
bloqueo (etanolamina 1 M). El exceso de
ligandos no unidos covalentemente se eli-
mino lavando el absorbente altemativa-
mente con soluciones tampon de pH dcido
(acetato sodico 0,1 M, cloruro sodico 0,15
mM, pH 4) y basico (tampon de pH 8,3).

El gel de afinidad fue equilibrado y con-
servado en tampon PBS (CINa 0,1 M, fos-
fato disodico dihidratado 0,007 M, fosfato
monopotasico 0,002 M, pH 7,2) al que se
adiciono 0,02 % de azida sodica.

Simultdneamente, serealizaron «batch»
con un volumen de gel de afinidad de 3,5
ml, uniendo en 4 de ellos Ge y en otros 4
He. Para comprobar la afinidad de Gey He
por Sepharosa se eluyo la protema me-
diante SDS 2 % (dodecil sulfato sodico) y
se realizo la valoration de protemas me-
diante el metodo de Maxwell et al. (10).

A islamiento de Fn. La purification de
Fn se realizo a partir de crioprecipitado
(CR), concentrado plaquetario (CP),
plasma fresco (PF) y plasma envejecido
(P V). En todos los casos, la muestra fue ca-
lentada a 56°C, durante 5 min (6,11), con
objeto de precipitar la mayor parte del fi-
brindgeno presente. Se ccntrifugo a 1.500
g, durante 15 min, a 15°C.

Screalizo la separation en dos columnas
con las caractcristicas siguientes: 0,9/15 

cm y 1,5/25 cm (didmetro interno/al-
tura). En cada caso se absorbio un volu
men de muestra equivalente al doble del
volumen de la columna (14 y 70 ml respec-
tivamente). La purification en «batch» se
realizo a partir de 7 ml de plasma fresco. Se
lavaron en todos los casos con tampon PBS
(de 3 a 4 veces el volumen de la columna o
del «batch»). La elution se efectuo con
PBS, citrato sodico 10 mM a pH 5,5, obte-
niendose el perfil de elution a 50 mV y
D.O. 0,3. Las fracciones conteniendo Fn
se reunieron y dializaron a 4°C frente a
agua bidestilada, almacendndose las mues-
tras liofilizadas a —20°C, para su posterior
utilization.

Electroforesis en SDS-PAGE. Las
muestras conteniendo Fn se resuspendie-
ron a una concentration de 2 mg/ml en el
tampon 0,01 M Tris-CIH, 0,01 M EDTA,
2 % dodecil sulfato sodico; las protemas
fueron reducidas con 0-mercaptoetanol
5 % y calentadas durante 5 min a 100°C.
La valoration de proteinas se llevo a cabo
por el metodo de Lowry etal. (9) y las elec
troforesis en gel de poliacrilamida segun el
sistema de Laemmli (7), con un gradiente
del 7 al 14 %, tinendose las placas con azul
de Coomassie.

Identificacidn inmunoldgica de Fn. Se
realizo una electroforesis de protemas to-
tales en gel de poliacrilamida, en las condi-
ciones descritas en el apartado anterior.
Una vez separadas, las protemas fueron
transferidas a una tira de papel de nitroce-
lulosa de tarnano de poro 0,45 mm, depo-
sitando sobre esta el gel de poliacrilamida,
incubado previamente en el mismo tam
pon en el que se realizd la electroforesis
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20 %, pH 8,3), durante 15 min. La tira de
papel de nitrocelulosa habfa sido humede-
cida previamente con este mismo tampon,
y colocada sobre una Idmina de teflon, evi-
tando la formation de burbujas de aire en-
tre ellas, la transferencia electroforetica de
las protemas se realiz6 en una camara de 
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electroforesis durante 3 h a 48 V (14,15).
Una vez verificada la transferencia de

proteinas a la tira de nitrocelulosa, estas
fueron reveladas con solution amido black
(amido black 0,1 %, isopropanol 25 % y
acido acetico 10 %).

Transferidas las proteinas mediante la
tecnica del Electroblotting anteriormente
descrita, se incubaron en un tampon Tris
10 mM, CINa 0,9 %, BSA (albumina de
suero bovino) 3 %, pH 7,4, durante 1 h en
agitation continua, y a 40°C.

Tras la incubation, la tira de nitrocelu
losa (conteniendo las proteinas) es transfe-
rida a uha solution del tampon anterior
mds el anticuerpo antifibronectina (Beh
ring) a una concentration del 0,3 % (v/v),
incubandose durante 90 min a tempera-
tura ambiente. El anticuerpo no unido es
eliminado mediante lavados con solution
salina. A continuation, la tira de nitrocelu
losa es incubada 3 h en el tampon anterior
mente descrito, conteniendo Protema
A-I125 (4 X 106 c.p.m./ml) obtenida si-
guiendo el metodo de Greenwood et al.
(3). Una vez finalizada la incubation, se
lava la tira sucesivas veces con solution sa
lina, se seca y se somete a autorradiograffa
durante un periodo de 48 h (2).

La caracterization cuantitativa se rea
lize por el metodo de inmunoelectroforesis
de Laurell (8) en agarosa al 1 %, conte
niendo 1,8 % de antisuero de conejo anti
fibronectina humana, durante 18 h a
100 V, utilizando tampon barbital, pH 8,6.
Posteriormente, las placas se secaron y
tineron con azul de Coomassie.

Como referentia se utilize un estdndar
de fibronectina (Behring) con una concen
tration de 295 pg/ml.

Resultados

El perfil de elution de la cromatografi'a
sobre las columnas de Sepharosa-Gelatina
y Sepharosa-Hemoce (fig. 1) muestra la
existentia de dos picos. El primero de ellos
corresponde a las proteinas no retenidas en
la columna, que segiin las placas de elec
troforesis conteman la mayor parte de las
proteinas plasmaticas presentes en la fra
cion initial. Es notable destacar la ausencia
de Fn en este pico, comprobada tanto por
electroforesis como por tecnicas inmunoe-
lectroforeticas. La electroforesis del Se
gundo pico dio como resultado una banda
unica con un Pm correspondiente al de la

Fig. 1. Perfil de eluadn de cromatograf'a de afinidad y electroforesis de las distintas fracciones del
■ proceso.
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Fig. 2. Electroforesis y electroblotting de la fraccidn inicial de crioprecipitado (CRI), primer pico (1.°) y
segundo pico (Fn) de elucidn de la cromatografia de afinidad.

Fn, identificdndose mediante tecnicas in-
munoelectroforeticas (fig. 2).

Tanto los valores de protema total (me-
todo de Lowry), como los de Fn (metodo
de Laurell) determinados en las fracciones
iniciales de concentrado plaquetario (CP),
crioprecipitado (CR), plasma fresco (PF) y
plasma envejecido (PV), se corresponden
con los valores medios de una poblacion
control. En la tabla I se especifican los va
lores obtenidos de Fn purificada mediante
columna Sepharosa-Hemoce y Sepharosa-
Gclatina, tanto por el metodo de Lowry
como por el de Laurell; sin embargo, para
una mayor comprension de los resultados
se han referido cstos como tanto por cicnto
de rendimiento total.

La valoracion de proteinas del segundo
pico de elucion obtenido daba para la co
lumna de Sepharosa-Gelatina un rendi

miento del 64-74 % y para Sepharosa-He
moce del 46-97 %.

Simultaneamente se realizaron una serie
de «batch» con gelatina y Hemoce para la
purificacion de Fn. Los resultados de estos
«batch» (tabla II) son comparables con los
obtenidos en columna (tabla I) para la
misma fraccion de plasma (PF). Asi, los
valores del rendimiento en la obtencion
de Fn son iguales para los «batch» de Se
pharosa-Hemoce y Sepharosa-Gelatina;
mientras que el rendimiento de Fn recono-
cida por el metodo de Laurell es mayor
para los «batch» en los que se utilize Se-
pharosa-Hcmoce que para aquellos en que
se utilizo Sepharosa-Gelatina.

Comparandose el rendimiento obte
nido en columna y en «batch» se observa
quo el rendimiento en la fraccion proteica
conteniendo Fn es sensiblemente mayor
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’ Determinacibn de proteinas por mbtodo de Lowry.
2 Determinacibn de protefnas por mbtodo de Laurell.

Tabla 111. Afinidadde sepharosa y fibronectina porgelatina y hemoce medlante el metodo de «batch» enla
fraccibn de plasma fresco.

Valores medios de 4 determinaciones.

Gelatina unida
a sepharosa (%)

GelatJSepha.
(mg)

Fibronectina/Gelat.’
(mg)

Fibronectina/Gelat.2
(mg)

Sepharosa-gelatina 6 ± 0,7 2 ± 0,28 0,37 ± 0,1 0,16 ± 0,07

Hemoce unido HemcJSepha. Fibronectina/Hemc.’ Fibronectina/Hemc.2
sepharosa (%) (mg) (mg) (mg)

Sepharosa-hemoce 5 ± 0,8 1,7 ±0.2 0,4 ± 0,1 0.2 ± 0,07

para la columna, mientras que el reconoci-
miento antigenico era mayor para la Fn ob
tenida medlante el metodo de «batch»,
tanto en Sepharosa-Hemoce como en Se-
pharosa-Gelatina.

En la tabla III se muestra la union de ge-
latina y Hemoce a la Sepharosa, asf como
la afinidad de la Fn por estos dos compues-
tos. En ella se pone de manifiesto como la
union de gelatina y Hemoce a Sepharosa,
estd comprendida entre un 4-7 %.

La union de gelatina a Sepharosa es su
perior a la que tiene lugar con Hemoce. Si
bien, la cantidad de Fn que se une a la gela
tina es sensiblemente inferior a la que se
une al Hemoce; ocurriendo lo mismo con
la cantidad de Fn obtenida por el metodo
de «batch» yreconotidamediante Laurell.

Discusion

Los resultados mucstran como la elimi-
nacion de fibrinogeno por calentamiento
del plasma perraite la separation en un
paso unico de Fn altamente purificada,
desde el punto de vista cuantitativo.

Aunque se pueden conscguir porcenta-
jes de purification del 97 % (particndo de
crioprecipitado,utilizando Sepharosa-He
moce), la perdida en un 93 % del rccono-
cimiento inmunologico de la Fn obtenida
plantca la duda de la conservation funcio- 
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nal de dicha protema y, por tanto, su utili
zation como base de un tratamiento susti-
tutivo. Asimismo, se ha comprobado que
la afinidad de la Fn por la matriz de Sepha
rosa-Hemoce es comparable con la de
Sepharosa-Gelatina, obteniendose un ren-
dimiento igual o superior al de esta.

La utilization de la matriz Sepharosa-
Hemoce permite recuperaciones de la acti-
vidad inmunoldgica de un 24 %, lo cual in-
dica la existencia de un mayor porcentaje
de Fn en su conformation nativa. Este he-
cho puede deberse a que la liberation de la
Fn unida al Hemoce resulta mas facil que la
unida a la gelatina.

Si bien la union de Hemoce a Sepharosa
parece menor que en el caso de gelatina, se
ha comprobado (tabla III) una mayor pro
portion de Fn unida a la matriz Sepharosa-
Hemoce, manteniendo su conformation
nativa. Por ello, esta matriz podrfa resultar
mfis interesante a la hora de la purification
de la Fn.

No se han encontrado diferentias signi-
ficativas segun las distintas fracciones de
plasma utilizadas (no obstante el rendi-
miento es mayor al utilizar crioprecipita-
dos); contrariamente a lo descrito por Ho
rowitz (5).

La obtenci6n de Fn con actividad inmu-
nologica es de suma importancia, ya que el
reconocimiento inmunologico de esta pro-
tcfna en su estado native es imprescindible 
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para el mantenimiento de sus propiedades
fisiologicas.

Por tanto, es recomendable la utiliza
tion de derivados de gelatina (Hemoce y
similares), para obtener Fn purificada
manteniendo su conformation nativa.
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Resumen

Se comparan dos metodos distintos, columna y
«batch», de purificacidn de fibronectina, utilizando
gelatina y uno de sus derivados (Hemoce, Behring),
a partir de diversas fracciones plasmaticas. Se valo-
ran los rendimientos de ambas tecnicas, tanto a nivel
cuantitativo como cualitativo (niveles de fibronec
tina reconocible inmunologicamente). Los resulta-
dos indican que la mejor conservacion de las carac-
teristicas inmunoldgicas se obtienen con el uso de
derivados de gelatina (Hemoce). La fraccidn de
plasma utilizada no parece influir significativamente
en el rendimiento del proceso.
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