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Resumen

A través del presente estudio se analizaron plasmas sanguíneos de seis especies, incluyendo el humano 
tanto en estado gestante como no gestante, identificándose por primera vez en plasma, la glicoproteína 
α2-Macroglobulina (α2-M) de ovino de pelo (Ovis aries) y de búfalo (Bubalus bubalis). La presencia de 
esta proteína en el plasma sanguíneo de todas las especies en estudio se demostró mediante electroforesis 
en gel de poliacrilamida usando sodio dodecilsulfato como agente denaturante  (SDS PAGE) al 7.5% 
identificándose como bandas de 180 kDa y en forma no denaturante  PAGE 5% como bandas de 720 kDa. 
Estas últimas bandas fueron claramente intercambiables de la forma tetramérica a la forma monomérica 
en los ensayos electroforéticos. Como controles se usaron la α2-M (tetramérica) y  la proteína de la zona de 
gestación (PZP) (dimérica) purificadas a un 98%; así como, las bandas de estas dos proteínas en el plasma 
humano. El análisis de la secuencia del dominio N-terminal de la (α2-M) de ovino de pelo, fue muy similar 
al de la proteína humana purificada. Tanto la α2-M humana como la bovina llegaron a ser activadas a la 
forma rápida por medio de la reacción con metilamina. Lo anterior demuestra diferencias en la reactividad 
de las α2-M animales con la amina primaria cuando se comparan los resultados con la  forma rápida de la 
α2-M humana. Será necesario unificar los métodos de purificación de esta proteína en todas las especies, 
de tal manera que los dominios sensibles de las α-macroglobulinas  (tioéster y  región señuelo) tengan el 
mismo tratamiento y el mismo grado de desnaturalización para todas las preparaciones de α2-M.
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Summary

Blood plasma from six different non pregnant and pregnant species, including human blood plasma, 
was analyzed for detection of α2-Macroglobulin (α2-M). The tropical hair sheep (Ovis aries) and the buffalo 
(Bubalus bubalis) were studied for the first time in Colombia. The presence of the α2-M in plasma of all 
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the species was demonstrated by SDS 7.5% PAGE as bands of 180 kDa as well as by non-denaturing 5% 
PAGE with bands of 720 kDa. The tetrameric form α2-M (tetramérica) and the pregnancy zone protein 
(PZP) (dimeric) purified at 98%, as well as its corresponding bans from human plasma were used as 
control. The N-terminal sequence of the band of 180 kDa in Tropical hair sheep plasma was very similar 
to the purified human α2-M.  The results indicated the presence of α2-M in blood plasma of all the species 
tested, while the PZP was present only in the pregnant human plasma. Both human and bovine α2-M 
became activated with the fast form by reacting with Methylamine. This Fac. demonstrates the differences 
in the reactivity of the animal’s α2-M with primary amine as compared with the human α2-M. It could be 
necessary to unify purification methods into one method for all species, so that the sensitive domain of the 
α-macroglobulins (thiolester and bait region) receives the same treatment and grade of denaturation for 
all α2-M preparation.

Key Words: α2-macroglobulin, Bubalus bubalis, Ovis aries, SDS PAGE.

Introducción

La α2-Macroglobulina (α2-M) es un miembro 
de la superfamilia de las glicoproteínas tioéster, 
junto con la proteína de la zona de gestación (PZP) 
y los componentes del complemento C3, C4 y 
C5 (37). La α2-M humana es típica de esta familia 
de glicoproteínas, la cual se considera como una 
proteína inhibidora de los cuatro tipos de proteasas 
(serino, metalo, carboxil y tiol) (34).  La PZP 
comparte una identidad en aminoácidos del 71% 
con la α2-M y del 24% con el C3; la identidad en 
secuencia entre el C3 y el C4 es del 29% (9). Las 
proteínas α2-M, PZP, C3 y C4 tienen un tioéster 
interno, mientras que el C5 no lo tiene (42).  Las .
α-Ms se sintetizan como monómeros de 180 a 200 
kDa (27). Estructuralmente, el dímero de las α-Ms 
se mantiene unido por dos puentes de disulfuro (21, 
34), pero constan de una estructura cuaternaria en 
la forma tetramérica (36). Cada subunidad de α-M 
contiene un dominio sensitivo a la proteólisis, el 
cual es llamado señuelo (“bait region”), dominio 
en el que se presenta la mayor diferencia en la 
secuencia de las α-Ms humanas y corresponde a los 
residuos de aminoácidos 666-706 para la α2-M, y 
666-716 para la PZP (39).

Durante el rompimiento proteolítico de la 
“región señuelo” el grupo amino de una lisina en 
la proteasa desestabiliza el tioéster, lo cual permite 
su atrapamiento por medio de un enlace covalente 
β-cisteinil-γ-glutamil en cada subunidad (30, 38); 
sin embargo, la α2-M puede atrapar proteínas no 
proteolíticas que estén presentes durante el evento 
proteolítico (7).  

El tioéster en α2-M y PZP se encuentra 
localizado en el centro de una región altamente 
conservada que comprende desde los aminoácidos 
943 al 969; el enlace covalente se forma entre los 
aminoácidos Cys949 y Glx952 en la α2-M (40) y 
entre la Cys952 y Glx955 en la PZP (12).  Estudios in 
vitro han demostrado que este dominio puede ser 
escindido por aminas primarias, especialmente la 
metilamina; en la mayoría de las α-Ms esta molécula 
induce cambios conformacionales similares a los 
iniciados por el rompimiento del señuelo (41). 
Una consecuencia adicional de este rompimiento 
y del subsiguiente cambio conformacional, es la 
exposición en la superficie de las α-Ms del dominio 
que reconoce el receptor de la lipoproteína de 
baja densidad asociado a la α2-M (LRP/α2-M), que 
corresponde al C-terminal de cada subunidad, lo 
cual conlleva la eliminación de los complejos α-Ms-
proteasa en células reticuloendoteilales (10, 13, 44). 
El C-terminal de la PZP fue aislado y caracterizado, 
su secuencia determinada y comparada con la 
del C-terminal de la α2-M, con una similitud entre 
los dos C-terminales de 85%.  Varios anticuerpos 
monoclonales fueron evaluados, y solo en uno se 
encontró que discriminaba entre estos dos dominios 
C-terminales (el anticuerpo KF2) (5, 20).

Las α-Ms han sido estudiadas en diferentes 
especies de mamíferos, aves, reptiles y anfibios 
(37): en particular, la α2-M ha sido aislada y 
analizada en especies animales como: ratas (14, 15) 
ratones (2), equinos (29), caninos (31), suinos (32, 
43) y conejos (22, 23) y en los últimos años se han 
realizado estudios en caprinos (24, 25) y otros animales 
domésticos (28). En el presente estudio se identificó 
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mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, 
tanto en forma nativa como desnaturalizada, una 
banda compatible por migración electroforética con 
la α2-M en plasma proveniente de ovino de pelo o 
de  búfalo, al ser comparados con las α-Ms humanas 
purificadas y con otros plasmas animales en los 
cuales previamente había sido aislada y estudiada la 
α2-M.

Materiales y métodos

Reactivos 

Las sustancias para las soluciones tampones 
acetato de sodio, fosfato de sodio, Tris, ácido 
acético, metanol (Merck KgaA, Darmstadt); los 
reactivos de electroforesis (BioRad Laboratories, 
Hercules), fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), 
dimetil sulfóxido (DMSO), cloruro de Zn, glicina 
(Fluka Chemie, Buchs) y metilamina (MA) (Sigma, 
St MO), fueron de grado analítico.  Las matrices 
insolubles fueron de flujo rápido (Amersham 
Biosciences, Upsala).

Toma de muestras y obtención de plasmas

Las muestras de sangre (4.5 ml) se tomaron 
empleando tubos de vacutainer (BD, Franklin 
Lakes, NJ) con anticoagulante citrato de sodio 
0.105 M, por punción de la vena yugular de las 
siguientes especies: equino, bovino, caprino, ovino 
de pelo y bufalino, tanto en estado no gestante, 
como en el último tercio de la gestación; la sangre 
se mantuvo refrigerada hasta su centrifugación a .
8.050 g/4 ºC/ 10 min (Universal 32R Hettich, Bäch). 
A los plasmas obtenidos, se les añadió PMSF disuelto 
en DMSO, a una concentración final de 1mM, con 
el fin de inhibir la actividad de las serinoproteasas; 
los plasmas fueron almacenados a -80 ºC hasta su 
uso.  El plasma normal humano almacenado a -80 
ºC fue analizado previamente y catalogado libre de 
antígenos de hepatitis, VIH, enfermedad de Chagas, 
y otras enfermedades infecciosas, de acuerdo con el 
protocolo del banco de sangre del Hospital Erasmo 
Meoz (Cúcuta, Norte de Santander, Colombia).

Purificación de las α-Macroglobulinas humanas

La PZP fue purificada a un 98% empleando 
el método de Arbeláez y Stigbrand (5).  Para la 
purificación de la  α2-M, se tomaron 250 ml de  

plasma normal humano, al cual previamente se le 
retiró el plasminógeno por cromatografía de afinidad 
en sefarosa-lisina, de acuerdo con el método de 
Deutch y Mertz (11); posteriormente, el plasma fue 
dializado contra agua potable durante 24 horas en 
una membrana de celulosa regenerada, MWCO 12-
14 kDa (Fisher Scientific, Pittsburgh) y centrifugado 
a 8.050 g/10 min/18 ºC, con el fin de retirar el 
precipitado de euglobinas.  Posteriormente, 200 ml 
de este plasma fueron utilizados para la purificación 
de α2-M por cromatografía de afinidad en Sefarosa-
Zn (19), en un cromatógrafo BioLogic LP (BioRad 
Laboratories, Hercules),   a través de una columna 
de 2.5 x 13 cm, empacada con 45 ml de matriz. 
La proteína fue eluída con tampón (acetato 0.01M, 
NaCl 0.15M, pH = 5.0); se colectaron fracciones 
de 8 ml. Las concentraciones de PZP y α2-M fueron 
determinadas por absorción a λ = 280nm, usando 
como coeficiente de extinción (ε1%)1cm = 8.2 para 
la PZP (35) y 8.9 para la α2-M (16); las proteínas 
fueron concentradas aproximadamente a 4.16 µg/µL 
en una célula de ultrafiltración Amicon (Millipore, 
Bedford), utilizando membranas de celulosa 
regenerada.

Activación de α2-M y plasmas normales con 
metilamina

A 10 mg de α2-M humana purificada se le añadió 
MA hasta una concentración final de 0.1M y se 
incubó a temperatura ambiente/2 h; el exceso de 
MA se dializó contra agua desionizada durante una 
hora (tres cambios) y contra PBS (Na2HPO4 0.1M, 
NaCl 0.15M, pH = 7.3)/3 h (cuatro cambios), en 
una membrana de celulosa regenerada MWCO 
de 12-14 kDa; la α2-M activada fue almacenada .
a -80 ºC.  Los plasmas de animales no gestantes 
fueron tratados con MA, con el fin de activar la α2-M 
posiblemente presente; asumiendo que en el plasma 
podrían existir diversas sustancias que inhiben la 
formación del complejo α2-M-MA, la concentración 
final de MA fue de 0.2M y se dejó reaccionar por 
dos horas a temperatura ambiente sin diálisis.  Los 
plasmas activados con MA fueron almacenados .
a -80 ºC. 

Análisis electroforético

Todos los plasmas animales fueron descongelados 
en baño de María a 37 ºC y diluidos 1:5 (vol/vol) 
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con PBS; posteriormente, al igual que las proteínas 
purificadas, se mezclaron con tampón de prueba 
nativo o desnaturalizante en una relación 1:1 
(vol/vol) (26).  Las pruebas de desnaturalización 
no fueron sometidas a ebullición para evitar el 
rompimiento del dominio tioéster (18, 38), pero en 
su lugar se incubaron a temperatura ambiente/1 h. 
Posteriormente, los plasmas de animales no gestantes 
y del último tercio de gestación fueron analizados en 
geles SDS PAGE al 7.5% y en geles nativos al 5%, 
utilizando como control  las proteínas purificadas 
y el plasma humano.  La α2-M-MA y los plasmas .
normales-MA sólo fueron analizados en forma 
nativa.  El corrido electroforético se hizo a 20 mA 
constantes a temperatura ambiente/35 min; en el 
caso particular de los geles nativos, una vez salió 
del gel el frente de corrida, se permitió la migración 
durante 15 minutos adicionales para aumentar la 
diferencia en la migración de las formas “rápida” y 
“lenta” de la α2-M. Finalmente, las proteínas fueron 
teñidas con azul brillante de Coomassie R.

Secuenciamiento de proteínas

El estudio incluyó el análisis de la secuencia de 
la α2-M humana purificada (véase Figura 1, carriles 
1 y 4) y la α2-M presente en el plasma de ovino 
de pelo.  La proteína fue electrotransferida   a una 
membrana PVDF  (BioRad Laboratorios, Hercules) 
en una solución de 25 mM Tris con glicina 192 mM 
y metanol al 20%, pH = 8.3.  Las muestras fueron 
transferidas durante 3 h.  Las bandas transferidas 
fueron visualizadas mediante la incubación con 
amido black al 0.1%/2 min. Las membranas fueron 
desteñidas con una solución que contenía 55% de 
agua, 35% de metanol y 10% de ácido acético.  El 
secuenciamiento fue realizado en  la Universidad de 
Aarhus (Aarhus-Dinamarca) empleando el método 
de degradación de Edman.

Resultados

Electroforesis de plasmas animales SDS PAGE 7.5%

Los plasmas provenientes de animales no 
gestantes o gestantes (bovino, equino y caprino) 
y de humano (véase Figura 1A, carriles 2 a 9), 
presentaron una banda con un perfil igual al patrón 
de α2-M y PZP humanas purificadas (véase Figura 
1A, carriles 1 y 10), sin importar que la muestra 

hubiere sido tomada en animales no gestantes o 
en animales en el último tercio de la gestación; el 
mismo caso se presentó en los plasmas de bufalino y 
ovino de pelo (véase Figura 1B, carriles 4-7). Es de 
resaltar, que en el caso del plasma humano y equino 
en el último tercio de la gestación, la intensidad de la 
banda de interés incrementó ligeramente (véase Figura 
1A, carriles 2, 3, 6 y 7), al compararse la banda de 180 
kDa entre el plasma no gestacional  y gestacional.

Figura 1A. SDS PAGE 7.5% de plasmas de animales normales (N) y en el 
último tercio de la gestación (G). Carril 1, α2-M humana purificada; carril 2, 
plasma humano N; carril 3, plasma humano G; carril 4, plasma bovino N; 
carril 5, plasma bovino G; carril 6, plasma equino N; carril 7, plasma equino 
G; carril 8, plasma caprino N; carril 9, plasma caprino G; y carril 10, PZP 
humana purificada. 

Figura 1B. SDS PAGE 7.5% de plasmas  de animales normales (N) y en 
el último tercio de la gestación (G). Carril 1, α2-M humana purificada; carril 
2, plasma humano N; carril 3, plasma humano G; carril 4, plasma ovino de 
pelo N; carril 5, plasma ovino de pelo G; carril 6, plasma bufalino N; carril 7, 
plasma bufalino G; y carril 8, PZP humana purificada. 

Electroforesis nativa PAGE 5% de plasmas 
animales

Los plasmas humano, bovino, equino, caprino, 
ovino de pelo y bufalino (véanse Figuras 2A y 
2B),   presentaron la banda típica mostrada por la .
α2-M purificada y la forma tetramérica de la PZP; la 
migración de estas bandas no se ve afectada en los 
animales en el último tercio de la gestación. En las 
figuras 3A y 3B, se observa el comportamiento de 
los plasmas normales tratados con MA, utilizando 
como control la forma rápida de la α2-M humana 
purificada; el tratamiento con MA en los diferentes 
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plasmas solo modificó la migración de la banda 
de α2-M en el plasma humano en un 100% al 
compararse con la forma rápida de esta proteína 
utilizada como patrón (véase Figura 3A, carriles 
1 y 10) y la α2-M del plasma bovino parcialmente 
cuando se compara con el plasma sin tratamiento 
(véanse Figuras 3A carriles 1-5, y 3B, carriles 1-
3).  En el caso de los otros plasmas animales, el 
tratamiento con la amina primaria no modificó la 
migración de la banda de interés (véanse Figuras 
3A, carriles 4-9 y 3B, carriles 4-7).

Figura 2A. PAGE al 5% nativo de plasmas  de animales normales (N) y en 
el último tercio de la gestación (G). Carril 1, α2-M humana purificada; carril 
2, plasma humano N; carril 3, plasma humano G; carril 4, plasma bovino N; 
carril 5, plasma bovino G; carril 6, plasma equino N; carril 7, plasma equino 
G; carril 8, plasma caprino N; carril 9, plasma caprino G; y carril 10, PZP 
humana purificada.

Figura 2B.  PAGE al 5% nativo de plasmas  de animales normales (N) y en 
el último tercio de la gestación (G). Carril 1, α2-M humana purificada; carril 
2, plasma humano N; carril 3, plasma humano G; carril 4, plasma ovino de 
pelo N; carril 5, plasma ovino de pelo G; carril 6, plasma bufalino N; carril 7, 
plasma bufalino G; y carril 8, PZP humana purificada. 

Figura 3A.  PAGE al 5% nativo de plasmas normales (N) y plasmas tratados 
con MA. Carril 1 y 10, α2-M-MA purificada; carril 2, plasma humano-MA; 
carril 3, plasma humano N; carril 4, plasma bovino-MA; carril 5, plasma 
bovino N; carril 6, plasma equino-MA; carril 7, plasma equino N; carril 8, 
plasma caprino-MA; y carril 9, plasma caprino N.

Figura 3B.  PAGE al 5% nativo de plasmas normales (N) y plasmas tratados 
con MA. Carril 1, y 8, α2-M-MA purificada; carril 2, plasma humano-MA; 
carril 3, plasma humano N; carril 4, plasma ovino de pelo-MA; carril 5, 
plasma ovino de pelo N; carril 6, plasma bufalino-MA; y carril 7, plasma 
bufalino N.

Secuenciamiento de proteínas

El resultado de la secuenciación del N-terminal 
de la α2-M humana purificada fue el siguiente: 
Ser-Val-Ser-Gly-Lys; y los resultados para la α2-
M presente en el plasma de ovino de pelo fueron: .
Ser-Val-Val-Gly-Lys.

Discusión 

Electroforesis de plasmas animales SDS PAGE 7.5%

Todos los plasmas animales, incluyendo el 
ovino de pelo y bufalino que no han sido estudiados 
anteriormente, presentaron bandas que migraron 
al mismo nivel electroforético que la α2-M y la 
PZP humanas purificadas y utilizadas en este 
estudio como marcadores (controles).  De igual 
manera, las bandas identificadas en el plasma 
humano como α2-M y PZP (45), están en un claro 
alineamiento electroforético con las bandas de las α-
Ms purificadas y con las bandas correspondientes a 
las α-Ms en las demás especies a las cuales se les 
ha determinado la presencia de α2-M en el plasma 
y en las nuevas especies  a incluir: ovino de pelo y 
bufalino.

La estructura de las α-Ms humanas ha sido bien 
determinada; la α2-M es un tetrámero, mientras que 
la PZP es un dímero (33). La estructura primaria de 
estas dos proteínas es muy similar en cantidad de 
residuos de aminoácidos por monómero: la α2-M 
tiene 1451 aminoácidos (40) y la PZP tiene 1456 
aminoácidos (12), hecho que fortalece el postulado 
de que la banda de 180 kDa identificada en el 
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plasma de las cinco especies animales es la banda 
de las α-Ms en estas especies, lo que consolida la 
evidencia que dichas bandas en el ovino de pelo 
y en el bufalino, especies a los cuales nunca antes 
se les había estudiado estas proteínas.  Lo anterior 
se confirma con la determinación del dominio 
N-terminal de la banda de 180 kDa de ovino de 
pelo, ya que al comparar los dos resultados de las 
secuencias se observa que solo hay un aminoácido 
diferente en la tercera posición; además, la presencia 
de contaminaciones es menor de 0.1%, teniendo 
en cuenta que la sensibilidad del método es ≥ al 
0.1% y solo se encontró una secuencia en dicha 
banda. Si bien, las bandas de las α-Ms obtenidas 
del plasma en estas cinco especies animales no 
habían sido señaladas en un perfil plasmático, en 
algunos animales se han purificado α-Ms en forma 
de tetrámero y dímero, que en geles reducidos 
y desnaturalizantes forman monómeros de 180 
kDa (37), lo cual se demuestra con los resultados 
obtenidos en las figuras 1A y 1B. Este hecho es 
también confirmado en la electroforesis del perfil 
plasmático humano en este estudio. 

Electroforesis de plasmas animales PAGE 5% 
nativa

En los geles nativos se pudo apreciar una 
banda que migró al mismo al nivel electroforético 
de la α2-M y la PZP tetramérica, tanto en el 
plasma humano como en las especies animales 
en estudio.  La posibilidad de que la banda de 
180 kDa mencionada en la electroforesis en 
condiciones de desnaturalización corresponda a 
la PZP dimérica (21, 33) se puede descartar en las 
especies bovina, equina, caprina y bufalina, ya que 
estas no presentaron ninguna banda que migrara 
al mismo nivel electroforético de la PZP dimérica 
nativa, pero sí presentaron la banda típica de 720 
kDa correspondiente a la α2-M (17).  El hecho de 
que estas bandas puedan ser interconvertibles entre 
unidades de 180 kDa y 720 kDa, indica claramente 
que se trató de la α2-M, lo cual se confirmó al 
determinar la secuencia del dominio N-terminal 
de la banda de 180 kDa del ovino de pelo, al 
compararla con la secuencia del extremo N-terminal 
de la proteína humana purificada. La posibilidad 
que se trate de la PZP tetramérica causada por la 
formación de complejos con proteinasas (6) también 
se puede descartar, ya que dichos complejos pasan 

a tener altos y bien definidos pesos moleculares de 
270, 360, 540 kDa, con una clara tendencia a hacer 
desaparecer la banda de 180 kDa para formar los 
complejos de alto peso molecular (3, 4). Además, 
debe descartarse la posibilidad que sean tetrámeros 
de la PZP formados por desnaturalización de la 
prueba por múltiples descongelamientos (33), ya 
que la prueba no fue sometida a dicho manejo y en 
el plasma, que es su medio normal, no se han aislado 
o determinado mayores cantidades de esta forma de 
PZP (5); por lo tanto, se puede deducir que en los 
plasmas de animales no gestacionales o del último 
tercio de la gestación, se demostró la presencia 
de una proteína constitutiva que no es afectada 
por la gestación con características de migración 
electroforética igual a la α2-M en forma nativa y 
desnaturalizada.

Los resultados obtenidos de la activación 
con MA de la α2-M presente en los plasmas no 
gestacionales, demuestran   que existen diferencias 
en la activación   entre el plasma humano y el de 
los animales en este estudio.  La activación de la .
α2-M en el plasma humano se llevó a cabo en un 
100%; sin embargo, la banda correspondiente a la .
α2-M del plasma bovino tratado con MA no se .
activó a la forma rápida en su totalidad, mientras 
que la banda en estudio en el resto de animales no 
mostró cambios conformacionales identificables, 
que condujeran a una migración rápida en la 
electroforesis nativa. 

Pueden existir varias razones por las cuales la 
activación en los animales sea diferente: al parecer, 
existe una sustancia que inhibe la reacción del 
tioéster con la amina primaria aquí utilizada (MA). 
Cambios muy pequeños en la región alrededor del 
tioéster de la α2-M de los animales no permite los 
mismos cambios estructurales que sufre la α2-M 
humana ya que de hecho se ha demostrado en ciertas 
especies animales por ejemplo en caninos y equinos 
(1, 8), diferentes formas de migración electroforética 
de la α2-M,  las cuales son intermedias entre α2-M-
MA humana y complejos de α2-M-proteinasa.

Por lo tanto, se hace necesario la purificación de 
la   α2-M con un mismo método en estas especies 
incluyendo las nuevas especies identificadas 
como poseedoras de la α2-M en plasma: ovino de 
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pelo y bufalino, ya que de esta manera se obtiene .
α2-M tratada de una forma idéntica, lo que garantiza 
condiciones similares en cuanto a integridad de los 
dominios sensibles de la α2-M: Tioéster y señuelo. 
De igual forma, la α2-M purificada facilitará .
estudios de esta proteína en diferentes especies, 
permitiendo deducir diferencias estructurales 
y funcionales de la α2-M humana y las de las 
animales.
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