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ABSTRACT
The a2-macroglobulin (a2-M) is a member of the superfamily of the thioester glycoproteins;
this family is integrated with two subgroups, the macroglobulin and the complement
respectively. In the macroglobulin our research group demonstrated the presence of
this protein in the tropical hair sheep plasma (Ovis aries). The solubility of any protein
depends on several Physical, Chemical and structural factors, even in the a

2
-M. found

in tropical sheep coats.  These factors were altered using polyetilenglycol (PEG) in a
final concentration of 16%. The supernatant and the precipitation obtained by the treatment
with PEG were analyzed by SDS PAGE electrophoresis analysis. This analylitic process
demonstrated that the precipitated fraction with 16% PEG contains the a

2
-M. in the

plasma of tropical sheep.  This method eliminated most of the plasma proteins particularly
albumin which is the most abundant protein in the plasma with different isoelectric points,
being close to the human a

2
-M. making it difficult to eliminate as a contaminant.  This is

due to the lesser tendency of denaturing proteins of the PEG with low heat of dissolution
and being easy to use. This method is a recommended step in a previously high purifying
preparation to which some other steps like ion exchange and exclusion through
chromatography should be added to the purification.
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RESUMEN

La α
2
-Macroglobulina (α

2
-M), es un miembro de la superfamilia de las glicoproteínas

tioéster; esta superfamilia está compuesta por los subgrupos macroglobulina y
complemento. Recientemente, nuestro grupo de investigación evidenció por primera
vez esta proteína en plasma de ovino de pelo (Ovis aries). Teniendo en cuenta que la
solubilidad de cualquier proteína depende de múltiples factores fisicoquímicos y
estructurales, realizamos experimentos que afectaron los parámetros de la solubilidad
de la α

2
-M de ovino de pelo en el plasma, utilizando el fraccionamiento con Polietilenglicol
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INTRODUCCIÓN
La α2-Macroglobulina (α2-M), es un miembro
de la superfamilia de las glicoproteínas tioéster;
esta superfamilia está compuesta por los
subgrupos macroglobulina y complemento
(revisado en SOTTRUP-JENSEN, 1987;
BARRERA, ARBELÁEZ, 2006), la proteína de
superficie celular CD 109 (LIN et al., 2002) y
algunas proteínas de insectos expresadas en
la fase aguda (LEVY 2004; LEVASHINA et al,
2001; LAGUEUX et al, 2000). El subgrupo
macroglobulina es tipificado por la α2-M
humana, la cual es considerada como una
proteína inhibidora de los cuatro tipos de
proteasas (serino, metalo, carboxil y tiol)
(SOTTRUP-JENSEN, 1989). Las α-
Macroglobulinas (α-Ms) se sintetizan como
monómeros de 180 a 200 kDa (LUNDWALL et
al, 1981). Estructuralmente, el dímero de las
α-Ms se mantiene unido por dos  puentes de
disulfuro (JENSEN, SOTTRUP-JENSEN, 1986;
SOTTRUP-JENSEN, 1989), pero constan de
una estructura cuaternaria en la forma
tetramérica (SOTTRUP-JENSEN et al, 1990).
Cada subunidad de α-M contiene un dominio
sensitivo a la proteólisis, el cual es llamado “bait
region”; durante el rompimiento proteolítico de
este dominio, el grupo amino de una lisina en
la proteasa desestabiliza el tioléster
permitiendo su atrapamiento por medio de un
enlace covalente β-cisteinil-γ-glutamil en cada
subunidad (ROBERTS, 1986; SOTRUPP-

JENSEN et al, 1990). Estudios in vitro, han
demostrado que el tiolester puede ser
escindido por aminas primarias y en la mayoría
de las α-Ms, induce cambios
conformacionales similares a los iniciados por
el rompimiento de la “bait region” (SWENSON,
HOWARD, 1979). Una consecuencia adicional
de este rompimiento y del subsecuente
cambio conformacional, es la exposición en la
superficie de las α-Ms del dominio que
reconoce el receptor Low Density Lipoprotein
Receptor-Related Protein (LRP/a2-M), que
corresponde al terminal-C de cada subunidad,
lo cual conlleva a la eliminación de los
complejos α-Ms-proteasa en células
reticuloendoteliales (DEBANNE et al, 1973;
ENGHILD et al, 1989; van DIJK et al, 1991).
Estudios previos han aislado y caracterizado
el terminal-C de la α

2
-M, mediante la evaluación

con anticuerpos monoclonales (JENSEN,
1996; ARBELÁEZ, STIGBRAND, 1997;
BARRERA et al, 2007). Recientemente,
nuestro grupo de investigación evidenció por
primera vez esta proteína en plasma de ovino
de pelo. Teniendo en cuenta que la solubilidad
de cualquier proteína depende de múltiples
factores fisicoquímicos y estructurales,
realizamos variaciones que afectaron los
parámetros de la solubilidad de la α

2
-M de ovino

de pelo, utilizando el fraccionamiento del
plasma con Polietilenglicol 6000 (PEG),

6000 (PEG), hasta una concentración final del 16%; se analizaron electroforéticamente
en SDS PAGE el segundo sobrenadante y los precipitados obtenidos del fraccionamiento
por precipitación con PEG, los análisis electroforéticos demostraron que el
fraccionamiento con una concentración final del 16% de PEG, es un método que facilita
aislar la fracción de la α2-M de ovino de pelo, eliminado una gran cantidad de otras
proteínas plasmáticas, en particular la albúmina, la cual es la proteína más abundante
del plasma con diferentes puntos isoeléctricos, que la hacen un contaminante difícil de
eliminar.Debido a la poca tendencia de denaturar las proteínas por parte del PEG, su
bajo calor de disolución y el poco tiempo necesario para generar los precipitados, hacen
que el fraccionamiento del plasma sea recomendable como un paso previo en la
purificación de la α2-M de ovino de pelo.

PALABRAS CLAVES
α
2
-Macroglobulina, Ovis aries, Precipitación.
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posteriormente, el plasma fue dializado contra
agua tipo III durante 24 horas en una membrana
de celulosa regenerada MWCO 12-14 kDa y
centrifugado a 7.000 r.p.m. durante 10 minutos
a temperatura ambiente (~18ºC) con el fin de
retirar el precipitado de euglobinas, 200 mL de
este plasma fue utilizado para la purificación
de α2-M por cromatografía de afinidad en
sefarosa-Zn (IMBER, PIZZO, 1981), en un
cromatógrafo BioLogic LP de BioRad
Laboratories, a través de una columna de 2,5
x 10 cm, empacada con 45 mL de matriz. La
proteína fue eluída con buffer acetato de sodio
0.01M, NaCl 0.15M, pH 5.0, colectando
fracciones de 8 mL. La concentración de la α

2
-

M fue determinada por absorción a una longitud
de onda de 280

nm
 usando como coeficiente de

extinción (ε1%)1cm 8.9 (HALL, ROBERTS 1978);
esta proteína fue concentrada a ∼ 4.16 mg/mL
en una célula de ultrafiltración AMICON de
Millipore, utilizando N

2
 como gas de arrastre.

El procedimiento anterior fue realizado de la
misma manera para la α2-M de ovino de pelo,
sin embargo no se obtuvo ningún resultado
positivo.

Fraccionamiento del plasma de ovino de
pelo con PEG
Se tomaron 250 mL de plasma normal de de
ovino de pelo y se le retiró el Plg de la misma
manera que al plasma humano, el volumen total
fue medido y el 13.6% de este volumen fue
añadido como PEG (50% p/v), en forma lenta y
bajo agitación constante, hasta que se alcanzó
una concentración final del 6%; después de 45
minutos de agitación a temperatura ambiente,
se centrifugó el plasma a 7.000 r.p.m. durante
10 minutos a temperatura ambiente, el
precipitado fue almacenado en baño de hielo y
redisuelto en PBS. El volumen del
sobrenadante fue medido de nuevo,
posteriormente se añadió PEG, en la misma
forma como se explico anteriormente, hasta
obtener una concentración final del 16%; este
plasma fue centrifugado bajo los mismos
parámetros ya explicados; el precipitado fue
redisuelto con PBS. El segundo sobrenandante
y los precipitados redisueltos fueron analizados
electroforéticamente en SDS PAGE al 7.5%

además, se evaluaron electroforéticamente
dicha fracciones, con el fin de facilitar la
posterior purificación de la α2-M de ovino de
pelo, de tal manera que facilite posteriores
análisis estructurales y fisiológicos
comparativos, con las α-Ms humanas y de
otras especies, identificadas por nuestro grupo
en diferentes plasmas animales.

MATERIALES Y MÉTODOS
Reactivos
Las sustancias para los búferes Acetato de
Sodio, Fosfato de Sodio  y el PEG fueron de
Merck KgaA; los reactivos de electroforesis de
BioRad Laboratories; Fenilmetilsulfonil fluoruro
(PMSF), Dimetil sulfóxido (DMSO), Cloruro de
Zn fueron de Fluka Chemie y la Metilamina (MA)
de Sigma; todos los reactivos fueron del mayor
grado de pureza disponible en el mercado
internacional, las matrices insolubles proveídas
por Amersham Biosciences, fueron de flujo
rápido.

Toma de muestras y obtención de plasmas
Se tomaron muestras de sangre (450 mL) de
la vena yugular de ovino de pelo, de acuerdo a
las normas de bioética empleando para ello
una Bolsa Baxter® CPDA-1; el plasma se
obtuvo por centrifugación a 7.000 r.p.m. a 4ºC
durante 10 minutos, (Universal 32R Hettich,
Bäch), a los plasmas de esta manera
obtenidos, se les añadió PMSF disuelto en
DMSO, hasta una concentración final de 1mM,
con el fin de inhibir la actividad de serino
proteasas; el plasma normal humano fue
analizado previamente y catalogado libre de
antígenos de Hepatitis, VIH, Chagas, y otras
enfermedades infecciosas de acuerdo al
protocolo del banco de sangre del Hospital
Erasmo Meoz, Cúcuta, Colombia. Los
plasmas fueron almacenados a -80ºC hasta
su posterior utilización.

Purificación de la α
2
-Macroglobulina

Se tomaron 250 mL de plasmahumano al cual
previamente se le había  retirado el
plasminógeno (Plg), por cromatografía de
afinidad en sefarosa-lisina de acuerdo al
método de DEUSTCH, MERTZ, 1970;
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utilizándose como patrón la α
2
-M humana

purificada.

Análisis electroforético
Los plasmas de humano y de ovino de pelo, así
como los precipitados y el segundo sobrenadante
obtenidos mediante el fraccionamiento con PEG
del plasma de ovino de pelo, fueron diluidos 1:5 (vol/
vol) con PBS; posteriormente, al igual que la α2-M
humana purificada, se mezclaron con buffer de
carga denaturante en una relación 1:1 (vol/vol)
(LAEMMLI, 1970). Las pruebas no fueron sometidas
a ebullición para evitar la termólisis del dominio
tioléster (HOWARD et al, 1980; SOTRUPP-
JENSEN et al, 1980), en su lugar se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Todas
las corridas fueron efectuadas a 20 mA constantes.
Las proteínas fueron teñidas con Coomasssie
Brillant Blue R.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la cromatografía de sefarosa-Zn, se demostró
que la mayoría de las proteínas, no fueron retenidas
por la matriz insoluble de afinidad al Zn (figura1, pico
1); después de lavada la columna y su posterior
eluida, se demostró que la α

2
-M humana fue retenida

por la matriz  de sefarosa-Zn (figura 1, pico 2).

El mismo procedimiento fue realizado para la α
2
-

M de ovino de pelo identificada
electroforéticamente al mismo nivel que la α

2
-M

humana (figura 2, carriles 2 y 3), sin embargo, la
α2-M de ovino de pelo no fue retenida por la
columna de sefarosa-Zn;  clara indicación que
algunas características fisicoquímicas entre la

α
2
-M humana y de ovino de pelo varían,

dificultando la purificación por el mismo método
cromatográfico. El porcentaje de pureza con que
se obtuvo la α2-M humana fue superior a 95 de
acuerdo a los análisis electroforéticos realizados
en forma denaturante (figura 2, carril 1),  al ser
comparada con el plasma normal humano y el
plasma normal de ovino de pelo (figura 2, carriles
2 y 3), demostrándose un claro alineamiento
concordante entre la banda de 180 kDa que
corresponde a la α

2
-M humana purificada (figura

2, carril 1) y la banda de esta proteína presente
en el plasma (figura 2, carril 2) la cual en estudios

Figura 1.  Perfil de la elusión de la α2-M humana de columna de cromatografía de afinidad en sefarosa-Zn.
La línea roja corresponde a la conductividad y la línea azul a la absorbancia a 280 nm.

Figura 2. SDS PAGE 7.5% de plasmas normales.
Carril 1. α2-M humana purificada; Carril 2. Plasma
humano; Carril 3. Plasma ovino de pelo.
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previos había sido identificada como α
2
-M (VON

SHOULTZ, STIGBRAND, 1973); las dos  bandas
anteriores presentaron una migración
electroforética similar a la banda correspondiente
de las α-Ms en el ovino de pelo (figura 2, carril 3),
este resultado está en concordancia con el
análisis electroforético nativo (gel no mostrado),
donde se demostró la conversión de las bandas
en estudio de 720 kDa (gel nativo) a 180 kDa
(gel SDS-PAGE).

La adición del PEG al plasma de ovino de pelo
hasta un porcentaje de saturación del 6%, generó
un efecto de exclusión estérica (DOONAN,
1996); el primer precipitado fue redisuelto, la
electroforesis de dicha prueba demostró que la
mayoría de las proteínas plasmáticas se
precipitan a esta concentración de PEG (figura
3, carril 3), incluyendo una parte de la α2-M  de
ovino de pelo, al comparar el carril 3 con el 1,
donde se puede apreciar claramente, que el
precipitado obtenido en el primer fraccionamiento
con el polímero orgánico de alto peso molecular,
generó las mimas bandas del plasma normal
(figura 3, carril 2). El perfil electroforético del
segundo sobrenadante indica que la saturación
a un 16% con PEG, no afecta la solubilidad de la
albúmina ya que esta se encontró principalmente
en el segundo sobrenadante (figura 3, carril 4).
En el segundo precipitado se encontró la α

2
-M

de ovino de pelo, como se demostró después
de la redisolución y posterior electroforésis SDS-
PAGE (figura 3, carril 5). Con este gel se
demuestra que en el segundo precipitado
obtenido, la banda correspondiente a la α

2
-M se

encuentra rodeada de un número menor de
contaminantes proteicos (figura 3, carril 5),
eliminándose una gran cantidad de albúmina
(figura 3, carril 4), la cual, por ser una proteína
globular (DOCKAL et al, 1999), con un punto
isoeléctrico (~5) (WIGG et al, 2003), similar al de
la α

2
-M, puede llegar a interferir en posteriores

procedimientos de purificación de α2-M de ovino
de pelo.

Los factores que intervienen en la solubilidad de
la α

2
-M en el plasma de ovino de pelo están

influenciados por la superficie de la proteína, la
cual contiene residuos ionizados, regiones

hidrófobas y regiones polares; estas regiones
están en constante interacción con los diferentes
componentes del plasma, lo anterior explica
porqué esta proteína se precipita en ambas
fracciones (INGHAM, 1990); si bien, no podemos
comparar la pureza de la α2-M humana (figura
3, carril 1) con la de la α

2
-M de ovino de pelo

(figura 3, carril 5) observamos que el aislamiento
de la α

2
-M del plasma de ovino de pelo en el

segundo precipitado es un paso seguro y positivo
hacia una purificación eficiente, agregando otros
procedimientos cromatográficos, como pueden
ser intercambio iónico y exclusión por tamaño.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
Se comprobó que la α

2
-M de ovino de pelo no

fue adsorbida por la matriz de sefarosa-Zn, en
las condiciones experimentadas.

El fraccionamiento del plasma de ovino de pelo
con PEG 6000, hasta una concentración final del
16%, es un método que facilita aislar la fracción
del plasma de ovino de pelo que contiene la α

2
-

M, eliminado una gran cantidad de otras proteínas

Figura 3. SDS PAGE 7.5% del fraccionamiento del
plasma de ovino de pelo con PEG. Carril 1, α2-M
humana purificada; Carril 2, Plasma humano; Carril
3, primer precipitado (6% PEG); Carril 4, segundo
sobrenadante; Carril 5, segundo precipitado (16%
PEG).
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plasmáticas.

Se debe plantear una estrategia de purificación
que permita obtener α

2
-M de ovino de pelo con

una pureza superior al 95%.

Debido a la poca tendencia a denaturar las
proteínas por parte del PEG, su bajo calor de
disolución y el poco tiempo necesario para
generar los precipitados (INGHAM, 1990), hacen
que este método sea recomendable como un
paso previo en métodos de purificación de esta
proteína.
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