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ABREVIATURAS

Glicina

Proliﬁa

Hidroxiprolina

Isoleucina

Leucina

Cisteina
Aminofeniimercuricoacétato
Acido etilendiamintetraacétiqo
FEnilmetilsulfonilfluoruro
N- Etilmaleimida
p-Cloravercuribenzoato
Dodecil sulfato de sodio

Di-isopropilfluorofosfato

Acido tricloro acético




RESUMEN

Se ha demostrado qﬁe la colagenasa permanece unida a la coldgena na
tiva durante el proceso de extraccién y purificacifn de esta. Experimentos -
con col&gena desnaturalizada (gelatina) sugieren ademfs la presencia de acti
vidad proteolitica inespecifica en las mismas preparaciones de colégena.

Diferentes procedimientos de extraccibn representan distintas for -
mas identificables de col&gena.Solventes salinos neutros extraen moléculas de
colagena que no estan unidas a fibras deb coldgena por enlaces covalentes inter
nbleculares. Soluciones de &cidos orgénicos solubilizan fibras donde prevale -
cen enlaces aldimina l&biles a pH &cido y la pepsina solubiliza mayor cantidad
de fibras, ya que degrada porciones donde se encuentran enlaces covalentes.

En el presente trabajo se hicieron extracciones sucesivas de col&ge~
na de piel de cobayo, utilizando NaCl 0.15 M, NaCl 0.45 M, &cido ac8tico 0.5 M
y 4c.acético 0.5 M + pepsina con el objeto de analizar si la actividad colage-—
nolitica se encuentra preferentemente en alguna de estas y explorar la activi-
dad gelatinolitica presente en ellas.

1os resultados observados por el método de electroforesis en geles -
de poliacrilamida con SDS, indican que la actividad colagenolitica a 35°C se -
eﬁcuentra en preparaciones extrajdas tanto en solucitn salina como &cida.

Se encontrd igualmente en todas las extracciones la presencia de ac—
tividad gelatinolitica a 37°C a pH 5.5 inhibible por pCMB y a pH 8.5 no inhi -

- bible por ninguno de los inhibidores utilizados : EDITA, PMSF, N-EM, pCMB y cis

téfna .




INTRODUCCION

El tejido conjuntivo es un tejido de sostén, una de cuyas funciones
es la de unir otros tejidos y estructuras. Se origina a partir del mesodermo.
Consta de cg&lulas y sustancia intercelular; dentro de esta se encuentran fi -
bras, entre ellas las formadas por colédgena.

Ia coldgena es una proteina que se encuentra como constituyente -——
principal de hueso, cartflago, piel, tendones, dientes, etc.,por lo que es —-
una proteina muy abundante en los vertebrados ya que constituye entre un 30 a
un 60 %‘de las proteinas ide un organismo adulto campletamente desarrollado (1).

Existen varios estudios que sugieren que las molé&culas de coldgena
o las fibras derivadas de estas desempefian un papel importante en los proce -
sos de desarrollo, unidn celular,quimiotaxis, etc. De este hecho se cuestiona
el punto de vista tradicional de que la col&gena actua éolo coamo una proteina

' estructural (2).

En su estnzcﬁura primaria una tercera parte del nfimero total de re-
siduos es glicina y el 25 % del total es prolina e hidroxiprolina; la secuen~-
cia se representa camwo Gly X Y y es repetitiva, donde la prolina o la hidroxi

prolina se pueden encontrar en posicién X o Y, siendo en la mayoria de los ca
sos la prolina en posicién X y la hidroxiprolina en posicién Y.

La prolina es un imino&cido donde el nitrSgeno del grupo amino se -
encuentra unido formando un anillo. La consecuencia de esto es que el amino-
&cido previc unido a é&ste residuo iminoacil no tiene libertad de rotacifn en
la unién N — €%, La hidroxiprolina es una pi:olina hidroxilada a la cual se le
ha atribufdo que da estabilidad térmica a la triple hélice, existiendo alrede

dor de cien residuos por cadena polipéptidica .

La molécula de col&gena tiene forma de rodillo de 300 x 1.5 nm. Con




siste de tres cadenas polipeptidicas similares, enrolladas en h€lice a la iz
quierda, dencminadas cadenas ¢ Y a su vez entre ellas mismas se enrollan a
la derecha para formar una triple h&lice. Cada cadena tiene cerca de 1,050 re
siduos. Por difracci6n de rayos X de gran dngulo se sabe que la hélice tie-
ne un grosor de 0.95 nm con los aminodcidos espaciados axialmente por 0.285nm.

Para la biosintesis de la colédgena, que se lleva a cabo en fibroblas
tos se pueden distinguir varios pasos importantes a diferencia de otras pro--
teinas, uno es que se sintetiza como un precursor y despu€s hay una serie de
modificaciones postraduccionales para constituirse como tal. BEstos eventos -
~son la conversidn de prolina a 4 hidroxiprolina principalmente y 3 hidroxi -
prolina, la cohversién de lisina a hidroxilisina, el rompimiento proteoliti-
co de prdcolége.na d coligena, entre otros. Al menos siete enzimas se encuen-
tfan involucradas en &stos procesos. |

Al precursor de la coligena se le conoce camo procoldgena y difiere
de &sta en que posee dos extensiones peptidicas adicionales a ambos lados de
las tres cadenas de la molécula, a estas extensiones se les conoce camo pro-
péptidos, los cuales hacen a la procoldgena mis soluble y de esta forma es -
transportada evitindose la formacién prematura de fibras durante el proceso —
de biosintesis. Otra funcién importante que se le atribuye a los propéptidos
es que son esenciales para la asociacifn de las tres cadenas polipeptidicas -
y formar la triple hélice de la mol&cula nativa. Las mol8culas asf formadas -
sé agrupan con una orientacifn homogénea en haces paralelos formando fibras
con un desplazamiento de 233 - 234 residuos (Miller 1976) dando lugar a la -

periodicidad caracteristica de 70 nm observada en las fibras de'colégena al -

microscopio electrdnico (3).
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Se han caracterizado 6 tipos de colégenas, todas compuestas de tres
1 cadenas polipeptidicas (tabla 1). Todas tienen forma de triple h&lice y difie
ren entre si en el tipo de cadenas y en el tiempo requerido para su sintesis
y secrecifn. La col&gena tipo IV es la que requiere mayor tiempo para sinteti
‘zarse y la coldgena tipo I es la que requiere el menor (4).

Este aislamiento de 6 tipos de moléculas de col&gena en diferentes
tejidos sugiere que al menos en los organismos superiores existen 9 genes di-
ferentes para la colfgena. Ia existencia de col&genas genética y estructural-
mente diferentes es uno de los mis prominentes ejemplos conocidos de polimor-
fismo en proteinas (5).

Ia biosintesis puede ser alterada en ciertas fases del desarrollo -
y en ciertas condiciones, por ejemplo se observa un incremento muy marcado en
el depSsito de col&gena en la cicatrizacién de heridas, en fibrosis pulmonar,
cifroSis hepitica, etc.. Esta acumulacidn puede deberse a un incremento en la
sintesis de procoldgena, pero se sabe poco a cerca de los cambios bioquimicos
que hacen que cambie la tasa de biosintesis. Se cree que éste cambio se debe
a un desajuste entre la tasa de degradacidn y de biosintesis.

Ios diferentes tipos de coligena no solo se diferencian en su velo

cidad de sintesis sin® también en la suceptibilidad a las colagenasas. Por -




TABLA I

TIPOS GENETICOS DE COLAGENA

]

TIPO . COMPOSICION DE SU CADENA DISTRIBUCION EN IOS TEJIDOS

I [k, (T)] [x.(D) ] Hueso,dentina,tendones,pared ar
1 2 2 terial,intestino,pared del Gte—

ro hlgado fibrocartilago,cicatri

ces,sinovio,v4lvulas del corazén.

: , [ & +(I)] C&lulas del fluido amniético, -
0 s ‘ } 1 3 - embribn de pollo, tendones.

IT ; [ o(l(II) ]3 Cartilago hialino, humor vitreo.

IIT [ ok, (IXI)] Dermis, pared arterial, pared -

‘ ‘ 1 3 del Gtero, cipsula sinovial,te-
jido de cicatrizaci6tn, vidlvulas
del coraz6n, (usualmente coexis
te con el tipo I).

v~ o [°‘i (IV) ]3 qunéru}os renales,'cépsula del
cristalino, endotelio vascular,
subepitelial, unidn neurcmuscu -
lar.

v AB Membranas ammi6tica y coribnica,
higado, piel, nervio ci&tico, -
placenta, aorta, membrana muscu
lar, membrana del tendbn, vari-
as superficies celulares, fibro
blastos de piel, musculo l.'LSO.

[cps55 ]3 ' Intima de la aorta, placenta, -
‘ glcmérulos renales.




ejemplo la coldgena de tipo II es mis resistente al ataque de la colagenasa
que los tipos I y III. Ciertos datos sugieren que podrian existir colagenasas
especificas para cada tipo. ILa colagenasa de piel humana no ataca a las coléa-
genas de tipo IV y V pero si a las tipt; I, IX, IITI (4). Estos descubrimientos
son importantes porque proveen una base para el entendimiento de los procesos
que regulan las proporciones relativas de los diferentes tipos de coldgena en
los tejidos.

Estos procesos de regulacifn son inmportantes para el mantenimiento
del medio interno, mediante los cuales, entre otras cosas, los constituyentes
del organismo son reemplazados continuamente. Todos los elementos gue forman
parte de los seres vivos estan sujetos a un recambio continuo habiendo una va
riacifn en su permanencia en los tejidos, O sea, a su vida media. En &stos -
procesos juegan un papel muy importante las enzimas, y en el caso particular
de la coldgena, no solo la colagenasa sind tambi&n otro tipo de proteasas son
importantes ya que aunque la responsable del primer paso de la degradacibn de
1a coligena es la colagenasa, este paso es necesario para que puedan actuar -
las demés proteasas.

Las colagenasas animales operan degradando coligena nativa en solu-
cifn y colédgena en fibras, bajo condiciones fisiolSgicas de pH y temperatura:
rampiendo a la molécula en un solo punto "aprox:imadamenté tres cuartos a lo --
largo de la molécula a partir del N terminal. La enzima rampe las tres cade-
Qaé,dejando dos estructuras triple helicoidales llamadas Cy ¥ 'ICB que repre-
sentan el 75% y 25% respectivamente de la porcifn original de la molécula. A
diferencia de la coldgena intacta, estas estructuras son inestables bajo con-
diciones fisiolégicas, estos fragmentos se desnaturalizan y pueden ser degra-

dados por una variedad de proteasas neutras no colagenoliticas.

Todos los datos sugieren gue las colagenasas tienen una especifici-




dad por la unifn Gly - Ile y Gly - Leu y requieren que la molécula se encuen
tre en triple h&lice (6). Esta condicifn especifica en la cual la coldgena es
degradada por la colagenasa requiere de un alto grado de especificidad de la -
enzima por su sustrato. Ademis se requiere una regulacifn precisa de su sin -
tesis, secrecifn, activacién. inhibicifn y distribucifn de la enzima.

Estas enzimas han sido cbtenidas de diferentes tejidos o cultivos
de células de diferentes esp€cies bajo condiciones tanto fisiol6gicas camo -
patol&gicas y en los estudios. se ha visto que a pesar de que los mecanismos -
de accifn de todas las colagenasas parecen ser los mismos en cuanto a su sitio
de ruptura, estas enzimas difieren en algunas de sus caracteristicas tales -
cano su peso molecular, nfmero de rampimientos producidos en el sustrato, su-
ceptibilidad a ciertos inhibidores (5).

En cuanto a las colagenasas de invertebrados Eisen y Jeffrey 1973 -
(7) han encontrado que la colagenasa de hepatopéncreas del cangrejo Uca pugi-
lator posee caracteristicas Gnicas, como son, que rampe a la coldgena en -
fragmentos amino texm:inéles de 75%, 70% vy 67%, es inhibible por DFP y no por
EDTA o cisteina.

Tarbién a diferencia de las colagenasas de mamiferos, la colagenasa

bacteriana extraida de Clostridium histolyticum por Seifter y Harper 1970 rom

pe a la col&gena en varios sitios,

Debido a esta variedad de enzimas, desde 1962 y despues de una serie
de estudios por parte de Gross y sus colegas se le llamd colagenasa a cualqui-
er enzima capaz de degradar la col&gena nativa en fibrillas bajo condiciones —
fisiolbgicas de pH y temperatura. Se ha visto que estas colagenasas son meta-
loenzimas que regquieren CaH v por lo tanto son inhibidas por agentes gquelan -

tes camo EDTA, 1-10-0 Fenantrolina y cistefina, también son inhibidas por molé

culas que se encuentran en el suero tales camo o4 2 macroglobulina (o€ 2M) .




Nagai 1975 reportS que la colagenasa tiene mayor afinidad ﬁor el ot 2M que -
por las fibras de col&gena.

la cisteina ademds de ser quelante es un reductor de uniones disul
furo (6). La inhibicifn producida por estas moléculas en algunos casos puede
ser reversible para algunas colagenasas mientras que para otras no.

El pH 6ptimo en el cual las colagenasas son activas estd entre 7 y/
8 perdiendo toda su actividad a un pH menor de 6. Su peso molecular oscila -
entre 25,000 a 60,000 y se han reportado pesos mayores (8).

En cuanto a su sﬁuﬁesis se refiere hay datos que indican que tanto
las células epiteliales, camo los fibroblastos, tienen la capacidad de produ-
cir colagenasa. Se ha reportado también que las c€lulas de Kupffer del higado
{9) al igual que los leucocitos (10) son capaces de sintetizar colagenasa.

Esta enzima es muay dificil de extraer yva que a partir de grandes -
cantidades de tejido se obtiénen ug, a veceé en forma inactiva, otras veces -
en forma activa. En estos casos hay datos a cerca de que existen dos mecanis-
mos en muchos sistemas diferentes, uno valido para unos sistemas y el otro pa
ra otros.

El primer mecanismo consiste en la existencia de un zimSgeno, ya -
sea que la enzima se active espontineamente sin que ocurra ningln cambio apa
rente en su peso molecular, o que por ataque proteolitico de enzimas camo - -
tripsina se active a la enzima latente por pérdida de un péptido de bajo peso
mc.blecular (11) . Hasta ahora solo se tiene evidencia de un zimSgeno en leucoci
tos humanos (Murphy et.al. 1977), hueso de ratbén “(Vaes 1975) y renacuajo (12).
Este zimSgeno o procolagenasa puede ser activado exponiendolo a tripsina. En
la piel humana hay un material con un peso molecular muy alto que muestra -
identidad inmunol6gica con la colagenasa, pero es enzimaticamente inactivo y

la actividad aparece una vez expuesto a tripsina (13).

El segundo mecanismo implica la separacifn de un camplejo inhibidor




enzima.

Sellers et.al. 1977 fueron los primeros en demostrar que los campu
estos orgénimos mercuriales podian activar a la colagenasa latente. Los com-
puestos que usaron fueron aminofenilmerciricoacetato (APMA) y p-cloramercuri
benzoato (p-CMB). Se ha visto que el APMA activa separando un canplejo enzi-
ma inhibidor (14).

Camo ya se menciond antes la colagenasa se encuentra en varios teji
dos vy se ha tratado de localizar en ellos por medio de t&cnicas inmuncohisto -
quimicas. Por estudios de imnmunofluorescencia Montfort y Pérez T. encontraron
que la colagenasa se encuentra pegada a la col&gena en el Gtero normal de la
rata (15). Reddick 1974 sugiere que en la piel humana, la colagenasa esta tag
to entre las células caomo entre las fibras de colfgena extracelular de la der
mis superior. Bauer 1977 demostrd que la enzima se encontraba en elementos -~
del estrama que rodea a c€lulas tumorales, Wolley 1977 la encontrS en el car-
tilago articular y Sakamoto 1978 la encontrd asociada al tejido conectivo, cé&
lulas endoteliales, osteoblastos, osteocitos y células cartilaginosas (16).

Otros autores como Pardo y Pérez T. describen que la coldgena extral
da de piel y parcialmente purificada tiene colagenasa, demostrando que la co-
ligena se extrae con una colagenasa especifica que permanece unida a ella a
traves de los procesos de extraccién y purificacitn de la coldgena (17).

Cuando la coldgena se desnaturaliza por accif n del calor toma el -
ndnbre de gelatina, esto involucra una conversién de la estructu;:a rigida de
triple h8lice de la colédgena a un enrollamiento aleatfrio, diferente a la tri
ple helice (1).

Se ha reportado que proteasas capaces de degradar gelatina (Pardo -
1975, Harris 1980) tambi&én permanecen unidas a la coldgena durante el proceso
de extraccifn de la misma. Se sabe que esta actividad proteolitica no se debe



a la colagenasa, ya que la gelatina es reéistente a ésta (17, 18). Mc Croskery
et,al. demostraron que la colagenasa altamente purificada tiene muy poca capa-
cidad de degradar gelatina intacta o fragmentos 'I'CA v 'ICB a temperatura fisio—
lég:i.éa y que la conformacidén secundaria de la colégena provee la estructura -
necesaria para el reconocimiento y catflisis por la colagenasa.
El presente trabajo tiene camo objeto caracterizar ésta actividad -

gelatinolitica en extracciones secuenciales de coldgena, asi como determinar -
si la actividad colagenolitica copurifica con cada una de estas extracciones o

no.

Ia exfraccién de colagena se puede realizar tanto en soluciones sa
linas carwo &cidas. Las soluciones salinas a pH neutro extraen principalmente -
moléculas de colégena que no se encuentran unidas a fibras por enlaces covalen
" tes intermoleculares. Las soluciones Scidas solubilizan fibras donde prevale -
cen enlaces aldimina lébiies apH &cidd Y agregando pepsina se solubilizan ma
vor cantidad de f:ibras ya que es capaz de degradar enlaceé covalentes.

De esta forma cabe preguntar si al hacer la extraccién secuencial de
col&gena, la enzima o enzimas se encuentran preferentemente unidas a alguna de
estas extracciones y si se trata de la misma colagenasa que degrada a la gela-

tina o si se debe a la existencia de una gelatinasa.




MATERIAL Y METODOS

EXTRACCION DE COLAGENA

Ia preparacién de las muestras @e col&gena involucra varios pasos
que van desde la obtencifn del tejido apropiado, hasta la extracci®n y solu-
bilizacitn de la coldgena tanto en soluciones salinas camo dcidas.

Todo esto se trabaj® a una temperatura de 4°C para evitar el creci
miento bacteriano, aumentar la solubilidad de la coldgena nativa y retener -
su conformacidn (19).

Se trabajé con pieles de cobayo a las cuales se les elimind el te-
jido adiposo subcutdneo. lLas pieles se cortaron en pequehos fragmentos y se
extrajo la coldgena inicialmente en NaCl 0.15 M agitfindose constantemente du
rante 48 h, esto se decant guardando la solucién para la purificacidn. Estos
mismos fragmentos se extrajeron en NaCl 0.45 M repitiendb el mismo procedimi-
ento, después en &cido acgtico 0.5 M y por dGltimo se extrajeron en Vac. acéti
co + pepsina a una concentracitn de 1 mg/l. Por lo que las cuatro extraccio-
nes son obtenidas de las mismas pieles.

La namenclatura que se va a utilizar para las diferentes extraccio
nes secuenciales serd que a la coldgena extraida en NaCl 0.15 M se le denomi
nard 0.15, a la extralda en NaCl 0.45 M se le denaminard 0.45, a la extraida
en dc. acético 0.5 M serd la 0.5 y la extraccién en &c. acgtico 0.5 M + pep-
siﬁa serd la 0.5p. La nomenclatura serd la misma ya sea que se hable de la -

coldgena o de su respectiva gelatina.

PURIFICACION DE LA COLAGENA

Esta purificacién se realiz6 basicamente de acuerdo al método de -

Trelstad y Gross. (20) con algunas modificaciones (tabla II).
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TABLA II

ESQUEMA DEL METODO DE PURIFICACION DE IA COLAGENA

Extraccién con :

o«

Las extracciones en NaCl ;

agitar 48 h

NaCI 0.15 M

NaCl 0.45 M

Ac. acético 0.5 M

Ac. acético 0.5 M + pepsina

N

Las extracciones en &c,ac&tico :

Centrifugar (10,000xrpm 30' 4°C) Centrifugar (10,000rpm 60' 4°C)
v %
5/N dializar vs &c.acético 0.5 Ml—3| S/N precipitar con NaCl al 5%
¢ .
(/ Centrifugar (15,000rpm 30' 4°C)
PP resuspender en amortiguador
de fosfatos 0.4 M pH 7.3 y dia
lizar vs el mismo.
Centrifugar (20,000rpm 60' 4°C)
Desgasificar el S/N y precipi- l(/
tarlo con NaCl al 20%
T [MCentrifugar (15,0005pm 30" 4°c)
PP resuspender en &c.acético y
dializarlo vs amortiguador de
fosfatos 7
\ :
Centrifugar (20,000xrpm 60' 4°C)
5/N dializar vs NaZHPO 4 0.01 M
™ [ Centrifugar (12,000rem 30' 4°C)

PP redisolver en Sc.acttico -
0.005 M

~

Liofilizar y guardar a =-20°C

11



Una vez purificada la coldgena se corren en electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS entre 20 y 30 pg con el objeto de ver si no exis-
ten contaminantes detectables por esta t&cnica. En caso de no encontrarse to
talmente purificada o de haber sufrido degradacifn, es posible observar por
debajo de las bandas X otras bandas, que bién pueden correspondér a fragmen
tos de col&gena producidos por la accibn enzimitica o bién a alguna impureza
presente a lo largo de la purificacién, en cuyo caso se procede a una preci-
pitacidn con alcohol al 14%.

La concentracitn de coligena se calculd midiendo el contenido de

HPro. en alicuotas por el mé&todo de Woessher.

ELFECTROFORESIS SDS EN GEL DE POLIACRITAMIDA

Esta electroforesis se realizd segfin la t&cnica de Laemmli (21) pa
ra las diferentes incubaciones de las pruebas de actividad tanto colagenoli-
tica camo gelatinolitica, ya que los productos de degradacién tanto de la co “
- ldgena camo de la gelatina tienen un peso molecular menor que la colégena na
tiva, por lo que presentan un patrén electroforético identificable.

A todas las muestras de las incubaciones, antes de correrlas en e-
lectroforesis, se les agregd SDS y glicerina, ambos a una concentracitn final
de 10 g/l seglin la t&cnica, una gotita de azul de bromofenol 0.5 g/l cawo -
frente vy se gelatinizaron en agua hirviendo durante 2 min. |

| Se hicieron los cdlculos necesarios para que la concentracibn co -

: rrida fuera siempre la misma y estuviera entre 20 y 30 ug. La concentracién

de acrilamida utilizada en el gel inferior fue de 7.5% y del gel superior -
fue de 3%.

_ La tinci6n y revelado del gel se realiz6 tifiiendo con azul de coo-

masie R-250 1 g/lv, metanol, &c. acético', agua (45:10:45) y se destifieron en

metanol, &c.acético, agua (25:8:65) durante 2 h y despufs en una proporcién
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de (15:8:75) hasta que se destiferan totalmente (22).
Se probaron también tinciones con TCA 50 g/l y azul de coamasie -
R-250 10 g/l agregé&ndolos en una proporcién de 30:1 respectivamente (23) va

que frecuentemente existe el problema de que las preparaciones se destefiian.

DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA

Con este procedimiento se pudo cuantificar la concentracién de co—
ligena, ya que es una de las pocas proteinas que contiene este imino&cido.

Se determind por el método de Stegemann modificado por Woessner (24)
Esta método involucra la oxidacifn de la hidroxiprolina con la cloramina T -
0.05 M, la reaccifn se detiene con éc.perclérico 3.15 M y se colorea con‘ -
p~dimetil amino benzaldehido al 20% en eter monametilico de etilén glicol.
Se lee la absorcién a 557 mm Yy se 'muli:iplica por un factor de correccién el -
cual ha sido calculado a partir de la cantidad de residuos de HPro que hay en

una molécula de colégena y es de 7.46.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD COLAGENOLITICA

Se siquib el procedimiento descrito por Pardo y Pérez Tamayo (17) -
para determimar la aétividad de colagenasa unida a coligena. Se colocaron -—-
0.2 ml de muestra de coldgena de las extracciones en NaCl 0.15 M = 0.15, NaCl
0.45 m = 0.45, &c.acdtico 0.5 M = 0.5 y &c.acgtico 0.5 M + pepsina = 0.5p que
previamente se habfan disuelto en &c.ac&tico 0.005 M a una concentracién de -
2 mg/ml agregéndoles 0.2 ml de un amortiguador que contiene Tris HCL 0.1 M, -

CaCl, 10 mM, NaCl 0.4 M a pH 7.3, incubando una serie a temperatura ambien-

2
te y otra a 35°C durante 72 h., De cada una de estas muestras se incuba un -

control con EDTA a una concentraci6n final de 40 mM.
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Esta misma prueba se realizé en presencia de glucosa a una concen-~
tracién de 1 M segfin la t&cnica de Terato y Nagai (25) que conserva la cold-
gena soluble a esta temperatura evitindo la formacién de fibras.

Estas pruebas se realizaron con el objeto de observar si la colagg
nasa que se ha descrito que permanece unida a la coldgena durante el proceso
de purificacitn de la misma, se encuentra en los cuatro tipos de extracciones
secuenciales, ya que este fenfmeno se ha descrito solo para coldgena extrai-

da en ic.acético o en NaCl pero no secuencialmente.

ACTTIVACION DE LA COLAGENASA

Se ha descrito que el APMA es un activador de la colagenasa latente
y con el objeto de ver si la colagenasa unida a colfigena se encuentra en esta
_do latente cam sugiere Harris (26), se activd incubando a una temperatura de

35°C. El activador. se utilizd a una concentracién de 10 mM.

PRESENCIA DE COLAGENASA

Con base en lo descrito por Pardo et.al. (27) la colagenasa unida
a coldgena puede detectarse en electroforesis a pH 8.1 ya que la coldgena -
permanece en el origen y corre finicamente la enzima que migra a cierta dis -

ktancia hacia el &nodo.

ELECTROFORESIS PH 8.1

‘1Ia electrofores:.s en. gel de poliacrilamida a pH 8.1 se realizd se- _

gﬁn la técm.ca de Davis (28) y Ornstein (29) tanto ‘en tubo cavo en placa.
Todas las muestras estaban dlsueltas'en Sc.acético 0.005 M a una -

concentraci6n de 2 mg/ml. EL gel se prepard a una conqentracién de acrilamida
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del 5%. La tincitn de los geles se llevd a cabo por la técnica de Blakesley

(30) que utiliza azul de coomasie G-250 y H,SO g Y se destifie con agua destila

2
da.

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Se siguib la técnica de O'Farrell (31) con la salvedad de que el pri
mer gel que se corrio fue en electroforesis en tubo a pH 8.1 y no por punto -
isoelectrico y luego este se colocS en la parte superior de un gel en placa -

con SDS y se vuelve a correr otra electroforesis.

- PRUEBAS DE ACTIVIDAD GELATINOLITICA

a) Procedimiento de gelatinizacién. |
La gelatinizaci6n de las diferentes nmestras de col&gena se 1llevd a
cabo calentindolas a 60°C durante 15 min., lo cual asegura una desnaturaliza-f

cifén campleta de la col&gena.

b) Tiempos de incubacibn.

Para establecer si existia actividad gelatinolitica y determinar el
tiempo Sptimo de incubacibn se incubS la gelatina de las diferentes extraccio
nes a 37°C pH 7.3 a diferentes tiempos que fueron de 15 min, 1 h, 3h, 6 h, -
12h, 24 h, 48 h, y 72 h.

¢) Prueba de actividad a diferente pH
Se realiz6 preparando el amortiguador de incubacifn antes descrito

para la actiiridad colagenolitica de Tris HC1 0.1 M, CaCl, 10 mM y NaCl 0.4 M

2
a pH 5.5y apH 7. Para el pH 8.5 el amortiguador se preparb con Tris 0.2 M,

glicina 0.4 M, NaCl 0.4 My CaC12 10 mM. Se incubaron durante 24 h a 37°C.
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d) Efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad gelatinolfitica.

Esta incubacién se 1llev6 a cabo con diferentes inhibidores de pro-
teasas agregindolos a la mezcla de incubacifn antes de gelatinizarla.

Los inhibidores utilizados fueron PMSF 2 nmM, N~-EM 10 mM, pCMB 1 mM
Cis 4 mM y EDTA 40 mM. Estos inhibidores se dividen en tres grupos, aquellos
que son quelanteé cano el EDTA y la Cis la cual ademis reduce enlaces disul-
furo, los que blogquean grupos sulfhidrilo como la N-EM y el pOMB vy los que -
inhiben proteasas con un residuo serina en su sitio activo como el PMSF.

Se incubb también a 37°C durante 24 h.
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RESULTADOS

1.~ OBTENCI(I\T TOTAL DE COLAGENA

- A partir de 12 p:.eles de cobayo, a las cuales se les extrajo la co-
.l&gena en solucién salina y en solucidn &cida secuencialmente, el renda_mlento
- de colégena total obtenido para cada una de las extracciones es de 0.1342 g -
enNaCl 0.15 M, 0. 5381 g en NaCl 0.45 M, 3.7963 g en &c. acét:.co 0. SMy 421§

‘en ‘&c.acBtico 0. 5M+peps:ma

2.— MOVILIDAD EN ELECTROFORESIS

’ El‘patr6n de béndas que se. obtiene muestra dos cﬁxnponentes con dis-
tmtas movilidades que corresponden a las caydenas’ K, ademss hay otras ban-
das con menor movilidad que corresponden ’a dirreros que son asociaciones de ca
| denas A , denominadas @ y también se presenta un componenté que por lo gene
ral entra muy poco al gel que se denomina ¥

El patrfn electroforético que se observa en la figura 1 correspon-
de al patrdn normal de las col&genas .

Todas 1as preparac:.ones mostraron una pureza aceptable ya que no se

, presentaron bandas por debajo de las cadenas 0< .
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Fig. 1 Patrén electroforético de la colfgena de las diferentes extraccio-
nes, mostrando la distribucién de las cadenas <X, 3 y ¥ .
A - extraccifn en NaCl 0.15 M :
B — extraccifén en NaCl 0.45 M
C - extraccién en &c.acético 0.5 M ,
D - extracci6n en &c.ac&tico 0.5 M + pepsina

3.— ACTIVIDAD COLAGENOLITICA

Ia actividad colagenolitica se present6 en las colagenas extraidas
en NaCl 0.15 My 0.45 My en la de &c.acético 0.5 M incubadas a 35°C. A tem-
peratura ambiente solo se presento actividad en la extraccién de NaCl 0.45 M
siendo esta actividad inhibida en todos los casos por EDTA 40 mM.

En la extraccibn con &c.ac&tico 0.5 M + pepsina no se present acti
vidad colagenolitica (fig.2).

La actividad presente en las extracciones se ejemplifica en la f£fi -
gura 3 con la extraccitn en &c.ac&tico 0.5 M tanto a 35°C como a temperatura
ambiente. En las extracciones de NaCl se observa bsicamente lo mismo aunque

no se muestran las fotografias.
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- Fig. 2 Electroforesis SDS en gel

‘ de poliacrilamida de la co
ligena extraida en &c.acé- e , :

~tico 0.5 M. 1) sin incu - Fig. 3 = Electroforesis SDS en gel

bar  2) sin inhibidor a - Lo de poliacrilamida de la -
35°C  3) con EDTA a 35°C colégena extraida en &c.-
'4) sin inh. a temp. amb. acético 0.5 M + pepsina -
5) con EDTA a temp. amb. incubada 72 h a 35°C

1) con ¥EDTA - 2) sin inh.

los resultados obtenidos por electrofores:Ls de la actividad colage-
nolltlca se resumen en la tabla III donde la act:.v:.dad se representa (+) v 1la

no actividad como (~).

35°C temp. ambiente
s/ inh. | EDTA s/ inh | ®EOTA
0.15 + - - -
Nacl
“0.45 + - + -
acético ' -
0.5p - - - -

Tabla III . Resultados de la actividad colagenolitica de las dlferentes extrac
o ciones incubadas 72 h a 35°C y a temp. amb. Actividad (+) No acti
vidad (-).
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Las pruebas realizadas inicialmente con glucosa no fueron satisfac
torias ya que no se observb actividad, por lo que todas las incubaciones pos-—

teriores se realizardn sin ella.

4.- ACTIVACION DE LA COLAGENASA

En las pruebas realizadas con el APMA 10 mM no se cbserv6 un incre-
mento aparente de la actividad por el m&todo electroforético, aungue hay que

considerar que este método no es cuantitativo.

5.~ ELECTROFORESIS A PH 8.1

En las electroforesis de las distintas coldgenas realizadas a pH 8.1
"se obserira la preséncia de una banda semejante a la descrita como colagenasa
| por Pardo et.al. (17). Esta banda se presenta en las colégenas extraidaé en -
| NaCl 0.15 My 0.45 My en la extraida con &4c.acético 0.5 M, mientras que en -
la extraida con &c.acético 0.5 M + pepsina no se puede apreciar esta banda. La
diferencia entre ellas es que en las extracciones con NaCl esta banda es més -
gruesa e intensa, en la extraccién con &c, acético apenas se distingue.

Estas mismasr electroforesis efectuadas en placa mostrarcn que en lu
gar de una sola banda se observan dos bandas en las extracciones de NaCl camo

se puede ver en la figura 4.

6.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Esta,electrbforesis, se efectub con el fin de ver la posicién de la
banda de la electroforesis a pH 8.1 en la electroforesis SDS y tratar de ex -

plicar los diferentes resultados que se obtuvieron en la electroforesis a pH
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8.1 dado que en tubo se obtiene una sola banda y en placa se obtienen dos.
Corriendo los geles de tubo de una sola banda en la electroforesis

bidimencional, no fue posible identificar nada en relacifn a la colagenasa, -

lo finico que se logr6 identificar es lo que queda en la parte superior del -

gel a pH 8.1 que es la colagena, presentando el patrén normal de &sta.

Fig. 4 Electroforesis en gel de
~  poliacrilamida a pH 8.1
l)extraccifn en NaCl 0.15M
2)extraccifn en NaCl 0.45M
3)extraccibn en &c.ac.0.5M
4)extraccibn en &c.ac.0.5M
+ pepsina

7.— ACTIVIDAD GELATINOLITICA

Se encontrd que esta actividad se hace aparente a partir de las 6 h

' de incubacién incrementindose el nfimero de bandas conforma la incubacifén lle-
va mis tiempo.

El tiempo Sptimo de incubacién fue de 24 h, ya que a tiempos mayores - -
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la difereﬁcia en el nfmero e intensidad de las bandas de degradacifn es mini
ma.

Esﬁa prueba se realiz6 con todas las extracciones obteniendose el
mismo resultado, el cual se ejemplifica en la figura 5 con la gelatina de la

extraccitn en NaCl 0.15 M.

Fig. 5 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex
traccidtn con NaCl 0.15 M incubada a diferentes tiempos. 1) gelati
na sin incubar 2) 3h 3y 4) 6h 5y 6) 12h 7y 8) 24h
9y 10) 48 h 11y 12) 72 h. A 37°CpH 7.3 :

Los resultados obtenidos a los diferentes pH asi camo con los dife
rentes inhibidores se presentarn mis adelante en forma conjunta para todas
la'ts extracciones.

Los resultados obtenidos a pH 5.5 nos indican que para la geiatina
de la coi&gena de la extraccifn en NaCl 0.15 M se presenta una clara activi -

dad gelatinoliticé (£ig.6) la cual es parcialmente inhibida por EDTA si se to
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ma en cuenta en relacién a la actividad observada sin inhibidor donde se pre-
sentan mayor nmero de bandas, témbién se observa que hay una disminucifn en
la intensidad de las bandas correspondientes a los dimeros (3 con respecto
al control, o sea, la gelatina sin incubar, las cuales se recuperan en presen

cia de pCMB, esto quiere decir que hay inhibicién parcial de la actibidad en

presencia de este inhibidor afin cuando se presenten algunas bandas por debajo
de las cadenas KX . -

Fig. 6 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS de la gelatina de
la extraccibén en NaCl 0.15 M incubada 24 h a pH 5.5 con diferentes
inhibidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin in
hibidor. Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) Cis
5) pCMB 6) N-EM 7) PMSF

P4

En el caso de la gelatina de la extraccifn en NaCl 0.45 M se puede
observar en la figura 7 que existe inhibicién total de la actividad al incubar
se en presencia de pCMB. Con cisteina se observa una disminucifn de la inten-

sidad de las bandas que corresponden a la gelatina no degradada, sugiriendo -
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que se ha degradado la gelatina afin cuando no se observen bandas por debajo

de las cadenas ©% , debido a que la concentracién aplicada de las muestras

en la electroforesis es la misma en todas.

Fig. 7

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex
traccién en NaCl 0.45 M incubada 24 h a pH 5.5 con diferentes inhi-
bidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhi-
bidor Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF

5) N-EM 6) pCMB 7) Cis )

La gelatina de la extraccifn en ac.acético 0.5 M como se muestra en

la figura 8,también presentd inhibicitn de la actividad gelatinolitica por --

pCMB y con la cistefna se presenta el mismo fenémeno observado anteriormente

en la gelatina de la extraccifén en NaCl 0.45 M.

La gelatina de la extraccidn en &c,acético 0.5 M + pepsina tiene -

gran actividad gelatinolitica a pH 5.5, la cual es inhibida por EDTA y pCMB.

Con la cistefna tal parece que la actividad aumenta ya que las bandas de alto
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peso molecular desaparecen, cano se puede ver en la figura 9.

. Los resultados observados en las electroforesis de las gelatinas de
las diferentes extracciones se resumen en la tabla IV en la cual la actividad
visible con‘o bandas de degradacién se clasifict de dos maneras : intensa, a -

la cual nos referimos como ++ y menos intensa +. Ia inhibicién parcial se re-

presenta como + - y la inhibicién total como -.

Fig. 8 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex

' traccifn en &c.acético 0.5 M incubada 24 h a pH5.5 con diferentes
inhibidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin -
inhibidor Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA  4) PMSF
5) EM 6) pCMB 7) Cis
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Fig. 9  Electroforesis SDS enbrgel de poliacrilamida de la gelatina de la ex
traccién en &c. acético 0.5 M + pepsina incubada 24 h a pH 5.5
1) Gelatina sin incubar - 2) Gelatina incubada sin inhibidor Gela
tina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF  5) N-EM 6)p(MB

7) Cis
s/ inh. | EDTA PMSF | N-EM | poMB Cis
. 0.15 + + + - + + + + - + +
NaCl
0.45 + + + + - +
&cido 0.5 + + + + - +
acét.
0.5p |  + .+ o+ - + + + + - 4+

Tabla IV Resumen de los resultados de la incubacidn a pH 5.5 de las gelati-
nas de las diferentes extracciones con los distintos inhibidores.
Actividad intensa (4++) menos intensa (+) inhibicidén parcial (+ -)
inhibicién total (~)




En los resultados obtenidos en las gelatinas de las diferentes ex-
tracciones incubadas a pH 7 durante 24 h a 37°C con los distintos inhibido -
res se ve que en la gelatina de la extraccién en NaCl 0.15 M (fig.10) en la
de la extraccifn en NaCl 0.45 M (fig.1ll) y la de &ac.acético 0.5 M (fig.12) -
presentan actibidad gelatinolitica, no inhibible por ninguno de los inhibido—-
res utilizados. ‘

la gelatina de la extraccifn en &c.acético 0.5 M + pepsina (£fig.13)
también presenta actividad a este pH inhibible por EDTA y pCMB.

1os resultados cbservados enh las electroforesis de las gelatinas -

de las diferentes extracciones incubadas a pH 7 se resumen en la tabla III -

donde la actividad se representa camo + y la inhibicién camo - .

"Fig. 10 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
SR - extraccitn en NaCl 0.15 M incubada a pH 7 durante 24 h a 37°C.
'1) Gelatina sin incubar - 2) Gelatina incubada sin inhibidor -
Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) N-EM 5) pCMB
6) Cis 7) PMSF




Fig. 11

Fig. 12

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
extraccitn en NaCl 0.45 M incubada 24 h a 37°C a pH 7 1) Gelati
na sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor Gelatina -

incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM 6) pCMB
7) Cis

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
extraccién en &c.acético 0.5 M incubada 24 h a 37°C a pH 7 1)Ge
latina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor Gelati-
na incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM —
6) pCMB 7) Cis




Fig. 13 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
o extraccién en dc.acético 0.5 M + pepsina incubada 24 h a 37 °C a
pH 7 1) Gelatina incubada sin inhibidor 2) Gelatina incubada
con EDTA  3) Gelatina sin incubar Gelatina incubada en presen
cia de : 4) Cis 5) pCMB 6) N-EM 7) PMSF
S/ inh, EDTA PMSF N-EM Cis
0.15 + + + + +
NaCl
0.45 + + + + +
Ac. 0.5 + + + + +
acét.
0.5p + - + + +
‘Tabla V  Resumen de los resultados de la incubacién a pH 7 de las gelatlnas

todas las extracciones con los diferentes 1nh1b1dores.
Actividad (+) no actividad (-)
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En los resultados obtenidos en la incubaci6n de las gelatinas de
las diferentes extacciones a pH 8.5 durante 24 h a 37°C con los distintos -
inhibidores, se observa la existencia de actividad gelatinolitica en todas
las extracciones a este pH no inhibible, en ninglin caso, por los inhibidores
utilizados (figuras 14, 15, 16, 17).

En la tabla VI se resumen los resultados de la incubaciftn de las

gelatinas de las diferentes extracciones a pH 8.5 donde la actividad se re-
1

presenta cano + . .

Fig. 14 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
extraccién en NaCl 0.15 M incubada a pH 8.5 durante 24 h a 37°C
1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor -
Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5} N-EM
6) pCMB 7) Cis : :
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Fig. 15

Fig. 16

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
extraccién en NaCl 0.45 M incubada a pH 8.5 durante 24 h a 37°C

1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor -
Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM

6) pCMB 7) Cis '

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la
extracci6n en &c.acético 0.5 M incubada a pH 8.5 durante 24 h a -~

37°C 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibi-

dor Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF  —-
5) N~.EM 6) pCMB 7) Cis
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Fig. 17

Nacl

acido
acético

Tabla Vi

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la

extraccitn en &c.acético 0.5 M + pepsina incubada a pH 8.5 duran-
te 24 h a 37°C 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada
sin inhibidor  Gelatina incubada en presencia de : 3) EDIR®R = ——-

4) PMSF 5) N~EM 6) pCMB 7) Cis

S/inh.{ EDTA PMSF N-EM PCMB cis |
0.15 + + + + + +
0.45 + + + + + +
0.5 + + + + + +
0.5p + + . + + + +

Resumen de los resultados de la incubacién a pH 8.5 de las gelati
nas de todas las extracciones con los diferentes inhibidors.
Actividad (+) ‘ - o -
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DISCUSION

El rendimiento obtenido en la extraccifn secuencial y purificacifn
de las coldgenas, nos indica que la coligena que se extrae en solucifn sali-
na, que es la que no esti unida a fibras por enlaces covalentes intermolecu-
lares, o sea, la coldgena recientemente sintetizada, es muy poca en relaci6n
a la extrajida en &cido acético, ocbservandose que la mayor cantidad obtenida
es cuando se extrae con pepsina va que &sta es capaz de degradar los enlaces
covalentes que se encuentran en los extremos de la molécula de coldgena, lo-
grandose asi una mayor solubilizacifn (19).

Por medio de la electroforesis con SDS se pudb saber que la colige
na extraida estaba purificada puesto que no se observan bandas por debajo de
las < ,gracias a esto se pudieron efectuar los experimentos con la seguri -
dad de que los datos obtenidos en la actividad colagenolitica se deben al e-
fecto de una colagenasa que se mantuvo unida a la col&gena a través del pro-
ceso de purificacifn, ademfs mediante la electroforesis a pH 8.1 sé pudo de-
mostrar la presencia de la colagenasa en todas las extracciones excepto en -
la de &cido ac&tico + pepsina, observdndose que la banda correspondiente a -
la colagenasa se encontraba en las extracciones que presentaban actividad co
lagenolitica.

1a colagehasa se encuentra pegada tanto a la coldgena recientemen-—
£e sintetizada que se extrae en solucifin salina, como en la colégena extrai-
da en &cido acético. Era de esperarse que en la colidgena extralda con NaCl -
0.15 M se presentara mayor actividad colagenolitica, ya que se reporta que
probablemente en la coligena recientemente sintetizada se encuentre mayor -
cantidad de enzima por el recambio metabSlico que se efectfia en ella, sin em
bargo solo la coldgena extraida en NaCl 0.45 M presenta actiiridad colagenoli

tica tanto a 35°C como a temperatura ambiente, por lo que debido a esto tal -

32



vez sea esta fraccién donde hay mayor concentracifn de enzima ademds de que-
a altas concentraciones salinas se extrae mis facilmente la enzima. En la -

col&gena extrajda con pepsina no se logré observar actividad. Pardo et.al. -
{(27) repurtan que con pepsina han logrado purificar de colagénasa a la cols

gena, encontrando que la colagenasa es suceptible a la pepsina (32), tal vez
a esto se debe la ausencia tanto de la banda en la electroforesis a pH 8.1 -~
como a su correspondiente actividad. |

La aparicitn de una doble banda en la electroforesis en placa a pH
8.1 en las extracciocnes de NaCl se puede deber a un contaminante del sistema
empleado, ya que Soto | (32) habiendo utilizado el mismo sistana reporta que -
en geles corridos sin proteina éparecia una banda que migraba muy cerca al -
frente del amortiguador, por delante de la banda correspondiente a la colage
nasa, sin haber podido identificar de donde provenia este contaminante.

| Con el activador de colagenasa, el APMA, aparentemente no se Obser
va mayor degradacibn oon el método electroforé&tico, lo cual sugeriria que es
ta colagel_qasa_ no es activable, no existiendo como colagenasa latente por la
presencia de un inhibidor.

En las incubaciones gue se realizaron con glucosa, para evital la
formacidn de fibras, se observd menor actividad , Por lo que todas las prue-
' bas se realizaron sin ella, debido tambi&n a que se ha reportado que la glu-
cosa inhibe colagenasa (33).

Mediante la incubacifn de la gelatina a diferentes tiempos se pudo
demostrar la presencia de una actividad proteolitica que se encuentra unida
a la colégena "purificada” por métodos ettardar. Esta proteasa o proteasas se
‘escuentran presentes en todas las extracciones, donde la magnitud de su acti
'k'v‘idéd guarda una relacién con el tiempo de incubacidn. los pi:oductos de degra

dacibn son diferentes en cada extraccién, como se puede obser§af el las ———
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electroforesis de cada una de ellas.

Con las incubaciones a diferente pH y con los distintos inhibidores
se tratd de caracterizar parcialmente las propiedades de esta gelatinasa (s),
encontrandose que existe una proteasa cuya actividad depende de grupos sulf-
hidrilo, ya que es inhibible por pCMB a pH &Scido, el cual parece ser el pH -
Sptimo al cual actlia esta enzima por lo que tal vez sea una proteasa &cida
del tipo de la catepsina B (35). .

El N-EM también inhibe a proteasas dependientes de grupos sulfhi -
drilo camo el pCMB, sin embargo no se observa inhibici6n con este compuesto.
En estos experimentos solo se utilizb una concentracifn de los inhibidores,
tal vez si se aumentara la concentracién de N-EM se observaria inhibicibn de
la actividad gelatinolitica, aungue en el caso de que se trate de una catep-
sina, como se propone, no se ha reportado que estas enzimas sean inhibidas
por N-EM (35,36).

Hartley (34) ha propuesto la clasificacifn de enzimas proteoliticas
cano proteasas dependientes de serina, dependientes de un grupo tiol,&cidas y
met8licas. El grupo dependiente de serina incluye enzimas camo quimotripsina
tripsina, elastasa y plasmina cuyo sitio activo contiene un residuo serina
que reacciona con campuestos organofosféricos y no son suceptibles a la inhi
bicifn por EDTA. Las proteasas dependientes de un grupo tiol como la papaina
y la catepsina B, pueden ser estabilizadas y activadas por agentes reductores

y metaloquelantes y son particularmente sensibles tanto a la oxidacifn como
a los metales pesados. las proteasas &cidas incluyen entre otras a la pepsina
que tiene su actividad &ptima a pH menor de 6.

Hay varios reportes (35, 36, 37, 38, 39) acerca de la degradacifn

tanto de gelatina como de col&gena, bajo condiciones de pH &cido, por prepa-

raciones enzimiticas crudas lisosomales de higado de rata. Se ha propuesto -
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que la responsable de la degradacifn de la coldgena bajo estas condiciones

es la catepsina D (36,37) y de la gelatina la catepsina B (35, 36). Sin embar
go Scott reporta que la catepsina D tiene accibn limitada sobre gelatina (38).
Estas enzimas poseen un grupo tiol esencial para su actividad, por lo que son
inhibidas por campuestos merclricos camo el pCMB (38,40) y por agentes alqui-
lantes (35) y es activada por EDTA y cisteina (40). El pH al cual actuan va -
ria de 3 a 6 (35, 36, 40) dependiendo del sustrato (36).

Las catepsinas son enzimas que se encuentran en los lisosomas por lo
que es poco probable que se encuentre unida a la col&gena extracelularmente,
sin embargo durante el proceso de extraccién y purificacién es posible que ha
ya rompnmlento de células y la catepsina asi libre se pueda pegar a la colége
na de tél manera gue permanezca unida a ella a tavé@s de la purificacién.

En la degradaci®n de la regifn helicoidal de la col&gena bajo con-
diciohes fisiol&gicas el mecanismo importante es la accitn de colagenasa es—
pecificas en la matriz extracelular, después de eso la degradacifn se lleva
a cabo en las células mediante la catepsina B. Ambas enzimas tienen propieda
des diferentes; la colagenasa es més activa a pH 7 - 8, requiere de Ca++, mi
entras que la catepsima B es mis activa a PH 3 -5yes inestable a pH mayor
de 7 (40).

1os resultados obtenidos a pH 8.5 muestran que también hay activi-
dad gelatinolitida no inhibible por los inhibidores utilizados. En caso de -
q'tie se tratase de la misma enzima que actua a pH 5.5 o de la que presentd ac
tividad a pH 7 y que actub también a pH 8.5 se esperaria que al menos los -
productqs de degradacifn fueran iguales en todos los casos, pero el resulta-
do no es asi, ya que son productos diferentes los obtenidos a los diferentes
pH asi como los de cada extraccifn, por 1o que pueden existir dos hipﬁﬁesis -

para explicarlo. Una es que se deba al efecto del pH sobre la enzima o que -
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se trate de una enzima diferente a las catepsinas y que actua a pH alcalino.
Parece ser mis bién una enzima que actua a pH alcalino pero no puede ser ca-
racterizada debido a que no presentd inhibicifn con los inhibidores utiliza-
dos, no pudiendo éveriguar de que tipo de enzima se trata.

A pH 7 los resultados indican que también hay actividad gelatinoli
tica en todas las extracciones. Esta actividad es mucho menor que a pH 5.5 y
8.5 y no es inhibible por los inhibidores utilizados excepto en el caso de ~
la extraci:ién en &c.acético + pepsina cuya actividad es inhibible a este pH
por EDTA y pCMB. Esta actividad se asemeja a la de una proteasa neutra ais—
lada por Harris (40) de cultivos primarios de n6dulos reumatdides subcutineos
la cual es inhibida por quelantes y suero, al igual que una gelatinasa aisla-¥
da de piel humana por Seltzer (41l), la cual es inhibida por EDTA y BEGTA vy su
pH O6ptimo esté& entre 7 y 7.5, dicha gelatinasa se asemeja a la de sinovio -
reumatoide y a la de leucocitos humanos en términos de tamafio aparente, es—
‘pecificidad por el sustrato y suceptibilidad a inhibidores.

Sellers et.al.(43) también aislaron una proteasa neutra cuya acti-
vidad fue separada cromatogréficamente de la colagenasa, dicha proteasa es
iﬁhibida por 1-10 Fenantrolina y EDTA.

ILas proteasas neutras anteriormente mencionadas son inactivas a
PH menor de 5 (41, 42).
| Las proteasas gelatinoliticas han sido extrafdas de varias fuentes
camo la fraccién granular de leucocitos (12, 42, 44) piel humana hamogenada
libre de suero (41) de hueso (45) y de cultivo de c8psula sinovial reumatoi-
de (40).

Debido a esto y sobre todo a los resultados obtenidos, creemos que
no es solo la colagenasa y la catepsina B las enzimas que se extraen ﬁnidas

a la coligena, -sind que existen una serie de proteasas, las cuales no pudie-
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ron ser caracterizadas, pero por electroforesis se ve que tienen actividad
gelatinolftica y que se extraen unidas a coldgena, cuya actividad se obtie
ne tanto a pH 7 como a pH 8.5 y no son inhibibles por los inhibidores uti-
lizados.

Como ya se mencionf anteriormente las enzimas que poseen un gru-
po tiol son inhibidas por pCMB y son activadas por EDTA, los resultados -
aqui obtenidos muestran que la actividad inhibible por pCMB no parece ser
activable por EDTA, sin embargo es interesante hacer notar dos cosas, una
es que cuando el EDTA se agrega después de la gelatinizacifn activa la de-
gradacifn, no asi, si este se agrega antes de gelatinizar, obteniendose -
una inhibici6n parcial de la actividad; y la otra es que con la cistefina -
se observa una mayor degradacién en las gelatinas de las ext.racciones incu
badas a pH 5.5 y en las de NaCl incubadas a pH 7.

Como vemos, aln cuando mediante Vlos procesos de purificaci6n y -
por electroforesis creemos tener un sustrato puro, vemos que no es asi, ya
que por incubaciones a diferentes pH se pudo demostrar la presencia de en-
zimas unidas a ese sustrato. Confirmandose asi la hipStesis planteada so -
bre la existencia de proteasas gelatinoliticas que se extraen unidas a la
colfgena en extracciones tanto salinas como &cidas y se encuentran presen —

tes en todas ellas.
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