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RESUMEN 

En el presente trabajo se desarrolH5 un método simple, 

sensible y cuantitativo para la determinacl6n de colagena y 

de proteínas no-colagénicas en cortes hlstol6glcos. de 

hfgado, rlMn, pulm6n, coraz6n y bazo de rata, fijados en 

formaldehfdo e inclufdos en parafina. 

El método se basa en la uni6n selectiva del Rojo sirio 

F3BA los componentes colagénlcos y del Verde rápido FCF a 

los componentes no-colagénicos. Ambos colorantes son estables 

en soluci6n saturada acuosa de acido pfcrlco. 

La tlncl6n de los componentes colagénicos, por el Rojo 

sirio F3BA no Interfiere con la tlncl6n de los componentes 

no-colagénlcos por el Verde rapldo FCF, por lo que la tlnclon 

se puede efectuar slmultaneamente. Ademas, ambos colorantes son 

elufdos facllmente en una mezcla equlvolumétrlca de 

hldr6xldo de sodio 0.1 N y metano! absoluto. 

Los colorantes, 

NaOH-metanol muestran 

nm) lo suficientemente 

una vez elufdos, 

picos max1mos de 

separados para 

cl6n cuantitativa de cada uno. 

en la solución de 

absorcl6n 

permitir la 

(540 y 605 

determina-

La unl6n de los colorantes, a los cortes, es proporcional 

su contenido protéico y dentro del error experimental todos 

los tipos genéticos de colagena, unen, cantidades similares de 

Rojo sirio F3BA. 



Los colores equivalentes, para los componentes colagénlcos 

{37.8 A 540nm /mg de colagena) y los no-colagénlcos (2.08 

A 605nm /mg de proteína), fueron determinados mediante el 

an~llsls químico (hldroxlprollna y mlcro-Kjeldhal) de cortes 

previamente analizados mediante el método de tlncl6n. 

gen a 

El método puede detectar hasta 5.7 microgramos de 

por miligramo de proteína y puede ser empleado 

valorar el grado de flbrosis en biopsias y 

los efectos de drogas antlflbrogénlcas. 

en la 

col~­

para 

de evaluacl6n 
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1. JNTRODUCCION 

La cirrosis hep~tlca es uno de los padecimientos humanos que 

cursan con fibrosis y ha sido ampliamente estudiada, tanto en 

México como en otras partes del mundo. En México, es la 

orlmera causa de muerte de sujetos Jóvenes del sexo masculino, 

cuya edad oscila entre los 30 y los 50 años de edad. 

La cirrosis hepática es la vía final común de todos 

los padecimientos crónicos que afectan al hígado en forma 

difusa y, desde el punto de vista anatómico, se caracteriza por 

un daiio celular generalizado, regeneración del parenqulma 

hepática, 

nódu 1 os de 

aumento de 1 

hepatocitos 

tejido 

rodeados 

conectivo, 

por bandas 

formación 

de colágena 

de 

y 

distorción de la arquitectura lobular. A consecuencia del daño 

celular y de las modificaciones estructurales, se presentan 

importantes cambios hemodinámicos y funcionales (41). 

El aumento del tejido conectivo hepático en la cirrosis es 

el princtoal 

h (gado. La 

resoonsable 

naturaleza 

de 

del 

bastante heterogenea y esta 

dos tipos de compuestos: 

colagénicos (41). 

las alteraciones 

tejido conectivo 

que afectan 

hepática 

constituido principalmente 

tos colagéntcos y los 

a 1 

es 

oor 

no-
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1.1. Componentes colagénicos. 

Las col4genas son una clase heterogenea de proteínas 

extracelulares caracterizadas por una composlcl6n de 

amlno4cldos Onica. Contienen 30% de glicina, 20'1: de prollna. 

mas hidroxlprolina y cantidades variables de hldroxillslna y 

carbohldratos (glucosa y galactosa). Estructuralmente las 

colágenas se componen de tres cadenas pollpeptídicas, 

helicoidales con giro hacia la izquierda, de aproximadamente 

100,000 daltones de peso molecular cada una (cadenas alfa). Estas 

tres cadenas se acomodan en una triple hélice dextrógira de 

aproximadamente 300,000 daltones de peso molecular, conformando 

la molécula de colágena. Esta molécula posee en sus 

extremos zonas de tipo globular, las cuales son eliminadas por 

dlgesti6n enzlmHlca cuando la procolágena es convertida en 

colágena (37). 

Existen varios tipos genéticamente distintos de esta 

proteína, éstos son: 1, 11, 111, IV, V, VI, VII, VIII, IX y 

X, los cuales difieren en su composici6n de aminoácidos, 

ublcaci6n y funci6n dentro del organlsmo(6, 37, 45). 

Esta 

superiores 

total. 

pro terna 

ya que 

es la mas 

constituye 

abundante en 

el 33% o mas 

los 

de la 

animales 

proteína 

En el hígado de rata se encuentran principalmente las 

colágenas tipo (45.5%). 111(47.7'1:) y V(6.6'1.). asr como 



col4gena de membrana basal (tipo IV) (44). En otras especies, 

Incluyendo al ser humano, los porcentajes son semejantes aunque 

la cantidad total varra. 

1.2. Componentes no-colagénlcos 

Los principales comoponentes no-colagénlcos son los 

gllcosamlnogllcanos y las gllcoproternas: flbronectlna, 

lamlnlna y hepatonectlna (41). 

1.2.a. Glucosamlnogllcanos 

Los proteoglucanos son agregados de alto peso molecular, 

hechos de heteropolfmeros de prote!na y azocar. La unidad 

b4sica o mon6mero de proteoglucano esta constltufda por 

varias cadenas de glucosamlnogllcanos unidas a una estructura 

protéica. Aunque la organización y estructura tridimensional 

(en el h!gado) no ha sido elucidada, actualmente se conoce la 

composlci6n porcentual, casi el 7Si corresponde heparan 

sulfato, 10% es ac1do hlalur6nlco, 7% dermatan sulfato y 7% 

condrolt!n sulfato (41). 
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1.2.b. Flbronectlna 

La fibronectlna es un dímero formado por dos subunidades 

diferentes, con un peso molecular de 220,000 daltones cada una, 

unidas covalentemente por un puente disulfuro cerca del extremo 

carboxllo terminal. Esta proteína existe en dos formas: una que 

es Insoluble y es conocida como fibronect!na celular o tisular 

otra, la cual es soluble y se encuentra en el plasma sangufneo 

en una concentración de 30 mg por 100 ml de plasma: esta forma 

soluble es también conocida como globullna Insoluble en frío 

(Clg por sus siglas en inglés). 

La flbronectina presenta varias reglones que poseen una alta 

especificidad de unión ciertas macromol~culas como: 

coUgena, gelatina, fibrina, flbrln6geno, gllcosamlnogllcanos 

(heparlna, heparán sulfato y ácido hlalur6nlco), actlna, 

estafilococos y c(!lulas (4t, 47). 

1.2.c. Lamtnlna 

La lamtnina es una glicoproterna de aproximadamente 

800,000 daltones y consta de dos subunldades, una de 400,000 y 

otra de 200,000 daltones, unidas por puentes dlsulfuro. La 

actividad biológica de la lamlnlna no está bien determinada, 

pero se ha sugerido que es el principal factor de adhesión para 



células epiteliales en cultivo 

Importante en la morfogénesis 

y que puede jugar un papel 

y en la diferenciación celular 

( 40. 42). 

1 .2 .d Hepatonect i na 

La hepatonectina es una glicoproterna de alto peso 

molecular, recientemente aislada y aan no caracterizada. Se ha 

sugerido que esta glicoproterna puede ser el factor 

específico de adhesión para hepatocitos (40). 

Durante el proceso fibrogénlco no todos los componentes se 

ven Igualmente afectados, aunque ésto debe tomarse con cierta 

reserva, ya que los cambios de composición sólo se han 

establecido cuantitativamente para los componentes colagénicos, 

e inmunoqufmlcamente para los no-colagénicos. 

De los componentes co 1agén1 cos 

primeras etapas la relacl6n de 

se sabe que durante 

las col!genas 1/111 

las 

se 

mantiene mas o menos constante - 1.0 - y 

esta relación se ve alterada, 

aproximadamente 3.D. Esta variación en 

ha sugerido como un marcador de 

Irreversibilidad del proceso (41, 43). 

en las fases tardfas 

alcanzando valores de 

la relación 1/111 se 

la reversibilidad o 

En cuanto a la dlnamlca del proceso, 

concentración de colágena se ha propuesto 

el 

que 

aumento en 1 a 

se debe a un 



Incremento en 

degradación, ya 

su síntesis y no 

que la colagenasa 

sino por el contrario, est! aumentada 

actlvable (22). 

11. ANTECEDENTES METODOLOGICOS 

a 

8 

una disminución en su 

no se encuentra dlsmlnuída 

en su forma activa como 

En los Oltlmos 20 anos varias enzimas, metabolltos y 

componentes del tejido conectivo se han empleado para estimar el 

grado de flbrosls de un hígado danado. Estos métodos se han 

enfocado principalmente dos componentes, los no-colagénlcos y 

los colagénlcos (31). 

Debido a que la colágena es el marcador de flbrogénesis 

m6s ampliamente usado, la metodologla encaminada su 

cuantlflcaclón es la que más se ha desarrollado. Estos 

métodos se pueden clasificar en métodos invasivos y no 

invasivos. 

Los métodos Invasivos 

necesariamente de una muestra 

son métodos de tipo químico 

en la premisa de que toda 

confinada en la colágena (26). 

son aquellos que requieren 

del tejido danado, esencialmente 

y están basados principalmente 

la hidroxiprolina se encuentra 



As!, desde 1933 Lang, Naldschmldt-Leltz y Akaborl, 

bas6ndose en el rico contenido en hldroxlprollna de la 

colágena,desarrollaron el orlmer método cuantitativo para 

determinar colágena. Este método se bas6 en la oxldacl6n 

qu!mlca de la hldroxlprollna a pirro! con hlpoclorlto de sodio 

y la posterior formacl6n de un crom6foro con lsatln 

( lndol-2-3-dlona) o p-dlmetllamlnobenzaldeh!do. 

Seis años después, Mcfarlane y Guest desarrollaron un 

método que Involucraba la oxldacl6n de la hldroxlprollna con 

per6xldo de sodio y la formacl6n de un complejo colorido con 

cobre e lsatln. 

Las 1 nvestlgac iones subsecuentes 

métodos anteriores ya aue éstos 

factores de correccl6n, as! como de 

altas de muestra y su preclsl6n era baja. 

buscaron 

requerfan 

cantidades 

optimizar los 

de grandes 

relativamente 

En 1950, Neuman y Legan optimizaron el método de Mcfarlane 

y Guest empleando 

p -d lmet 11am1nobenza1 deh !do 

de cobre e isatln (29). 

per6xldo 

para formar 

de 

el 

hldr6geno y 

crom6foro en lugar 

Durante los siguientes 10 anos, este método fue su vez 

modificado varias veces buscando eliminar las variaciones 

resultantes de la destrucci6n Incompleta del per6xldo de 

hldr6geno (7), de la lnestabllldad del crom6foro (20) y de la 

1 nterferenc la producida por cromóforos parásitos de tirosina, 

triptofano y otras sustancias (9, 27). En general, estos 
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métodos eran sólo aplicables a muestras relativamente puras, 

por lo que su uso en hldrollzados de tejido y orina estaba 

condicionado a una purificación previa. 

Posteriormente, Prockop y Udenfrlend desarrollaron un 

método basado en los anteriores pero que Involucraba la 

adición de alanlna como agente controlador del paso de 

oxidación, purificación de la muestra con una mezcla de 

resina de Intercambio iónico/carb6n activado y extracción 

con tolueno (3~). 

Con el advenimiento de los compuestos marcados con 

radiols6topos en una posición especifica de la molécula, 

se hizo necesario que se desarrollaran métodos capaces de medir 

las pequeñas cantidades de prollna Incorporadas en 

hidroxlprollna,asl como de diferenciar entre la radioactividad 

especifica de ambas. 

En 1962, Peterkof sky Prockop des a rro 11 a ron un mHodo 

para medir simult~neamente la radioactividad especlf ica de la 

prollna- ·~e y la hidroxlprolina- "c. presentes en materiales 

biol6glcos. Este método fue modificado después por Swltzer 

y Summer (48), ya que el método no era muy reproducible debido 

la gran cantidad de prollna hldroxlprollna frias (sin 

marca) que se tenla que agregar como acarreador. Esta 

modificación eliminaba la necesidad del acarreador pero s6lo 

permltla determinar la radioactividad especlf lca de la 

h ldroxlprol lna. 



Posteriormente en 

un ml!todo, 

determinación 

basado 

de la 

1974, Rojkind 

en el método 

hidroxlprol lna 

y 

y 

11 

González Implementaron 

de Woessner, para la 

en la extracción 

especifica con tolueno de Peterkofsky y Prockop. El método 

permite la determlnacl6n simultánea de la radioactividad 

especifica de la prollna- "e y la hldroxlprollna- "C, presentes 

en protelnas colagénlcas y no colagénlcas (39). 

11.1 METODOS DE TINCION HISTOLOGICOS 

mHodo empleado Hlst6rlcamente, el primer 

especlflcamente colágena fue la tlnclón de Van 

picrofuscina en 1889. A part 1 r de es ta 

pua 

Gleson 

técnica, 

ten Ir 

con 

la 

Investigación acerca de la tinclón selectiva de la colágena 

con colorantes ácidos derivados de la anilina se desarroll6 

ampliamente. Primero se modificó el mHodo de Van Gleson ya 

que éste presentaba dos serlos problemas: 1) la fusclna 4clda 

se decoloraba rápidamente y 2) las membranas basales y fibras 

reticulares se tenlan muy pobremente; Lllle, en 1945, mejoró 

la coloración de estas estructuras mediante la adición de 

ácido la solución del colorante y Harms, en 1957, 

sustituyó a la fuslna ácida por rojo de tiazlna R, pero los 

cortes segulan decolorandose después de un tiempo. 
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Posteriormente en 1964 el colorante Rojo s lrlo F3BA mostr6 

tener excelentes propiedades ti ntorl as, cuando se empleaba 

disuelto en una solucl6n saturada de ácido pícrico y 

ademh, de ser al ta mente selectivo hacia la col&gena, 

presentaba una magnífica deflnlcl6n (46). En la actualidad se 

sabe que el color es estable hasta por 10 años. 

Aprovechando estas cualidades, en 1979 Junque ira y 

co 1 aboradores, Implementaron un método cuantitativo para la 

determlnacl6n de col&gena 

( 10). 

gel lflcada sobre porta objetos 

El descubrimiento de que la cantidad de colorante unido a la 

pro terna era proporcional su concentraci6n y que este 

podía ser eluído cuantitativamente y determinado 

la tinción espectrofotométricamente, dio un nuevo matiz 

desarrollada por Swett, lo que dio origen a nuevos métodos 

basados en el de Junqueira. 

Así se han desarrollado métodos para medir colágena, 

colagenasa bacteriana (17,28). para cuantificar diferentes tipos 

genl!ticos de coUgenas separados en geles de pollacrllamida 

( t), y en conjunción con la microscopfa de polarización se 

han desarrollado técnicas que permiten diferenciar y local Izar 

los diferentes tipos genéticos de col !ge na en cortes 

hlstol6gicos y relacionar la estructura molecular obtenida por 

difracci6n de rayos X, con las propiedades anisotrópicas de 

la colágena teñida con Rojo sirio (4, SO). 
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11.2. METODOS NO-INVASIVOS 

Los métodos no Invasivos, no requieren de una muestra del 

tejido danado y estan basados en la medición qutmlca o 

lmunol6gica de metabolltos y enzimas relacionadas directamente 

con el metabolismo de la colágena. 

De este tipo de exámenes, desafortunadamente, la 

posibilidad de obtener diagnosticos enzimáticos 

6rgano-espec!ficos, es muy baja, debido la similitud en los 

patrones metabólicos de los diferentes desórdenes que cursan 

con fibrosls, como la artritis reumatolde, la fibrosls hepática 

y la cicatrización, por lo que el objeto de estos métodos se 

reduce a medir y monltorear la actividad del proceso flbrótlco 

en el suero o plasma, independientemente de su localización o 

etiologta. 

La caracter!stica principal de estos métodos es que el 

metabolito o enzima elegido como monitor debe ser secretado por 

la célula, ya que si éste es liberado sólo cuando haya 

necrosis celular, representará mas blén un parámetro de 

dano o muerte celular que de actividad fibrogénlca y 

obviamente, la cantidad de producto secretado deberá estar en 

relación directa con el proceso metabólico alterado. 

De los métodos no- Invasivos, los mas exitosos son: 
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al An411sls del péptldo de la col4gena tipo III. • 

La col&gena como muchas otras prote!nas es 

bloslntetizada en primera Instancia como procolágena, la cual 

es soluble en condiciones fisiológicas. Al llegar al espacio 

extracelular, sufre una digestión enzlm4tlca especifica, 

perdiendo cerca del 40% de su longitud original, al ser removidos 

péptldos en ambos extremos de la molécula 

El péptldo correspondiente al extremo amino terminal, en 

el caso de la colágena tipo 111, pasa al torrente circulatorio 

conservando su tamaño original y sólo cuando es eliminado en la 

orina es degradado. Con base en esto, se ha desarrollado un 

lnmunoensayo que permite medir la concentración de este 

péptldo en la sangre, aunque el origen del péptldo no esta 

bien establecido, ya que se ha demostrado que la colágena tipo 

IIl puede existir como procol&gena en el tejido, y el 

propéptldo podr!a provenir de la destrucci6n tisular(S, 

18). 

b) lnmunoensayo para la Prolilhldroxllasa. 

Esta enzima participa en las modificaciones 

postraducclonales que sufre la colágena, hldroxllando ciertos 

residuos de prollna. 

La determinación de actividad enzimática de la 

prolilhldroxllasa en el suero, no tiene significado alguno, ya 

que esta enzima se Inactiva con el tiempo y además existen 

lnhlbidores en el suero. 
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Sin embargo, la concentración de esta enzima en el suero 

determinada por radlolnmuna<ensayo con anticuerpos monoclonales, 

correlaciona con los niveles de actividad enzlm4tlca en 

homogenados de hfgado, por lo que este tipo de determinación 

podr!a reflejar la actividad flbrogénlca en el h!gado (5, 

18). 

c) Medición de Prollna en suero y L4ctlco en sangre. 

Una de las caracterlstlcas distintivas del dano hep4tlco 

en pacientes alcohollcos, comparado con otras enfermedades 

crónicas del h!gado, es la presencia de hlperprolinemla (15), 

El mecanismo mediante el cual se desarrolla esta 

hiperprolinemla es desconocido, pero se ha sugerido que puede 

estar relacionado con la hlperlactlcldemia encontrada en 

cirróticos alcohólicos, debido al efecto inhibitorio del 

l&ctlco en la prolil-oxldasa, que es la primera enzima de la 

vfa catabólica de la prolina,(15). 

Este aumento de prollna podr!a 

s!ntesls de colagena. Aunado 

cultivos de flbroblastos que el 

4-prolilhldroxllasa (15). 

producir un aumento en la 

esto, se ha demostrado en 

lactlco activa la enzima 

Por otro lado, estudios con voluntarios no-alcohólicos y 

con buena salud, han demostrado que el nivel de alcohol en sangre 

posterior a la Ingestión de una dosis aguda de etanol, no 

correlaciona con el aumento en los niveles de estos, por lo que 
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se ha propuesto 

alcohólicos que 

que el 6cldo Uctlco se eleva en enfermos 

tienen dano hep4tlco ya establecido o, en la 

población suceptlble a desarrollar cirrosis. 

A pesar de las ventajas de los métodos anteriores para el 

paciente, el cual ya no tiene que correr el riesgo que Implica la 

toma de una biopsia, la correlación entre los valores determina­

dos de estos metabolltos y la cantidad de col!gea depositada no 

se ha logrado esclarecer claramente, ya que los valores obtenidos 

son comparados contra estimaciones arbitrarlas de la cantidad de 

col4gena en un corte histológico. Debido que este tipo de 

•medida" esta sujeta la subjetividad del patólogo que efec­

tOa el an&llsls, no es posible establecer una relación 

cuantitativa entre los valores sérlcos de estos metabolitos y 

enzimas y la cantidad de col4gena depositada en un tejido. La 

solución Ideal, este problema, serta efectuar la determina-

ción cuantitativa de la col4gena en la misma biopsia. 

Actualmente no existen métodos adecuados para 

la concentración de col4gena en una biopsia, 

aprovechando las cualidades del Rojo sirio, 

cuantificar 

por lo que, 

se decidió 

desarrollar un método capaz de cuantificar la cantidad de 

col4gena presente en un corte histológico. 
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111. OBJETIVO 

Desarrollar un mlcro-m6todo no-destructivo, reproducible, 

r~pldo y simple, para determinar la concentral6n de 

col4gena en muestras de tejidos parenquimatosos, fijados en 

formallna e Incluidos en parafina. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

Reactivos empleados: Ver anexó I 

Preparación de soluciones: Ver anexo II 

Los cortes empleados se obtuvieron de ratas macho (Wlstar 

albinas) de aproximadamente 200 gramos de peso, se mataron por 

decapitación y con la ayuda de una navaja se obtuvieron 

secciones de mll!metros de grosor, de h!gado, pulmón, 

bazo, corazón y rlnón; flj~ndolas Inmediatamente en una 

solución de formaldeh!do al 10% (v:v) en amortiguador de 

fosfatos 0.1 M, pH 7.2, conteniendo 0.15 M de cloruro de sodio. 

Las muestras se Incluyeron en parafina y se efectuaron 

cortes de aproximadamente 15 um de grosor. Los cortes se 

desparaflnaron en grupos de 10 a 20, lncubandolos en la siguiente 

secuencia de alcoholes: xileno, xlleno:etanol (1:1), etanol, 

etanol:agua (1:1), y agua. Las muestras ya desparaflnadas se 

guardaron en agua destilada 4 •e y se utilizaron durante el 

curso de una semana. 
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IV.1. METODO DE TINCION 

Se colocaron cortes Individuales en tubos de ensaye pequenos 

(10 x 75 mm) y se cubrieron con 0.2 mi de una solución de 

!cido pfcrico saturado, que contenía 0.1% de Rojo sirio 

F3BA y 0.1% de Verde rápido FCF. Los tubos se cubrieron con 

papel aluminio y se Incubaron a temperatura ambiente durante 30 

minutos, en agitación constante. 

Terminada la t!nclón, la mezcla de 

cuidadosamente con una pipeta pasteur 

exhaustivamente con agua bldestllad. 

colorantes 

y el corte 

se 

se 

retiro 

lavo 

El corte se transfirió un 

un mililitro de la solución de 

se agltO suavemente hasta que todo 

tubo Irmplo, se le agrego 

hidróxido de sodio-metano! y 

el color fue elufdo del 

corte (habitualmente en pocos segundos). 

Inmediatamente se determino la absorbencia de esta 

soluc!On 540 y 605 nm, correspondiendo estas longitudes de 

onda a los m!xlmos de absorbencia del Roj sirio F3BA y el 

Verde rápido FCF, respectivamente. 

En este estudio, la absorbencia de las soluciones y las 

mediciones de densidad Optlca se efectuaron en celdas de cuarzo 

de 1 cm de paso de luz y con la ayuda de un espectrofotOmetro 

Beckman 35. 
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IV.2. DETERMINACIONES DE HIDROXIPROLINA Y PROTElNA 

S transfirieron grupos de 3 o 4 cortes (destenldos) 

ampolletas de vidrio, se resuspendleron en 0.5 mi de ácido 

clorh!drlco 6 N, se sellaron al vado y se hidrolizaron por 

18 horas a 104 •c. 
Terminada la hldr6llsis, el exceso de 4cldo se removl6 

al vac!o, la muestra se resuspendlo en 0.5 mi de ácido 

clorh!drlco N, se Incubó con Dowex-Norl ta para remover la 

humina ( 34)' se neutralizó a pH 5-6 con hidróxido de sodio y 

se llevo a un volumen final de dos mililitros. 

Del hldrolizado se tomaron al!cuotas de 0.2 y 0.5 mi para 

la determinación de hldroxlprollna, por el mHodo de Rojkind 

y Gonzalez (39), y un mililitro para la determinación de 

nitr6geno por el método mlcro-KjeldhaL-(24). 

lV.2.a. DETERMlNAClON DE HIDROX!PROL!NA 

En tubos con tap6n de rosca (20 150 mm). se colocaron 

alfcuotas del hidrollzado (0.2 y 0.5 mi) y se aforaron a un 

mililitro con agua bldestllada. 

A cada tubo se le a~adi6 un mililitro de la solución de 

e loramlna-T, se agit6 durante 30 segundos en un agitador 

mecánico, a máxima velocidad (vortex), se dejo reposar 
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durante 20 minutos y se detuvo la reacc Ión con 0.5 mi de la 

solucl6n de tlosulfato de sodio. A cada tubo se le aftadló un 

mililitro de una solución 1.0 M de hlodr6xldo de sodio y 

aproximadamente 2.0 g de cloruro de sodio. 

Se agregaron 6.0 mi de tolueno, se agitó m~xlma 

velocidad durante 30 segundos, la fase org~nlca se desechó, 

los tubos se taparon y se colocaron en un baHo de agua hirviendo 

durante 20 minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. 

Se adicionaron otros 6.0 mi de tolueno, se volvio agitar 

vigorosamente, y de la capa org~nica se transfirió un 

mililitro a un tubo de ensaye limpio (15 x 150 mm). A cada tubo, 

mientras se agitaba se le adicionaron 4.0 mi del reactivo de 

Erllch, se permitió que la reacción procediera temperatura 

ambiente durante 20 minutos y se determinó la absorbencia de la 

solución a 560 nm. 

Paralelamente se preparó un tubo con agua como control y 

un estandar de hidroxiprolina (0.1 umoles). 

IV.2.b. OETERMINACION DE PROTEINA 

En matraces de Kjeldhal de 30 mi se colocaron al[cuotas de 

mililitro del hidrolizado. A cada tubo se afiadieron 3 ml de la 

mezcla digestora y unas perlas de vidrio para controlar la 
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ebullición. 

de e 10 

Las muestras 

horas hasta 

se mantuvieron en ebulllclc5n suave 

que la solución tomo una coloración 

verde esmeralda. 

Terminada la digestión 

aparato de destilación y se 

destilado se recuperó en 

solución de ácido bórico al 

la muestra 

aftadleron 

un matraz 

% y dos 

de rojo de metilo y azul de metlleno. 

se transfirió al 

mi de NaOH 12 N. El 

que conten!a una 

gotas de una mezcla 

El destilado se tituló con una solución 

ácido sulfOrico 0.05 N. 

valorada de 

VI.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

Para corroborarse que todos los tipos genéticos de 

col!gena se teft!an con el Rojo sirio F3BA y no con el Verde 

r4pldo FCF, se solublllzaron colágenas de blomatr!ces de 

pulmón bazo y rlftón con pepsina (1) y, al!cuctas 

conteniendo 50 a 100 ug de colágena determinada por análisis 

de hldroxlprollna (39), se les efectu6 una electroforesis en 

geles de dodecllsulfato de sodlo-pollacrllamlda. 

Los geles fueron del tipo discontinuo; el gel concentrador 

fue 5 i acrllamlda, 0.13 % bls-acrllamlda, 0.125 M tris pH 6.e y 

0.1 % SOS. El gel separador fue % acrllamlda, 0.13 % 

bls-acrllamlda, 0.375 M tris pH e.e y 0,1 % SOS. 
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La electroforesis se efectuó en amortiguador de tris 0.025 

M, glicina 0.192 M, sos o.a, pH 8.3. Terminada la electroforesis 

los geles se trataron de acuerdo al ml!todo descrito por 

Armendarlz-Borunda y Rojklnd (1), excepto que los geles se 

tlneron con una mezcla de Rojo sirio F3BA y Verde r4pldo FCF. 

Los geles se destlíleron con una mezcla de: metanol:&cldo 

acético:agua (30:7:63, v:v:v), y se les efectuó una 

densltometría a 540 y 605 nm. 

Una vez determinados los colores equivalentes, se procesaron 

nuevos cortes de tejidos, comparando los resultados al emplear el 

método químico y el método de tlncl6n. 

Para este estudio comparativo, se ut!llzaron muestras de 

tejido con un peso aproximado de 250 mg (peso hOmedo), para el 

análisis qulmico y grupos de 10 a 20 cortes para el método 

por tlncl6n. 

Los cortes empleados fueron obtenidos de cuatro animales. 
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V. RESULTADOS Y O!SCUSION 

El procedimiento aquí reportado, fue aplicado Onlcamente 

tejidos fijados con formaldehfdo por lo que su aplicación a 

tejidos fijados con otros agentes requiere de una Investigación 

previa. 

Para poder desarrollar un método cuantitativo y estimar la 

concentración de colágena en un corte hlstol6glco, fue ne­

cesario referir la cantidad determinada de colágena un 

segundo parámetro, Igualmente cuantitativo. 

Debido a que los cortes empleados estaban fijados en formal­

dehído, su peso no podía ser empleado como un parámetro al 

cual referir la cantidad de colágena determinada con el Rojo 

sirio F3BA Por lo tanto, se Investigó la posibilidad de 

determinar el contenido protélco de los cortes. 

Primeramente, se intento disolver los cortes con una 

solución de dodecllsulfato de sodio (SOS) al 1%, para después 

determinar el contenido protélco por el método de Lowry (23), 

esta técnica se prob6 tanto temperatura ambiente como a 37 

•e, con agitación constante hasta por 72 horas sin éxito 

alguno, ya que el tratamiento con formaldeh!do hace resistentes 

los cortes a la acción del detergente. 

En vista de ésto, se pensó que se podr!a aplicar las 

prote!nas no-colagénlcas, el mismo principio mediante el cual 

se pretendía determinar la colágena, es decir teftlr estas 

prote!nas con un colorante específico. 
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El primer colorante empleado fue el azul de coomassle G-250, 

la elección de este colorante era lógica ya que éste ha 

sido ampliamente usado para determinar proteínas en solución, 

como agente activo en el reactivo de Bradford (J), y para teñir 

proteínas separadas en geles de pollacrllamlda (51). 

Los primeros experimentos mostraron que al Incubar con Rojo 

sirio FJBA disuelto en una solución de !cldo pícrico 

saturado, los nucleos de las células se teñlan ligeramente, lo 

cual al nivel de detección en que se estaba trabajando (ug) era 

Importante Impedir. 

Para tratar de el !minar esta tlnclón colateral, se probó 

Incubar previamente con solución de !cldo pícrico saturado 

y con solución de Bouln (!cldo pícrico, formaldehído, 

!cldo acético glacial), pero no se logró eliminar del todo. 

En las primeras pruebas con el azul de coomassie G-250, se 

le empleó como reactivo de Bradford. En experimentos de 

tinclón doble, rojo/azul, se encontró que la tinción de los 

nOcleos por el Rojo sirio FJBA ya no era observable y que ambos 

colorantes mostraban una buena selectividad, ya que las bandas de 

col~gena se teñian solo de rojo y el parénquima de azul. 

Para la elución de los colorantes había tres opciones: 

1) eluirlos en hidróxido de sodio 0.1 N, ya que en esta 

solución se eluye Hcilmente el Rojo sirio FJBA; 2) 

eluírlos en metano!, el cual es un disolvente adecuado para el 
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Azul de coomassle G-250 y, 3) probar una mezcla equivolumétrlca 

de hidróxido de sodio y metano! absoluto. 

Al probar la mezcla NaOH-metanol se observo que el corte 

se desteñ!a perfectamente, sln embargo, el elu!do fue de 

color rosa, indicando que el coomassle en medio b&slco cambia 

de azul a rojo. Esto era un problema, ya que de esta forma no era 

posible diferenciarlo espectrofotométrlcamente del Rojo slrlo 

F 3BA. 

Debido que 

metacromátlcos en 

elu!do con ácido 

lleva el reactivo 

el Rojo sirio 

función del 

fosfórico, ya 

de Bradford, 

F3BA no presenta efectos 

pH, se probó acldlflcar el 

que éste es el kldo que 

para que el azul de coomassle 

G-250 cambiara de nuevo a su forma azul. 

De esta forma el espectro mostró dos picos, uno a 540 nm y 

otro 625 nm, correspondiendo a los máximos de absorción del 

Rojo sirio F3BA y del Azul de coomassle G-250, respectivamente. 

A continuaci6n, se efectuaron experimentos en serle para 

determinar el tiempo de incubación Optimo; para ésto se 

emplearon cortes de 15 um de grosor, 30-50 mm de área y medio 

mililitro de reactivo de Bradford. Estos experimentos mostraron 

que a los 30 minutos la soluci6n del reactivo de Bradford se 

indicando que 

limitando la 

a u me nt6 

la cantidad de 

cantidad unida 

un mililitro la 

decoloraba casi completamente, 

colorante en soluci6n pod!a estar 

a 1 corte. Debido ésto, se 

cantidad de colorante y se cambió, cada 30 minutos, por otro 

mililitro de reactivo fresco. 
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En la figura 1, se puede observar, que la cantidad de 

colorante unido los cortes no muestra una zona de saturación 

en func Ión del tiempo de 

colorante forma agregados 

Incubación, 

superiores 

Indicando que el 

no-proporcionales al 

contenido prot~ico del corte. 

Aunque el azul de coomassle G-250 ha sido ampliamente usado 

en la determinación de protefnas (2) y, para tenlr proteí­

nas separadas en geles de pol lacri lamida (51), los resultados de 

este estudio muestran que el colorante presenta un comportamiento 

poco deseable para estos fines, principalmente, por la forma­

ción de agregados no-proporcionales al contenido protélco del 

corte. Además, las observaciones anteriores coinciden con un 

estudio efectuado en geles de poliacrllamida (51). 

Debido a este comportamiento anormal y al efecto 

metacromH i co se decidió cambiar de colorante, se buscó 

un colorante que tuviera un máximo de absorción d 1 ferente al 

del Rojo sirio F3BA, que fuera estable en medio bá s 1 co y 

soluble, ya fuera en hidróxido de sodio O. IN en la mezcla 

NaOH-metanol o en una similar. 

El colorante que mostró reunir estos requisitos fue el 

Verde rápido FCF. 

El colorante resultó ser soluble en solucl6n saturada de 

ácido pfcrico a 1 Igual que el Rojo sirio F3BA y en 

experimentos de tinclón doble, en los cuales primero se 

Incubaba con Verde rápido FCF, disuelto en una solución de 
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Figura 1. Determinación del tiempo de lncubaci6n 

6ptlmo para cortes de hfgado en reactivo de Bradford (Azul de 

coomassle G-250). 
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!cldo p{crico saturado al o.a y, después con Rojo s 1 rio 

F3BA en las m 1 smas condiciones, mostró tener una alta 

selectividad hacia las prote!nas no-colagénicas ya que la 

cantidad de colorante (verde) unido a un mismo corte con y sin 

Rojo sirio F3BA variaba muy poco. 

Adem!s, en experimentos en función del tiempo, la 

cantidad unida al corte, mostró ser constante después de 30 

minutos y la prolongación de las incubaciones hasta por 

horas, no produjo un Incremento significativo en la cantidad de 

colorante unido al corte. 

En experimentos con cortes provenientes del mismo bloque, 

pero de diferente grosor (5, 10 y 15 um), Ja cantidad de Verde 

r!pldo FCF, al igual que la del Rojo sirio F3BA, mostró ser 

proporcional al grosor del corte. 

De estos cortes, una vez desteñidos, se se Ieee lona ron grupos 

de 3 o 4 cortes para determlnarseles el contenido protélco por 

el método de mlcro-Kjeldhal, enéontrandose nuevamente que la 

cantidad unida al corte era proporcional al contenido protélco 

del corte. 

Aunado a ésto, la definición contraste de estos dos 

colorantes resultó ser estupenda, en v l sta de que ambos 

colorantes eran solubles en la solución de a.e 1 do p!crlco 

saturada, se Investigó 1 a posibilidad de efectuar una tlnct6n 

s !multa nea. As!, grupos de o 5 cortes se l ne uba ron pr l mero 

con Verde r!pldo FCF y Juego con Roj sirio F3BA, se eluyeron 
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los colorantes con la mezcla NaOH-metanol y los cortes se 

retiñeron con una mezcla de ambos colorantes. Puesto que las 

absorbencias de los colorantes elufdos a 540 y 605 nm, fueron 

escenclalmente Idénticas, Independientemente del tipo de 

tincf6n secuencial o simultanea -, todos los siguientes 

experimentos se efectuaron con la mezcla de Verde r4pldo FCF 

0.1% y Rojo sirio F3BA 0.1%, disueltos en la solucl6n de 

4cido pfcrlco saturada. Sin embargo, es Importante enfatizar 

que la presencia del 4cldo pfcrlco es una condlcl6n 

ineludible, puesto que la lnteraccl6n del Rojo sirio F3BA, con 

la col&gena, es dependiente de su presencia. 

Ademas, en el caso del hfgado y el bazo, se encontr6 

que los nOcleos de los hepatocltos y linfocitos se seguían 

tiñendo de rojo, lo cual se logr6 evitar prelncubando los 

cortes de estos tejidos, con una solución de Verde r4pldo FCF 

al 0.1% en 4cldo pfcrlco saturado, durante 15 minutos, 

previniendo asr, el teñido inespecfflco del Rojoslrio F3BA. 

La figura 2, muestra el patrón de teñido que se obtiene 

con la mezcla de colorantes en diferentes tejidos. 

Las col4genas que se tiñen de rojo, tienen una apariencia 

fibrilar y los componentes no colagénlcos que estan teñidos de 

verde muestran un patr6n mas difuso. 

Las figuras 2A, 28 2F, muestran que las col&genas 

Intersticiales de los espacios porta, las fibras reticulares del 
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Figura 2. Fotomlcrograflas de cortes de 15 um tenidos con 

Rojo sirio F3BA o.1i y Verde r3oldo FCF o.1i en solución 

acuosa saturada de 3cido plcrlco. Las col~genas tanto 

1ntersticiales (A, y F) como de membrana basal (C, O y E) se 

ttnen equivalentemente. Amplificaciones finales hlgado y bazo x320 

oulmOn y rin6n x160. Barra = 40 um. 
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h!gado y del bazo y las fibras intersticiales del corazón se 

tiñen fuertemente de rojo, sugiriendo que las colagenas 

intersticiales 1 y 111 (2, B, 14, 49), poseen afinidad por el 

colorante Rojo sirio F3BA. 

A su vez, 1 as figuras 2C, 20, 2F, l lustran que las 

membranas basales del glomerulo, tabulo y bronqueolo ( 25). 

también se tiñen con el Rojo sirio F3BA, as! como las finas 

fibrillas del mesangio del riñ6n (fi g. 1 e), las cuales se ha 

sugerido son colagena tipo V (2). 

Estos resultados sugieren que a 1 ni ve 1 histológico, tanto 

las colagenas intersticiales como las de membrana basal, se 

tiñen con el Rojo sirio F3BA, sin embargo, no es posible obtener 

datos cuantitativos de estas observaciones. 

Para poder demostrar que las col4genas no se trnen 

significativamente, bajo las condiciones aqui reportadas, con el· 

Verde r4pido FCF y que si se tiñen selectivamente con el Rojo 

s 1 rlo F3BA, se efectuaron electroforetogramas con colagena 

obtenida de riñón bazo y pulmón, ya que se sabe que estos 

tejidos poseen diferentes proporciones de los distintos tipos 

genéticos de col4gena. 

Los geles obtenidos se tiñeron con la mezcla de colorante y 

una vez desteñidos, se les efectuó una densltometr!a a 540 y 

605 nm, mostrando que todas las colagenas conten!an material 

que absorb!a en la reglón de 540 nm y, que solo en el caso de 

la región de la cadena alfa de 1 a co!agena tipo 1, se 
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o bserv6 una leve traza de material que absorbfa en la 

reglón de 605 nm. 

La figura 3 muestra el espectro de absorción del Rojo 

s 1 rlo F3BA. Como se observa, su mh!mo de absorción esta a 

540 nm. En la figura 4 se 

su m!x!mo de absorcl6n 

reglón de 540 nm. 

observa que el Verde rap!do FCF posee 

605 nm, pero tiene un hombro en la 

En vista de que este "hombro" podrla Interferir con las 

lecturas del rojo, era Importante d~term!nar su contr!bucl6n 

total, a esta longitud de onda (540 nm). 

Para determinar es ta contribución, se prepararon 

soluciones de Verde rapldo FCF, a diferentes concentraciones, 

empleando como disolvente la mezcla NaOH-metanol y se les 

determinó la absorbencia relativa a 540 y 605 nm. 

Como se observa, en la figura 5, la absorbencia a 540 nm es 

proporcional a la obtenida a 605 nm y equivale a 1 29 .1'.I. + o. 16. 

Como e 1 Rojo s l rlo F3 BA no absorbe en la reglón de 605 nm 

no lnterf lcre con 1 a determinación de 1 a protelnas 

no-colag~nlcas. 

En la figura 6, se muestra el espectro de absorción 

obtenido de un corte de hígado clrr6tlco te~ido con la mezcla 

de colorantes y eluídos con la mezcla NaOH-metanol. Se puede 

observar que los picos maxlmos de absorción tienen una separa­

c l6n adecuada, para permitir la determinacl6n simultanea de 

las proteínas colag~nicas y no-colag~nlcas. 
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Figura 3. Espectro de absorcldn del Rojo si rlo F3BA 

elufdo de un corte de hfgado previamente tenido con Roj 

sirio F3BA o.1i en solucldn acuosa saturada de 4cldo 

pfcrlco. El colorante fue elufdo del corte con un mililitro 

de una mezcla 1: 1 (v:v) de NaOH 0.1 N-metanol absoluto. 
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Espectro de absorctdn del Verde raptdo 

FCF elufdo de un corte de hfgado previamente tenido con Verde 

rapldo FCF 0.1% en solucidn acuosa saturada de act do 

pfcrlco. El 

figura 3. 

colorante se eluyO como se describid en la 
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Figura 5. Absorbencia relativa del Verde rápido FCF a 605 

y 540 nm en solución NaOH-metanol. 
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Figura 6. Espectro de absorción de los colorantes 

elufdos de un corte de htgado clrrdtlco. El corte fue 

teñido como se descrlbi6 en la figura 2 y los colorantes se 

eluyeron con la mezcla NaOH-metanol como se describid en la 

figura 3. 



Para determinar los colores 

las absorbencias obtenidas de 

mediciones qufmlcas de colagena 

los cortes destenldos. 

equivalentes, 

los colorantes 

y prote!na 
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se relacionaron 

elufdos y las 

efectuadas con 

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados tfplcos obtenidos 

con cortes preparados, de un solo animal, usando el mismo bloque 

de parafina. 

En la tabla 1, el color equivalente promedio obtenido para 

el Verde rapldo FCF, fue de 2.08 + 0.18 y muy parecido para 

todos los tejidos empleados. 

El color equivalente obtenido para el Roj sirio F3BA, fue 

aproximadamente 20 veces mas grande que el del Verde r6pldo FCF 

y también muy parecido para los 5 tejidos Investigados 37.8 + 

2.05 - (tabla 2). 

Promediando los colores equivalentes de varios experimentos, 

efectuados con cortes diferentes obtenidos de 4 animales, los 

valores obtenidos fueron: 38.41 + 3.27 para el Rojo sirio F3BA y 

2.08 + 0.2 para el Verde rapido FCF. 

Una vez que los colores equivalentes fueron 

nuevamente se determln6 el contenido 

colagénlcas y no-colagénlcas en cortes de los 

comparando el método de tlncl6n y el método qu!mlco. 

establecidos, 

de protefnas 

tejidos, 

A contlnuacl6n, se detallan los pasos seguidos para 

determinar la concentracl6n de co!agena, 



Tabla 1. Color equivalente para la prote!na no-colagénica determinado por la 
unton del Verde raptdo FCF. 

Tejido Absorbencia Contenido de protelna Color 
605nm µg/corte equivalente 

H!gado 
Rtnon 
Pulmón 
Corazón 
Bazo 

o. 740 ! 

o .350 :!. 

o .221 ~ 

0.408 :. 
0.185 ! 

0.066 355.0 
0.093 176 .5 
0.002 99.0 
0.005 229.0 
0.001 83.7 

Promed 1 o 

a) Absorbencia promedio ( :t O.E) de 5 cortes obtenidos de un animal. 

2.06 
1. 96 
2.22 t 
1.78 ! 
2.21 ~ 

2 .04 !: 

A estos cortes se les determino protelna por et método de mlcro-Kjeldhal. 
b) A grupos de 3 a 4 cortes destenldos se les determinó la concentración de 

protelna por el método de micro-Kjeldhal. Los valores son promedios. 

0.118 
0.132 
0.025 
0.021 
0.120 

o .180 

c) El color equivalente esta expresado como Absorbencia a 605nm por miligramo de 
protelna. Los valores son promedios ~O.E. 

w 

"' 



Tabla 2. Color equivalente para la prolefna colagénlca determinado por la 
unión del Rojo sirio F3BA. 

Tejido Absorbencia corregida Contenido de Colagena Color 
a 540nm ug/corte equivalente 

Hfgado 0.346 t o .032 8.59 39.7 t:. 1. 30 
Rlnón o .267 :!: 0.049 6.97 37.3 :!:. 3.63 
Pulmón 0.240 t o. 005 6.63 36.3 :! 0.73 
Corazón o. 111 t. 0.011 3. 13 35. 6 ;t. 2.05 
Bazo o. 181 :!:. o .032 4.50 40.2 !. 3. 70 

a) Absorbencia promedio (:to.E.) de 5 cortes obtenidos de un animal. 
Ls valores fueron corregidos restandoles el 29.11 de la absorbencia del Verde 
rapldo FCF a 605nm. Estos corles se emplearon posteriormente para determinar la 
concentración de colagena por el método de hldroxiprollna 

b) A grupos de 3 a 4 cortes desteñidos se les determinó la concentración de 
Colagena por el método de hldroxlprollna. Los valores son promedios. 

c) El color equivalente est~ expresado como Absorbencia corregida a 540nm por 
miligramo de colagena. Los valores son promedios ! O.E. 
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una vez elu!dos los colorantes del corte en cuestión: 

1. Se determl na la absorbencia a 605 y 540 nm del elu!do. 

2. Se calcula el 29.1% de la absorbencia a 605 nm. Lo que 

representa la contrlbuci6n del Verde rápido FCF a 1 a 

absorbencia a 540 nm. 

3. A la absorbencia determinada a 540 nm, se le resta el 

valor anterior, (absorbencia corregida). 

4. Se divide la absorbencia a 605 nm y la corregida 540 

nm, entre su respectivo color equivalente (2.08 y 37.8), 

obteniendo as!, la cantidad neta de colágena 

prote!nas no-colagénicas en el corte. 

La prote!na total ser! la suma de ambas cantidades y, la 

cantidad de col!gena por miligramo de prote!na se calcula por 

medio de una simple regla de tres. 

Como se ilustra en la tabla 3, la concentración de cola­

gena estimada por el método de tlnclón o por el qufmlco, es 

muy parecida y la desviación estandar es pequeña, as! como la 

dlsperclón de datos. 

Para corroborar el color equivalente obtenido para la colá­

gena, un extracto ácido de tendón de cola de rata (principal­

mente co!agena tipo!), se dializó contra un amortiguador de 

fosfatos 0.1 M pH 7.4, 0.2 M de l~aCl, hasta que el pH de la solu­

ción de col!gena fue el mismo del amortiguador (28). 

A esta solución se le determinó la concentración de 

col!gena por el método de la hldroxlprollna (39). 



Tabla 3. OetermlnaclOn de la concentración de Colagena en los cinco tejidos 
estudiados, comparando el método qu!mlco y el de tlnclOn. 

Tejido 

ll!gado 
Bazo 
Pulmón 
Rlnón 
Corazón 

Método qu !mico 
µg de Co 1 agena 
mg de prote!na 

5.B t 1.1 
17.4 t. 3.3 

65.0 !: 14.0 
18.9 t. 8.3 
17.0 t. 4.2 

Método de ttnc!On 
µg de Co Ugena 
mg de proteína 

5.B t 0.2 
17.4 t. 1 .4 

59 .1 t. 4.3 
17. 9 t. 3. 7 
16.B t. 1.9 

a) Los valores son promedios ( t O.E.) del anallsls por duplicado de tejidos 
obtenidos de cuatro ~nlmales. 

b) Los valores son promedios ( t O.E.) de al menos 10 cortes obtenidos de cuatro 
animales. 

... 
"' 
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Allcuotas de esta solucl6n, cuya concentracl6n de 

col4gena era conocida, se colocaron y dejaron gelificar a 37 C 

por 30 minutos en placas de 96 posos, para multltltulaclones. 

Los geles se tiñeron durante 30 minutos, con una soluci6n 

de Rojo sirio F3BA al 0.1S, en acldo plcrlco saturado y se 

destiñeron como se describl6 en materiales y métodos. 

Los valores obtenidos por los dos métodos, como se aprecia 

en la tabla 4 fueron, dentro del error experimental, bastante 

parecidos. 

Las observaciones nivel hlstol6glco Indican que los 

tipos genéticos de col~gena presentes en el hlgado se tiñen 

perfectamente con el Rojo sirio F3BA. Ademas, la similitud de 

los colores equivalentes encontrados para los diferentes tejidos 

Investigados y el ·conocimiento de su diferente contenido de 

col4genas Intersticiales, endotellales y de membrana basal, 

corrobora estas observaciones. 

Con base en lo anterior, es posible concluir que dentro del 

error experimental, todos los diferentes tipos genéticos de 

colagena unen cantidades similares de Roj sirio F3BA. 

Por lo tanto, el m~todo puede ser aplicado para medir el 

contenido de col4gena en tejidos normales y patol6glcos, 

Independientemente de las proporciones relativas de los 

diferentes tipos genéticos de col~gena que pudieran estar 

presentes. 



Tabla 4. Determinación de Colagena nativa tipo I gellflcada a 37 •c. 
comparando el método qulmlco y el de tlnc!On. 

Método qulmlco 
(µg) 

10 

30 

40 

50 

ConcentraclOn de Col&gena 

Método de tlnclOn 
(µg) 

12.7 
12.2 
33.3 
35.4 
41.6 
43.7 
46.3 
51.5 

a) El an&llsls por hldroxlprollna se efectuO antes de la formaclO del 
gel a 37 •c. 

b) La Col&gena gellflcada se tino con Rojo sirio F3BA como se describió 
en materiales y métodos. Los datos son valores ónlcos de 
experimentos por duplicado. 

... ... 
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El Verde rSptdo FCF, bajo las condiciones empleadas en 

este estudio, mostr6 ser un buen co !orante para determinar 

p rotefnas no-colag~ntcas, ya 

homogeneamente los cortes, no 

fibras de col4gena por el Rojo 

colorante unido al corte es 

protélco. 

que ademas de ten Ir 

Interfiere con el teftldo de las 

sirio F3BA y la cantidad de 

proporcional a su contenido 

El Rojo sirio F3BA, es un colorante az61co, con un peso 

molecular de 1372 y ha sido extensamente empleado para teftlr, 

selectiYamente, col4gena en cortes hlstol6glcos (4, 10, 11, 

12, 13, 30, 46, 52) y para la cuantlflcact6n de col4gena 

solubillzada de diferentes tejidos (10). El colorante tiene 4 

grupos azo 

facilita la 

y un coeficiente de exttnct6n muy 

detecct6n de pequenas cantidades 

alto, lo que 

de protefna. 

Como se muestra en 

tan bajas como 5.76 + 

equivalente a mg 

( 45). 

este estudio es posible detectar cantidades 

0.2 ug de coUgena / mg de protefna, 

de col4gena por gramo de h!gado fresco 

El nOmero de mol~culas que se une a las col4genas !, 

11 y 111 es muy constante y se ha estimado que es aproximadamente 

de 126 (10). 

Aunque el mecanismo exacto de lnteraccl6n del Rojo sirio 

F3BA con la col4gena no se conoce, se ha sugerido que los 6 

grupos sulf6ntcos del colorante, lnteractuan fuertemente con 

los grupos cargados positivamente de la protefna ( 10). 



Sin embargo, las diferencias entre 

reportado para la colagena en soluci6n 

el 

11 10 11 
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color equivalente 

(1) y el encontrado 

por nosotros "37.8", Indica que otros factores esHn 

Involucrados, Jo que sugiere 

tridimensional de esta protefna 

l nteraccl6n con el colorante. 

que tal vez Ja organlzaci6n 

sea Importante para Ja 

Recientemente se ha - demostrado que las col~genas 

Intersticiales, endoteliales y de membrana basal, solubilizadas 

mediante un tratamiento con pepsina y separadas por 

electroforesis en geles de pollacrllamlda, se tlMen 

idénticamente con el Rojo sirio F3BA (1). Los resultados 

mostrados en la figura 1 y en las tablas 1, 2 y 4 confirman esta 

observacl6n. 

El presente mlcrom~todo adem~s de tener un contraste 

visual muy atractivo, es 

relativamente r~pldo y no 

s Imple, 

requiere 

sin complicaciones técnicas, 

de equipo sofisticado. 

Adem~s. es posible procesar 

debido a que no es un método 

caso necesario, puede ser 

reproduclbilldad. 

varias muestras simult~neamente y 

destructivo, un mismo corte, en 

teñido varias veces con una gran 

Las condiciones descritas del teñido y desteñido, trabajan 

perfectamente con todos Jos tejidos probados. Para cortes de 

diferente grosor y frea transversal, la cantidad de 1 a 

solucl6n de colorantes que debe agregarse, el tiempo de 

tlncl6n, asf como el vo!Omen de la mezcla NaOH-metanol en 
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la ~ual los colorantes deben elufrse para su cuantificación, 

deber~ de ajustarse previamente. 

Sin embargo, ldependlentemente del tamano 

corte, una vez ajustadas las condiciones, 

cuantitativo y reproducible. 

Debido que la naturaleza ex6cta de la 

o grosor del 

el método es 

Interacción 

entre los colorantes 

a la observación de 

recomendable checar 

y las proteínas no es conocida y también 

que los nacleos se tlnen de rojo, es 

al microscopio los cortes hlstol6glcos, 

mientras se estandarizan las condiciones del método. 
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VI. CONCLUSIONES 

1. Se desarrol16 un mHodo simple, sensible y 

cuantitativo para la determinaci6n de col4gena y de 

proteínas no-colagénicas en cortes histol6gicos fijados en 

formaldeh!do e incluídos en parafina. 

2. El mHodo 

colorantes; Rojo 

se basa en 

sirio F3BA 

la uni6n 

verde 

componetes colagénlcos y no-colagénlcos, 

corte histol6gico. 

selectiva de 

r4pido FCF, 

respectivamente, 

dos 

los 

del 

3. Los colorantes son estables en solucl6n saturada acuosa 

de 4cido pícrico y, son eluídos f4cilmente en una mezcla 

equivolumétrica de NaOH 0.1 N y metano! absoluto. 

4. La tincl6n de los componentes 

Rojo sirio F3BA, no interfiere con 

componentes no-co 1 agén i cos, por e 1 Verde 

permite una tinci6n simultanea. 

colagénicos, 

la tinci6n 

r4pido FCF, 

por 

de 

lo 

el 

los 

que 

S. Los mh!mos de absorci6n de los colorantes en la 

soluci6n NaOH-metanol estan lo suficientemente separados para 

permitir una determinaci6n cuantitativa de cada uno. 

6. La un!6n de los colorantes, al corte h!stol6gico, es 



proporcional al contenido de proteínas colagénlcas 

sirio F3BA) y no-colagénicas (Verde rápido FCF). 
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(Rojo 

7. Dentro del error 

genéticos de col~gena unen 

F3BA. 

experimental, todos los tipos 

cantidades similares de Rojo sirio 



ANEXO 1 

LISTA DE REACTIVOS 

REACTIVO 

Acetato de Sodio 

Ac ido Acl!ti co 

Acido B6rlco 

Acido Cítrico 

Acido Clorhídrico 

Aci do Pícrico 

Acido SulfOrico 

Acri 1 amida 

Azul de Coomassie 

Azul de Metileno 

4-(dimetilamino)­

Benzaldehído 

Bis-Acrilamida 

Carbonato de Sodio Anh. 

Cloramina-T 

Cloruro de Amonio 

Cloruro de Sodio 

Dodecil Sulfato de Sodio 

Dowex Norit-A 

Etanol 

MARCA 

Baker 

Baker 

Baker 

Baker 

Baker 

Baker 

Baker 

Bio-Rad 

Pierce 

Merck 

Merck 

Bio-Rad 

Baker 

Sigma 

Merck 

Merck 

Sigma 

Fi sher 

Baker 

GRADO 

Analítico 

Ana lít 1 co 

Ana lftl co 

Ana lfti co 

Analítico 

Analítico 

Analttico 

Electroforesis 

r.c. 42655 

r.c. 53015 

Analftico 

Electroforesis 

Analítico 

Analítico 

Analítico 

Analftico 

Analftl co 

Analftico 

Analítico 

50 
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REACTIVO MARCA GRADO 

Formaldehfdo Baker Analftlco 

Fosfato de Potas 1 o 

monobh leo Baker Analftico 

Fosfato de Sodio 

Dlbaslco Baker Analftico 

Glicina Blo-Rad Electroforésls 

HI d rox 1 do de Sodio Merck Ana lft i co 

Hldroxlprol lna Sigma Analftico 

Metano! Baker Anal rt 1 co 

Metilcelosolve PI erce Sequana 1 

Persulfato du Amonio Bio-Rad Electroforésis 

Rojo de Me ti lo Merck !.C. 13020 

Rojo Sirio F3BA Mobay ! .C. 34780 

Su 1 fato de Cobre Baker Ana lfti co 

Sulfato de Potas lo 

Dlb4slco Baker Analftlco 

TEMED Blo-Rad Electroforés 1 s 

Tlosulfato de Sodio Merck Anal ftlco 

Tris Bio-Rad Electroforés Is 

Tolueno Baker Analftico 

Verde R4pldo FCF Allied !.C. 42053 

Xileno Baker Ana lftlco 
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ANEXO !! 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

Amortiguador de 4cldo cítrico-acetato de sodio, pH 6.0. 

En aproximadamente 800 mllllítros de agua bldestllada se 

disuelven, 50 g de 4cldo cítrico, 120 g de acetato de sodio y 

15 mi de 4cldo ac~tlco glacial, se lleva un volumen cercano 

un litro, se ajusta el pH a 6.0 y se afora a un litro. La 

solucl6n es estable por varios meses a 4 C. 

Solucl6n de cloramlna-T (sal s6dlca de la 

N-cloro-4-metllbencensulfonamlda). 

Cada 10 mi de esta solucl6n contienen, 0.141 de 

cloramlna-T, 2.0 mi de agua bldestllada, 3.0 mi de metll 

celosolve (libre de perOxldos) y 5.0 mi de amortiguador de 

kldo cítrico/acetato de sodio. 

prepararse el mismo día del ensayo. 

Esta soluc 16n debe 

Hu urnr 
BfJJBTfG~' 
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Soluci6n de tlosulfato de sodio. 

Esta solucl6n se prepara a una concentracl6n de 2.0 M en 

agua bldestllada y es estable por varios meses. 

Reactivo de Erllch. 

10 mililitros de esta solucl6n 

p-Olmetllamlnobenzaldehfdo, 9.0 mi de 

de !cldo clorhídrico concentrado. Esta 

contienen 0.5 g de 

etanol absoluto y 1.0 mi 

solucl6n debe ser 

preparada el mismo dfa del ensayo y protegfda de la luz. 

Solucl6n de hldr6xldo de sodio-metano! 

Se mezclan vo!Omenes Iguales de una solucl6n 0.1 N de 

hidr6xido de sodio y de metano! absoluto. La mezcla es estable 

por una semana a 4 C. 

Reactivo de Bradford. 

A 800 mi de agua bldestllada se les añaden 100 mg de Azul de 

coomassle G-250 disueltos en 50 mi de etanol al 95%, esta 

solucl6n se agrega lentamente 100 mi de !cldo fosf6rlco 

al 85% y se afora a un litro. 
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