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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolldé un método simple,
sensible y cuantitativo para la determinacién de coldgena y
de  protefnas no-colagénicas en cortes  histoldgicos, de
hfgado, rifi6n, pulmén, corazén y bazo de rata, fijados en
formaldehide e inclufdos en parafina.

£l método se basa en la unién selectiva del Rojo sirio
F3BA a 1los componentes colagénicos y del Verde rdpido FCF a
los componentes no-colagénicos. Ambos <colorantes son estables
en solucién saturada acuosa de &cido pfcrico.

La tincidn de 1los componentes colagénicos, por el Rojo
strioc F3BA no (interfiere con 1la tincién de los componentes
no-colagénicos por el Verde rdpido FCF, por 1lo que la tincion
“se puede efectuar simuitaneamente. Ademds, ambos colorantes son
elufdos fécilmente en una mezc¢la equivolumétrica de
hidréxido de sodio 0.1 N y metanol absoluto.

Los colorantes, una vez elufdes, en la solucidn de
NaOH-metanol muestran picos mdximos de absorcidn (540 y 605
‘nm) lo suficientemente separados para permitir  la. determina-
cidn cuantitativa de cada uno.

La unién de los colorantes, a los <cortes, es proporcional
a su contenido protéico y dentro del error experimental todos
los tipos genéticos de coldgena, Qhenlrcantldédes similares de

Rojo sirio F3BA,
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Los colores equivalentes, para los componentes colagénicos
{(37.8 A 540nm /mg de colagena) y 1les no-colagénicos (2.08
A 605nm /mg de protefna), fueron determinades mediante el
andlisis qufmico (hidroxiprolina y micro-Kjeldhal) .de cortes
previamente analizados mediante el método de tincidn.

El método puede detectar hasta 5.7 microgramos de col&-
gena por miligramo de protefna y puede ser empleado para
valorar el grado de fibrosis en biopsias y en la evaluacién de

los efectos de drogas antifibrogénicas.



1. INTRODUCCION

La ¢irrosis hepdtica es unc de los padecimientos humanos que
cursan con fibrosis y ha sido ampliamente estudiada, tanto en
Héxico camoe en otras partes del mundo. En  México, es la
primera causa de muerte de sujetos jovenes del sexo masculino,
cuya edad oscila entre los 30 y los 50 afos de edad.

La cirrosis hepgtica es la via final comdn de todos
los padecimientos crdnicos que afectan al hfgado en forma
difusa y, desde el punto de vista anatdmico, se caracteriza por
un daflo celular generalizado, regeneracidn del parenquima
hepdtico, aumento del tejido conectivo, formacidn de
nddulos de hepatocitos rodeados por bandas de coldagena vy
distorcidn de la arquitectura lobular., A consecuencia del dafio
celular y de las modificaciones estructurales, se presentan
lmPortantes cambios hemodindmicos y funclonales (41).

El aumento del tejido conectivo hepdtico en la cirrosis es

el principal responsable de las alteraciones que afectan al

“'nfgado. La naturaleza del tejide conectivoe hepdtico es
bastante heterogenea y esta constituido principatmente por
dos tipos de compuestos: los calagénicos Y los no-

colagénicos (41).



1.1. Componentes colagénicos.

Las coldgenas son una clase heterogenea de protefnas
extracelulares caracterizadas por una composicién de
aminodcidos Gnica. Contienen 30% de gqglicina, 20% de prolina,
mas hidroxiprolina y cantidades wvariables de hidroxilisina y
carbohidratos (glucosa y galactosa). Estructuralmente las
colégenas se componen de tres cadenas polipeptfdicas,
helicoidales con giro hacia la 1izquierda, de aproximadamente
100,000 daltones de peso molecular cada una {(cadenas alfa). Estas
tres cadenas se acomodan en una triple hélice dextrdgira de
aproximadamente 300,000 daltones de peso molecular, conformando
1a molécula de coldgena. Esta molécula posee en sus
extremos zonas de tipo globular, las cuales son eliminadas por
digestidén enzimitica cuando 1a procol&gena es convertida en
coldgena (37).

Existen varios tipos genéticamente distintos de esta
protefna, é&stos son: I, II, IIR, IV, V¥, VI, VYII, VIII, IXy
X, los cuales difieren en su composicidn de aminodcidas,
ubicacidn y funcién dentro del organismo(6, 37, 45).

Esta protefna es la mds abundante en los animales
superiores ya que constituye el 33% o mds de la protefna
total.

En el hfgado de rata se encuentran principalmente las

coldgenas tipo 1 (45.5%), T1II(47.7%) y V(6.6%), asf como
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colégens de membrana basal (tipe er)‘f(44);,fEh “otras. especies,
incluyendo al ser humano, las pofceﬁtqjés;ﬁﬁh semejantes aunque

~la cantidad total! varfa.

1.2. Componentes no-colagénicos

Los principales comoponentes n04colggenlco;"-Son;:,losw,,? .

glicosaminoglicanos y  las” ~glicoprotefnas:™ ’ftbrdﬁgctiné;yf

laminina y hepatonectina (41).
f.2.a. Glucosaminoglicanos

Los proteoglucanos son agregados de alto peso molecular,
haechos de heteropolrmeros de protefna y azlcar. La unidad
bdsica o mondmero de proteoglucano estd constitufda por
varias cadenas de glucosamincglicanos wunidas a una estructura
protéica. Aunque la organizacidén y estructura tridimensional
(en el hfgade) no ha sido elucidada, actualmente se conoce la
composicién porcentual, casl el 75% corresponde a  hepardn
suifato, 10% es &cido hialurfnico, 7% dermatén sulfato y 7%
condroitfn sulfato (41).



~l.2.b. Fibronectina

i ta fibronectina es un dfmero formado por dos subunidades
diferentes, conh un peso molecular de 220,000 daltones cada una,
unidas covalentemente por un puente disulfuro cerca del extremo
carboxilo terminal. Esta protefna existe en dos formas: una que
es insoluble y es conocida como fibronectina celular o tisular vy
otra, la cual es soluble y se encuentra en el plasma sangufneo
eh una concentracidn de 30 mg por 100 m! de plasma; esta forma
soluble es también conocida como globulina f{insoluble en frio
(Clg por sus siglas en inglés).

Lta fibronectina presenta varias regiones que poseen una alta
especificidad de unidn a ciertas macromoiéculas como:
col8gena, gelatina, fibrina, fibrindgeno, glicosaminoglicanos
(heparina, hepardn sulfato y 8cido hialurénico), actina,

astafilococos y cé8lulas (41, 47).
1.2.c. Laminina

La laminina es una glicoprotefra de aproximadamente
800,000 daltones y consta de dos subunidades, una de 400,000 y
otra de 200,000 daltones, unidas por puentes disulfuro. La
actividad bioldgica de la lamintna no estd bien determinada,

pero se ha sugerido que es el principal factor de adhesifn para
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células epiteliales en cultivo y que puede jugar un papel
importante en la morfogénesis y en la diferenciacidn celular

(40, 42).

[.2.d Hepatonectina

La hepatonectina es wuna glicoprotefna de alto peso
molecular, recientemente aislada y adGn no caracterizada. Se ha
sugertdo que esta glicoprotefna puede ser el fagtor

especffico de adhesién para hepatocitos (40).

Durante el proceso fibrogénico no todos 1los componentes se
ven jgualmente afectados, aunque é&sto debe tomarse con cierta
reserva, ya que los cambios de composicifn s6lo se han
establecido cuantitativamente para los componentes colagénicos,
e {nmunoqufmicamente para los no-colagénicos.

De los componentes colagénicos se sabe que durante las
primeras etapas la relacién de las coldgenas /111 se
mantiene mis o menos constante « 1.0 - y en las fases tardfas
esta relacién se ve glterada, alcanzando  valores de
aproximadamente 3.0. Esta variacién en 1a relacién I/1I1 se
ha sugerido como un marcador de la reversibilidad o
irreversibilidad del proceso (41, 43).

En cuanto @ la dinidmica del proceso, el aumento en la

concentracidn de coldgena se ha propuesto que se debe a un
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incremento en su sfntesis y no a  una disminucién en su
degradacién, ya que la colagenasa no se encuentra disminufda
sino por el contrario, estd aumentada en su forma activa como
activable (22).

II. ANTECEDENTES METODOLOGICOS

En los Gltimos 20 afios wvarias enzimas, metabolitos y
componentes del tejido conectivo se han empleado para estimar el
grado de fibrosis de un hf{gado dafado., Estos métodos se han
enfocado principalmente a dos componentes, los no«colagénicos ¥y
los colagénicos (31).

Debido a que la coligena es el marcador de fibrogénesis
m&s ampliamente usado, la metodologfa encaminada a su
cuantificacién es la que mds se  ha desarrollada. Estos
métodos  se pueden clasificar en métodos invasivos y no
fnvasivos,

Los métodos invasivos son aquellos que requieren
necesariamente de una muestra del tejido dafiado, esencizlmente
son métodos de tipo qufmico y estin basados principalmente
an la premisa de que toda la hidroxiprolina se encuentra

confinada en la colfgena (26).
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As{, desde 1933 Lang, Naldschmidt-Leitz ¥y Akabori,
bas&ndose en el rico contenido en hidroxiprolina de 1la
coldgena,desarrollaron el oprimer método cuantitativo para
determinar colégena. Este método se basé en la oxidacién
qufmica de la hidroxiprolina a pirrol con hipoclorito de sodio
y la posterior formacién de un croméforo con {satin
{indol-2«3-diona) o p-dimetilaminobenzaldehfdo.

Seis afos despufs, McFarlane y Guest desarrollaron un
método que involucraba la oxidacién de la hidroxiprolina con
peréxido de sodio y la formacién de un <complejo colorido con
cobre e isatin.

Las investigaciones subsecuentes buscaron optimizar los
métodos anteriores ya que é&stos requerfan de grandes
factores de correccién, asf como de cantidades relativamente
altas de muestra y su precisifn era baja.

En 1950, Neuman y Logan optimizaron el mé&todo de McFarlane
y Guest empleando peréxido de hidrégeno y
p~dimetilaminobenzaldehfdo para formar el croméforo en lugar
de cobre e isatin (29).

Durante los siguientes 10 afios, este método fue a su vez
modificado varias veces buscando eliminar 1las varfacienes
resultantes de la destruccién incompleta del perdxido de
hidrégeno (7), de la inestabilidad del croméforo (20) y de la
interferencia producida por cromSforos pardsitos de tirosina,

triptofanc y otras sustancias (9, 27). En general, estos
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métodos eran sb6lo aplicables a muestras relativamente puras,
por 1o que su uso en hidrolizados de tejido y orina estaba
condiclonado a una purificacidn previa.

Posteriormente, Prockop vy Udenfriend desarrollaron un
método basado en los anteriores pero que {nvolucraba la
adicién de alanina como agente controlador del paso de
oxidacién, purificacién de la muestra con una mezcla de
resina de {ntercambio i{6nico/carb6n  activado y extraccién
con tolueno (33).

Con el advenimiento de los compuestos  marcados con
radiois6topos en una posicién especffica de 1la molécula,
se hizo necesario que se desarrollaran mé&todos capaces de medir
las pequeias cantidades de prelina incorporadas en
hidroxiprolina,asf{ como de diferenciar entre 1la radicactividad
especifica de ambas.

En 1962, Peterkofsky y Prockop desarvollaron un método
para medir simulténeamente la radioactividad especffica de la
prolina= "™C y la nidroxiprolina- 'C, presentes en materiales
bioldgicos. Este método fue modificado después por Switzer
y Summer (48), ya que el método no era muy reproducible debido
a Jla gran cantidad de prolina e hidroxiprolina frfas (sin
marca) que se tenfa que agregar como acarreador. Esta
modificacién eliminaba la necesidad del acarreador pero sélo
permitfa determinar 1la radiocactividad especifica de la

hidroxiprolina.
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Posteriormente en 1974, Rojkind y Gonz&lez implementaron
un método, basado en el método de VWoessner, para la
determinacién de la hidroxiprolina y en la extraccién
espec{fica con tolueno de Peterkofsky y Prockop., El método
permite la determinacién simultdnea de 1a radioactividad
especffica de la prolina- “é y la hidroxiprolina- "C, presentes

en protefnas colagénicas y no colagénicas (39).

I1.1 METODOS DE TINCION HISTOLOGICOS

Histéricamente, el primer método empleado para  tefilr
especificamente coligena fue la tincién de VYan Gieson con
picrofuscina en 1889. A partir de esta técnica, la
investigacién acerca de 1la tincién selectiva de 1la coligena
con colorantes dcidos derivados de la anilina se desarrollé
ampliamente. Primero se modificd el método de Van Gieson ya
que éste presentaba dos serios problemas: 1) 1la fuscina 4&cida
se decoloraba répidamente y 2) las membranas basales y fibras
reticulares se tefifan muy pobremente; Lille, en 1945, mejoré
la coloracién de estas estructuras mediante 1la adicibn de
dcido a la solucién del colorante y Harms, en 1957,
sustituyd a la fusina 4&c¢ida por rojo de tiazina R, perc los

cortes segufan decolorandose después de un tiempo.
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Posteriormente en 1964 el colorante Rojo sirio F3BA mostré
tener excelentes propiedades tintorias, cuande se empleaba
disuelto en wuna solucidn saturada de &cido pfcrico f
ademds, de ser altamente selectivo hacia la colédgena,
presentaba una magnffica definicidn (46). En 1la actualidad se
sabe que el color es estable hasta por 10 afios.

Aprovechande estas cualidades, en 1979 Junqueira y
colaboradores, implementaron un método cuantitativo para la
determinacifn de colfgena gelificada sobre porta cbjetoas
(10},

El descubrimiento de que la cantidad de colorante unido a la
protefna era proporcional a su concentracién y que este
podfa ser elufdo cuantitativamente y determinado
espectrofotométricamente, dio un nuevo matiz a 1Ia tinciédn
desarrollada por Swett, lo que dio origen a nueves métodos
basadas en el de Junqueira.

Asf se han desarrollado métodos para medir colédgena,
colagenasa bacteriana ({17,28), para cuantificar diferentes tipos
genéticos de colfgenas separades en geles de poliacrilamida
(1), y en conjuncién c¢on la microscopfa de polarizacién se
han desarrollado técnicas que permjten diferenciar y localizar
a los diferentes tipos genéticos de col&gena en cortes
histol6gicos y relacionar la estructura molecular obtenida por
difraccidén de rayos X, con las propiedades anisotrépicas de

la coldgena tefifda con Rojo sirio (4, 50).



11.2. METODOS NO-INVASIVOS

Los métodos no invasivos, no requieren de una muestra del
tejido daflado y estan basados en la medicién quimica o
{munolfgica de metabolitos y enzimas relacionadas directamente
con el metabolismo de la colédgena.

De este tipo de exdmenes, desafortunadamente, la
posibilidad de obtener diagnosticos enzimfticos
6rgano-especificos, es muy baja, debido a la similitud en los
patrones metabdlicos de los diferentes desdrdenes que gursan
con fibrosis, como la artritis reumatoide, la fibrosts hepdtica
y la cicatrizacién, por 1lo que el objetc de estos métodos se
reduce a medir y monitorear la actividad del proceso fibréticeo
en el suero o plasma, {ndependientemente de su localizacién o
etiologfa.

La caracterfstica principal de estos métodos es que el
metabolito o enzima elegido como monitor debe ser secretado por
la célula, ya que si &ste es liberado séle cuando  haya
necrosis celular, representar§ mas bién un pardmetro de
dafio © muerte celular que de actividad fibrogénica ¥y
obviamente, la cantidad de oproducto secretado deberd estar en
relacién directa con el proceso metabSlico alterado.

De los métodos no- invasivos, los mas exltosos son;



a) Andlisis del péptido de la coldgena tipo IIf.:

La coldgena como muchas otras protefnas es
biosintetizada en primera instancia como procolégena, la cusl
es soluble en condiclones fisioldgicas. Al 1llegar al espacio
extracelular, sufre una digestifn enzimftica espec{fica,
perdiendo cerca de! 40% de su longitud original, al ser removidos
péptidos en ambos extremos de la molécula

El p&ptido correspondiente al extremo amino terminal, en
el caso de la colfgena tipo III, pasa al torrente circulatorioe
conservando su tamafio original y s8lo cuando es eliminado en la
orina es degradado. Con base en esto, se ha desarrollado un
inmunoensayo que permite medir la  concentracién de este
péptido en la sangre, aunque el origen del péptido no estd
bien establecido, ya que se ha demostrado que 1la colfgena tipo

II11 puede existir como procoldgena en el tejido, y el
propéptido podrfa provenir de la destruccifn  tisular(5,
18).

b) Inmuncensayo para la Prolilhidroxilasa.

Esta enzima participa en las modificaciones
postraduccionales que sufre la coi&gen&. 6kdf§iiiénd6 élérioé
restduos de prolina.

La determinacién de actividad enzimitica de la
proliihidroxilasa en el suero, no tiene significado alguno, ya
que esta enzima se inactiva con el tiempo y adem&s existen

fnhibidores en el suero.
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Sin embargo, la concentracién de esta enzima en el suero
determinada por radioinmunoensayo con anticuerpos monoclonales,
correlaciona con los nfveles de actividad enzimdtica en
homogenados de hfgado, por lo que este tipo de determinacién
podrfa reflejar la actividad fibrogénica en el hlgado (5,
18).

¢) Medicidn de Prolina en suero y Lactico en sangre.

Una de las caracteristicas distintivas del dafo hepdtico
en pacientes alcoholicos, comparado con otras enfermedades
crénicas del h{gado, es la presencia de hiperprolinemia (15).

€l mecanismo mediante el cual se desarrolla esta
hiperprolinemia es desconocido, pero se ha sugerido que puede
estar relacionado con la hiperlacticidemia encontrada en
cirréticos alcohflicos, debide al efecto inhibitorio del
18ctico en la prolil-oxidasa, que es la primera enzima de 1la
via catabdlica de la proilina.(15).

Este aumento de prolina podrfa producir un aumento en la
sfntesis de coldgena. Aunado a esto, se ha demostrado en
cultivos de fibroblastos que el l&ctico activa a la enzima
4-prolilhidroxilasa (15).

Por otro lado, estudios con voluntarifos no-alcohflices vy
con buena salud, han demostrado que el nivei de alcohol en sangre
posterior a la ingesti6n de uma dosis aguda de etanrol, no

correlaciona con el aumento en los niveles de estos, por lo que
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se ha propuesto que el 4cido lictico se eleva en enfermos
alcohflicos que tienen dafo hepdtico ya establecido o, en la

poblacién suceptible a desarrollar cirrosis.

A pesar de las ventajas de los m&todos anteriores para el
paciente, el cual ya no tiene que correr el riesgo que implica la
toma de una blopsia, la correlacién entre los valores determina-
dos de estas metabolitos y la cantidad de coldgea depositada no
se ha logrado esclarecer claramente, ya que los valores obtenidos
son comparados contra estimaciones arbitrarias de la cantidad de
col&gena en un corte histolégico. Debido a que este tipo de
"medida" esta sujeta a la subjetividad del patflogo que efec-~
tGa el anflisis, no es posible establecer una relacién
cuantitativa entre los valores séricos de estos metabolitos ¥
enzimas y la cantidad de col8gena depositada en un tejido. La
solucién ideal, a este problema, serfa efectuar la determina-
cién cuantitativa de ta colfgena en la misma biopsia.

Actualmente no existen métodos adecwados para cuantificar
la concentracién de coldgena en una biopsia, por lo que,
aprovechando las cualidades del Rojo sirio, se decidié
desarrollar un método capaz de cuantificar la cantidad de

coldgena presente en un corte histoldgico.



I1I. OBJETIVO

Desarrollar un micro-método no-destructivo, reproducible,
répido Y simple, para determinar la concentraidn de
‘colégena en muestras de tejidos parenquimatosos, fijados en

formalina e incluidos en parafina.
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IV, MATERIALES Y METODOS

. Reactivos empleados: Ver-anexo I

Preparacién de soluciones: Ver anexo II

tos cortes empleados se obtuvieron de ratas macho (Wistar
albinas) de apraximadamente 200 gramos de pesa, se mataron por
- decapitacién y con la ayuda de wuna navaja se obtuvieron
secciones de 3 a 4 milfmetros de grosor, de higado, pulmén,
baze, corazén y rin6n; fijéndolas inmediatamente en wuna
solucién de formaldehfdo al 10% (v:v) en amortiguador de
fosfatos 0.1 M, pH 7.2, conteniendo 0.15 N de cloruro de sodio.

Las muestras se incluyeron en parafina y se efectuaron
cortes de aproximadamente 15 um de grosor. Los cortes se
desparafinaron en grupos de 10 a 20, incubandolos en la siguiente
secuencia de alcoholes: «xileno, xileno:etanol (1:1), etanol,
etanol:agua (1:1), y agua., Llas muestras ya desparafinadas se
guardaron en agua destilada a 4 °C y se utilizaron durante el

cursa de una semana.
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IV.t. METODO DE TINCION

‘Se colocaron cortes individuales en tubos de ensaye pequefos
{(10- x 75 mm) y se cubrieron con 0.2 ml de una solucién de
écido pfcrico saturado, que contenfa 0.1% de Rojo sirlo
F3BA y 0.1% de Verde rdpido FCF. Los tubos se cubrieron con
papel aluminio y se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos, en agitacidn constante.

Terminada la tincién, la mezcla de c¢olorantes se retirS§:
cuidadosamente con una pipeta pasteur y el corte se lavé
exhaustivamente con agua bfdestilad.

El corte se transfirid a un tubo lfmpioc, se le agregd
un mililftro de la solucién de hidr6xide de sodio-metanol ¥y
se agité suavemente hasta que todo el color fue elufdo del
corte {habitualmente en pocos segundos}.

Inmediatamente se  determin§ la absorbencia de esta
solucién a 540 y 605 nm, correspondiendo estas longitudes de
onda a los miéximos de absorbencia del Roj sirio F3BA y el
Verde rédpido FCF, respectivamente,

En este estudio, la absorbencia de 1las soluciones y las
mediciones de densidad 4dptica se efectuaron en celdas de cuarzo
de 1 cm de paso de luz y con la ayuda de un espectrofotémetro

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

S transfirieron grupos de 3 o 4 cortes (destefiidos) &
ampolletas de vidrio, se resuspendieron en 0,5 ml de &cido
clorhfdrico 6 N, se sellaron al vacfo y se hidrolizaron por
18 horas a 104 °C.

Terminada la hidr8lisis, el exceso de &cido se removid
al  vacfo, la muestra se resuspendic en 0.5 ml de d&cido
clorhfdrico 2 N, se incubd con Dowex-Norita para remover la
humina (34), se neutralizé a pH 5«6 con hidréxido de sodio y
se llevo a un volumen final de dos mililitros.

Del hidrolizado se tomaron alfcuotas de 0.2 y 0.5 ml para
la determinacién de nhidroxiprolina, por el método de Rojkind
y Gonzalez (39), y wun mililitro para 1la determinaci6n de

nitrégeno por el método micro-Kjeldhal (24).

1V.2.a, DETERMIKACION DE HIDROXIPROLINA

En tubos con tapdn de rosca (20 x 150 mm), se colocaron
alfcuotas del hidrolizade (0.2 y 0.5 ml) y se aforaron a un
mililitro con agua bidestilada.

A cada tubo se le afadié un mililitro de 1la solucibén de
cloramina-T, se agité durante 30 segundos en un agitador

mecédnico, a mixima velocidad (vortex), se dejo reposar
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durante 20 minutos y se detuve la reaccidn con 0.5 ml de la
solucién de tiosulfato de sodio. A cada tubo se le afadié un
mililitro de wuna solucién 1.0 M de hiodrSxido de sodio ¥y
aproximadamente 2.0 g de cloruro de secdio.

Se agregaron 6.0 ml de tolueno, se agité a méxima
velocidad durante 30 sequndos, la fase org&nica se desechd,
los tubos se taparon y se colocaron en un bafio de agua hirviendo
durante 20 minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente,

Se adicionaron otros 6.0 ml de tolueno, se volvio a agitar
vigorosamente, y de la capa orgdnica se transfiriéd un
milflitro a un tubo de_ensaye limpio (15 x 150 mm). A cada tubo,
mientras se agitaba se le adicionaron 4.0 ml del reactivo de
Erlich, se permiti6 que la reaccién procediera a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se determind la absorbencia de la
solucién a 560 nm,

Paralelamente se prepard un tubo c¢on agua como control y

un estandar de hidroxiprolina (0.1 umoles).

IV.2.b. DETERMINACION DE PROTEINA

En matraces de Kjeldhal de 30 ml se colocaron alfcuotas de
1 mililitro del hidrolizado. A cada tubo se afadieron 3 ml de la

mezcla digestora y unas perlas de vidrio para controlar la
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ebullicién. Las muestras se mantuvieron en ebullicién suave
de 8 a 10 horas hasta que la soluciébn tomo una coloracién
verde esmeralda,

Terminada la digestiSn la muestra se transfirié al
aparato de destilacién y se adadieron 5 ml de NaOH 12 N. El
destilado se recuperd en un matraz que contenfa una
solucién de &cido bérico al 4 % y dos gotas de una mezcla -
de rojo de metilo y azul de metileno,

El destilado se tituld con una solucién valorada de

dcido sulfGrico 0.05 N.

V1.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Para corroborarse que todos los tipos genéticos de
colfgena se tefifan con el Rojo sirio F3BA y no con el Verde
répido FCF, se solubflizaron coligenas de biomatrices de
pulmén bazo y rifiln con pepsina (1) vy, a alfcuotas
conteniendo 50 a 100 wug de colfgena determinada por andlisis
de hidroxiprolina (39), se les efectud una electroforesis en
geles de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida.

Los geles fueron dei tipo discontinuo; el gel concentrador
fue 5 % acrilamida, 0.13 % bis-acrilamida, 0.125 M tris pH 6.8 y
0.1 % SDS. El gel separador fue 5 % acrilamida, 0.13 %
bis-acrilamida, 0.375 M tris pH 8.8 y 0.1 % SDS.
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La electroforesis se efectub en amortiguador de tris 0.025
M, glicina 0.192 M, 5DS O.1%, pH 8.3, Terminada la electroforesis
los geles se trataron de acuerdo al método descrito por
Armendariz-~Borunda y Rojkind (1), excepto que los geles se
tifleron con una mezcla de Rojo sirfo F3BA y Verde rdpido FCF,

Los geles se destifieron con una mezcla de: metanol:dcido
acético:agua (30:7:63, viv:iv), ¥y se les efectud  una
densitometrfa a 540 y 605 nm.

Una vez determinados los colores equivalentes, se procesaron
nuevos cortes de tejlidos, comparando ios resultados al emplear el
método quimico y el método de tincidn.

Para este estudio comparative, se wutilfzaron muestras de
tejido con un peso aproximade de 250 mg (peso hdmedo), para el
andlisis quimico y grupos de 10 a 20 cortes para el método
por tincibn,.

Los cortes empleados fueron obtenidos de cuatro animales.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El procedimliento aquf reportado, fue aplicade Gnicamente
a tejidos fijados con formaldehfdo por lo que su aplicacién a
tejidos fijados con otros agentes requiere de wuna f{nvestigacién
previa.

Para poder desarrollar un métode cuantitative y estimar 1la
concentracién de colégena en un corte histolégico, fue ne-
cesarfo referir la cantidad determinada de colégena a un
segundo pardmetro, igualmente cuantitativo.

Debidoc a que los cortes empleados estaban fijados en formale
dehfdo, su peso no podfa ser empleado como wun pardmetro al
cual referir la cantidad de «coldgena determinada con el Rojo
sirio F3BA . Por lo tanto, se investigé la posibilidad de
determinar el contenido prot&ico de los cortes.

Primeramente, se intentd disolver los cortes con una
solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS) al %%, para después
determinar el contenido protéico por el mé&todo de Lowry (23),
esta técnica se probdé tanto a temperatura ambiente como a 37
°C, con agitacién constante hasta por 72 horas sin éxito
alguno, ya que el tratamienta con formaldehfdo hace resistentes
los cortes a la accién del detergente.

En vista de &sto, se pensé que se podrfa aplicar a las
protefnas no-colagénicas, el mismo principio mediante el cual
se pretendfa determinar 1la colégena, es decir tefiir estas

protefnas con un colorante especifico.
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El primer celorante empleado fue el azul de coomassie G-250,
la eleccién de este colorante era 16gica ya que é&ste ha
sido ampliamente usado para determinar protefnas en soluc¢idn,
como agente activoe en el reactivo de Bradford (3), y para tedlir

protefnas separadas en geles de poliacrilamida (51).

Los primeros experimentos mostraron que al incubar con Rojo
sirio F3BA disueltc en una solucién de é&cido plcrico
saturado, los nucleos de las células se tefilan 1ligeramente, lo
cual al nivel de deteccifn en que se estaba trabajando (ug) era
importante {impedir,

Para tratar de eliminar esta tincién colaterazl, se probé
incubar previamente con solucién de 4cido pferico saturado
y con solucidn de Bouin (&cido  pfcrico, formaldehido,
S§cido acético glacial), pero no se logré eliminar del todo.

En las primeras pruebas con el azul de coomassie G-250, se
le empleé  como reactivo de Bradford. En experimentas de
tincién doble, rojo/azul, se encontrd que la tincién de los
' nicleos por el Rojo sirio F3BA ya no era observable y que ambos
colorantes mostraban una buena selectividad, ya que las bandas de
coldgena se tefifan solo de rojo y el parénquima de azul.

Para la eluci6n de los colorantes habfaz tres opciones:
1) eluirlos en hidréxido de sodio 0,1 N, ya que en esta
solucién se eluye fécilmente el Rojo sirio F3BA; 2)

elufrlos en metanol, el cual es un disolvente adecuada para el
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Azul de coomassie G-250 y, 3) prabar una mezcla equivolumétrica
de hidréxido de sodio y metanol absoluto.

Al probar la mezcla NaOH-metanol se observd que el corte
se destefifa perfectamente, sin embargo, el elufdo fue de
color rosa, indicando que el coomassie en medic b&sico cambia
de azul a rojo. Esto era un problema, ya que de esta forma no era
posible diferenciarlo espectrofotométricamente del Rojo sirioe
F3BA.

Debido a que el Rojo sirio F3BA no presenta efectos
metacromiticos en funcidn del pH, se probl acidificar el
elufdo ¢on &cido fosfdrico, ya que &ste es el 4cido que
lleva el reactivo de Bradford, para que el azul de coomassie
G-250 cambiara de nueve a su forma azul.

De esta forma el espectro mostr§ dos plcos, uno a 540 nm y
otro a 625 nam, correspondiendo a los miximos de absorcidn del
Rojo siric F3BA y del Azul de coomassie 6-250, respectivamente.

A continuacifn, se efectuaron experimentos en serie para
determinar el tiempo de incubacién dptimo; para é&sto se
emplearon cortes de 15 um de grosor, 30«50 mm de 4&rea y medio
mililitro de reactivo de Bradford. Estos experimentos mostraron
que a los 30 minutos la solucién del reactivo de Bradford se
decoloraba casi completamente, indicando que 1la cantidad de
colorante en solucién podfa estar limitando la cantidad unida
al  corte, Debido a ésto, se aumentd a wun nililitro la
cantidad de colorante y se cambi6, cada 30 minutos, por otro

mililitro de reactivo fresco.
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En 1a figura i, se puede observar, que la cantidad de
colorante unido a los cortes no muestra una zona de saturacidén
en funcién de} tiempo de incubacién, indicando que el
colorante forma agregados superiores no-proporcionales al
contentdo protéico del corte.

Aunque el azul de coomassie G=-250 ha sido amwmpliamente wusado
en la determinacidén de protefnas (2) y, para tedpir protef-
nas separadas en geles de poliacrilamida (51), los resuitados de
este estudio muestran que el colorante presenta un compartamiento
poco deseable para estos fines, principalmente, por la forma-
¢ién de agregados no-proporcionales al contenido protéico del
corte. Ademds, las observaciones anteriores coinciden con un
estudio efectuado en geles de poliacrilamida (51).

Debido a este comportamiento anormal y al efecto
metacromdtico se decidid cambiar de colorante, y se busch
un colorante que tuviera un mdximo de absorci6n diferente al
del Rejo sirio F3BA, gue fuera estable en medio bhisico ¥y
soluble, ya fuera en hidréxido de sodio 0.1N en la mezcla
NaOH-metanol o en una similar.

El colorante que mostr§ reunir estos requisitos fue el
Verde rdpido FCF.

El colorante result$§ ser soluble en solucién saturada de
dcido pferico al fgual que el Rojo sirio F3BA y en
experimentos de tincién doble, en los cuales primero se

incubaba con Verde ré&pido FCF, disuelto .en una solucidn de
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Figura 1. Determinacidn .del_:‘ tiempo “de incubacidn
¢ptimo para cortes de hfgade en r’gacti‘wiofde,B'radford (Azul de

coomassie G-250). -
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8cido pfcrico saturado al 0.1% y, después con Rojo sirio
FiBA en las mismas condiciones, mostrd tener una alta
selectividad hacia 1las protefnas no-colagénicas ya que la
cantidad de «colorante (verde) wunido a un mismo corte con y sin
Rojo sirio F3BA variaba muy poco.

Ademfs, en experimentos en funcibn del tiempo, la
cantidad unida al corte, mostrd ser constante después de 30
minutos y 1la prolongacidn de las incubaciones hasta por 2
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)}, la cantidad de Verde
r&pido FCF, al igual que la del Rojo sirio F3BA, mostr§ ser
proporcional al grosor del corte.

De estos cortes, una vez destefiidos, se seleccionaron grupos
de 3 o 4 cortes para determinarseles el contenido protéico por
el método de micro-Kjeldhal, encontrandose nuevamente que la
cantidad unida al corte era proporcional al contenido protéico
del corte.

Aunado a ésto, la definicibn y contraste de estos dos
colorantes resultd ser estupenda, en vista de que ambos
colorantes eran solubles en la solucién de Scido plcrico
saturada, se investigd 1la posibilidad de efectuar una tincidn
simultanea. Asf, grupos de 4 o 5 cortes se incubaron primero

con Verde répido FCF y luego con Roj sirio F3BA, se eluyeron
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los colorantes con la mezcla NaOH-metaro! y los cortes se
retifieron con wuna mezcla de ambes colorantes. Puesto que las
absorbencias de los colorantes elufdes a 540 y 605 nm, fueron
escencialmente idénticas, independientemente del tipo de
tincién - secuencfal o simultanea -, todos los siguientes
experimentos se efectuaron con la mezcla de Verde rdpido FCF
0.1% y Rojo sirio F3BA 0.1%, disueltos en 1la solucibn de
8cide pfcrico saturada. Sin embargo, es importante enfatizar
que la presencia de! dcido pfcrico es una condicidn
{neludible, puesto que iz interaccidn del Rojo sirio F3BA, con
la col&gena, es dependiente de su presencia.

Ademds, en el caso del hfgado y el baze, se encontré
que los ndcleos de los hepatocites y linfocites se segufan
tidendo de roje, lo cual se logréd evitar preincubando los
cortes de estos tejidos, con una solucién de Verde répido FCF
al 0.1% en &cido pfcrico saturado, durante 15 minutos,
previniendo asf, el tefiido inespecffico del Rojesirio F3BA.

La figura 2, muestra el patrén de tefifdo que se obtiene
con la mezcla de colorantes en diferentes tejidos.

Las coligenas que se tifien de rojo, tienmen una apariencia
fibrilar y 1los componentes no colagénicos que estan tefiidos de
verde muestran un patrén més difusoa.

Las figuras 2A, 2B Y 2F, muestran que las coldgenas

intersticiales de 1los espacios porta, las fibras reticulares del
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Figuré 2. Fotomicrografias de cortes de 15 um tefiidos con
Rejo sirio F38A 0.1% y Verde rdpido FCF 0.1% en solucién
acuosa saturada de 4cido pfcrico. Las caldgenas tanto
intersticiales (A, By F) como de membrana basal (C, Dy €) se
tifien equivalentemente. Amplificaciones finales hfgado y bazo x320

pulmén y rindfA x160. Barra = 40 um.
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hfgado y del bazo y las fibfas intersticliales del corazfn se
tifden  fuertemente de rojo, sugiriendo que las c¢olé&genas
intersticiales 1 y IIl (2, 8, 14, 49), poseen afinidad por el
colorante Rojo sirio F3BA.

A su vez, las figuras 2C, 20, Y 2F, f{lustran que las
membranas basales del glomerulo, t@bulo y bronqueclo (25},
también se tifen con el Rojo sirio F3BA, asf{ como las finas
fibrillas del! mesangio del rifdn (fig. 1C), las cuales se ha
sugerido san coldgena tipo V (2).

Estos resultados sugieren que al nivel histolégico, tanto
las coldgenas intersticiales como las de membrana basal, se
tifien con el Rojo sirio F3BA, sin embargo, no es posible oabtener
datos cuantitativos de estas observaciones.

Para poder demostrar que las coldgenas no se tifen
significativamente, bajo las condicienes aqui reportadas, con el ’
Verde ripido FCF y que si se tifien selectivamente con el Rojo
sirio F3BA, se efectuaron electroforetogramas con coldgena
obtenida de rinén bazo y pulmdbn, ya que se sabe que estos
tejidos poseen diferentes proporciones de los distintos tipos
genéticos de coldgena.

Los geles obtenidos se tifieron con la mezcla de colorante vy
una vez destefiidos, se les efectuld una densitometrfa a 540 y
605 nm, mostrando que todas las coligenas contenfan material
que ébsorbfa en la regién de 540 nm y, que solo en el caso de

la regidén de 1a cadena alfa 1 de la coldgena tipo 1, se
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observé una leve traza de material que absorbfa en la

regifn de 605 nm.
La figura 3 muestra el espectro de absorcidn del Rojo

.

sirio F3BA. Come se oabserva, su m&ximo de absarcifn estd a
540 nm. En la figura 4 se observa que el Verde répido FCF posee
su mfxime de absorci6n & 605 nm, pero tiene un hombro en la
regién de 540 nm.

En vista de que este "hombro" podrfa interferir con tlas
lecturas del rojo, era (importante determinar su contribucién
total, a esta longitud de onda (540 nm).

Para determinar esta contribucién, se prepararon
soluciones de Verde répido FCF, a diferentes concentractiones,
empleando como disolvente la mezcla NaOH-metanol y se les
determiné 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 al 29.1% + 0,16,

Como el Rojo sirio F3BA no absorbe en la regién de 605 nm
no interfiare con la determinacifén de la protefnas
ne=colagénicas.

En la figura 6, se muestra el especiro de absorcifn
obtenido de un corte de hfgado cirrético tefiido con la mezcla
de colorantes y elufdos con la mezcla NaOH-metanel. Se puede
observar que los picos mdximos de absorci6n tienen una separa-
cién adecuada, para permitir la determinacibn simultsnea de

las protefnas colagénicas y no-colagénicas.
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Figura 3. Espectro de absorcién del Rojo sirio F3BA
elufdo de un corte de higado previamente tefiido con . Roj

sirio F3IBA 0.t% en solucidn acuosa saturada de &cido

pfcrice. 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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Figura 4. Espectro de absorcifén del Verde rédpido
FCF elufdo de un corte de hfgado previamente tefiido con Verde
rdpido FCF 0.1% en solucidn acuosa saturada de dcido
pferico. El colorante se eluyé como se describid en la

figura 3.
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Figura 5. Absarbencia relativa del Verde r&pide FCF a 605
y 540 nm en soluci6n NaOH-metanol.



o N
T T

-Absorbencia
o
3]
-« 1

O4f

0.2

| I i 1 | 1 1

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de Onda {nm)

Figura 6. Espectro de absorcidn de los colorantes
elufdos de un corte de hfgado cirrftico. EI corte fue

teiido como se describid en la figura 2 y los colorantes se

eluyeron con la mezcla NaOHemetanal como se describid en la
figura 3.



38

Para determinar los colores equivalentes, se relacionaron
las absorbencias obtenfdas de 1los colorantes elufdos y las
mediciones qufmicas de coligena y protefna efectuadas con
los cortes destefiidos.

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados tfpicos obtenidos
con cortes preparados, de un solo animal, dsundo el mismo bloque
de parafina.

En la tabla 1, el color equivalente promedio obtenido para
el Verde rdpido FCF, fue de 2.08 +0.18 y muy parecido para
todos los tejidos empleados.

El color equivalente obtenidec para el Roj sirio F3BA, fue
aproximadamente 20 veces mas grande que el del Verde rdpido FCF
y también muy parecide para los 5 tejidos investigades - 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 Yerde rédpido FCF.

Una vez que los colores equivalentes fueron establecidos,
nuevamente se determind el contenido de protefnas
colagénicas y no-colagénicas en cortes de los 5 tejidos,
comparando el wétodo de tincifn y el método quimico.

A continuvacién, se detallan los pasos segufdos para

determinar la concentracién de coligena,



Tabla 1. Color equivalente para la protefna no-colagénica determinado por la
union del Verde répido FCF,

Tejido Absorbencia Contenido de protefna Color
605nm ug/corte equivalente

Hfgado 0.740 2 0.066 355.0 2.06 * 0.118
Rifién 0.350 ¢ p.093 176.5 1.96 ¢ 0,132
Pulmén 0.221 * 0,002 99.0 2.22 ¢ 0.025
Corazén 0.408 £ 0,005 229.0 1.78 ¢ 0.021
Bazo 0.185 £ 0.001 83.7 2.21 £ 0.120

Promedio 2.04 * 0.180

a) Absorbencia promedio (¥ D.E) de 5 cortes obtenides de un animal,
A estos cortes se ies determino protefna por el método de micro-Kjeldhal.

b) A grupos de 3 a 4 cortes destefiides se les determiné la concentracién de
protefna por el método de micro-Kjeldhal. Los valores son promedios.

¢) El color equivalente estd expresado comge Absorbencia a 605nm por miligramo de
protefna. Los valores son promedios <*D.E.

6¢



--Tabla 2. Color equivalente para la protefna colagénica determinado por la

unién del Rojo sirio F3BA,

Tejido Absorbencia corregida Contenido de Coldgena Colar

a 540nm ug/corte equivalente
Higado 0.346 * 0,032 8.59 39.7 £ 1.30
RiAGN 0.267 £ 0.049 6.97 37.3 = 3.63
Puimén 0.240 % 0.005 6.63 36.3 ¢ 0.73
Corazdén 0.111 % 0.011% 3.13 35.6 £ 2.05
Bazo 0.181 £ 0.032 ' ' 4.50 40.2 *3.70

a)

b)

c)

Absorbencia promedio ( *0D.E.) de 5 cortes obtenidos de un animal.

Ls valores fueron corregidos restandoles el 29.1% de la absorbencia del Verde
rédpido FCF a 605nm. E5tos cortes se emplearon posteriormente para determinar la
concentracidn de coldgena por el método de hidroxiprolina

A grupos de 3 a 4 cortes desteiidos se les determind la concentracién de
Coldgena por el método de hidroxiprolina. Los valores son promedios,

El color equivalente estd expresado como Absorbencia cerregida a 540nm por
miligramo de colagena. Los valores san promedios % D.E.

oy
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una vez elufdos los colorantes del corte en cuestidn:

t. Se determina la absorbencia a 605 y 540 nm del elufdo.

2. Se calcula el 29,1% de la absorbencia a 605 nm. Lo que
representa la contribucidn del Verde répido FCF a la
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 a 540
nm, entre su respectivo color equivalente {2.08 y 37.8),
obteniendo asf, la cantidad neta de coldgena vy
protefnas no-colagénicas en el corte.

La protefna total serd la suma de ambas cantidades y, la
cantidad de <col&gena por miligramo de protefna se calcula por
medio de una simple regla de tres.

Cemo se ilustra en la tabla 3, 1la concentracifn de cold-
gena estimada por el método de tincién o por el quimico, es
muy parecida y la desviaclén estandar es pequefia, as{ como la
dispercifn de datos.

Para corroborar el color equivalente obtenido para la cold-
gena, un extracto 4cido de tendbn de cola de rata (principal-
mente cofagena tipo I), se dializé contra un amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 7.4, 0.2 M de NaCl, hasta que el pH de 1a solu-
ci6n de coldgena fue el mismo del amortiguador (28).

A esta solucién se le determind la concentracién de

coldgena por el mé&todo de la hidroxiprolina (39).



Tabla 3. Determinacidn de la concentracién de Coldgena en los cinco tejidas
estudiados, comparando el método quimico y el de tincién.

Tejido Método quimico

pg de Coldgena
mg de protelina

Método de tincién

ug_de Coldgena
mg de protefna

Higado 5.8 ¢+ 1,4
Bazo 17.4 £ 3.3
Pulmén 65.0 = 14.0
Rifon 18.9 £ 8.3
Corazon 17.0 £ 4.2

5.8
17.4
59.1
17.9
16.8

[ S

it

a)

b)

Los valores son promedios ( £ D.E.) del andlisis per duplicado de tejidos

obtenidos de cuatro animales,

Los valores son promedios ( 2 D.E.) de al menos 10 cortes obtenidos de cuatro

animales.

44
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Alfcuotas de esta soluc}dn. cuya concentracién de
colfgena era conocida, se colocaron y dejaron gelificar a 37 C
por 30 minutos en placas de 96 posos, para multititulaciones.

Los geles se tifieron durante 30 minutos, con wuna solucidn
de Rojo sirio F3BA al 0.1%, en 4cido pfecrico saturado y se
destifieron como se describid en materiales y métodos,

Los valores obtenidos por los dos mé&todos, como se aprecia
en la tabla 4 fueron, dentro del error experimental, bastante

parecidos.

Las observaciones a nivel histoldgico indican que los
tipos genéticos de coldgena presentes en el higado se tifien
perfectamente con el Rojo sirio F3BA. Ademis, la similitud de
los colores equivalentes encontrados para los diferentes tejidos
investigados y el ‘conocimients de su diferente contenido de
celdgenas intersticiales, endoteliales 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
coldgena unen cantidades similares de Roj sirio F3BA.

Por lo tanto, el método puede ser aplicado para medir el
contenido de coldgena en tejidos normales y patoldgicos,
independientemente de las proporciones relativas de los
diferentes tipos genéticos de coligena que pudieran estar

presentes.



Tabla 4. Determinacién de Coldgena nativa tipo I gelificada a 37 °C,
comparando el método quimico y el de tinciodn.

Concentraci6n de Colédgena

Método quimico Método de tincion

(ug) (pg)
10 » , 12.7
S A 12.2

30 , 33.3
' ' : 35.4

40 : : 41.6
43.7

50 46.3
51.5

a) El andlisis por hidroxiprolina se efectud antes de la formaci¢ del
gel a 37 °C.

b) La Coldgena gelificada se tifo con Rojo sirto F3BA como se describié
en materiales y métodos. Los datos son valores Gnicos de
experimentos por duplicado.

14
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£l Verde ré8pido FCF, bajo las condiciones empleadas en
este estudio, mostré ser un buen colorante para determinar
protefnas no=colagénicas, ya que ademds de tefiir
homogeneamente 1los cortes, no interfiere con el tefiido de las
fibras de col8gena por el Rojo sirjo F3BA y la cantidad de
colorante unido  al corte es proporcional a su contenido
protéico.

E} Rojo sirio FIBA, es un colorante azéico, con un peso
molecular de 1372 y ha sido extensamente empleado para teiir,
selectivamente, colfgena en cortes histol8gicos (&, 10, 11,
12, 13, 30, 46, 52} y para la cuantificacifn de colé&gena
solubilizada de diferentes tejidos (10), E! colorante tiene 4
grupos az0 y un coeficlente de extincién muy alto, lo que
facilita la deteccidn de pequefias cantidades de protefna.
Como se muestra en este estudio es posible detectar cantidades
tan bajas como 5.76 + 0.2 ug de coldgena / mg de proteina,
equivalente a 1 mg de coligena por gramo de higado fresco
(45).

El nfmero de molé&culas que se une a las coligenas I,
Il y I1I1 es muy constante y se ha estimado que es aproximadamente
de 126 (10).

Aunque el mecanismo exacto de interaccién del Rojo sirto
F3BA con 1la coligena no se conoce, se ha sugerido que los 6
grupos sulffnicos del colorante, interactuan fuertemente con

los grupos cargados positivamente de 1a protefna (10).
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Sin embargo, las diferencias entre el color equivalente
reportado para la colagena en solucién "10" (1) y el encontrado
por nesotros v37.8", indica que otros factores estdn
involucrados, lo que sugtere que tal vez la organizacién
tridimensional de esta protefna sea importante para la
interaccidn con el colorante.

Recientemente se ha -~ demostrado que las coldgenas
intersticiales, endoteliales y de membrana basal, solubilizadas
mediante un tratamiaento cen pepsina y separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida, se tifien
idénticamente con el Rojo sirio F3BA (t). Los resultados
mostrados en la figura 1 y en las tablas 1, 2 y 4 confirman esta
observacién,

El presente micrométodo ademis de tener un  contraste
visual muy atractivo, es simple, sin complicaciones técnicas,
relativamente rdpido y no requiere de equipo sofisticado.
Ademds, es oposible procesar varias muestras simultdneamente y
debido a que no es un método destructivo, un mismo corte, en
caso necesario, puede ser tefifdo varias veces con una gran
reproducibilidad.

Las condiciones descritas del tefiido y destefiido, trabajan
perfectamente con todos los tejidos probados. Para cortes de
diferente grosor y 4rea transversal, la cantidad de la
solucidn de colorantes que debe agregarse, el tiempo de

tincién, asf como el volGmen de 1a mezcla NaOH-metano! en
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la cual los colorantes deben elulrse para su cuantificacidn,
deberd de ajustarse previamente,.

Sin embargo, idependientemente del! tamafio o groser del
corte, una vez ajustadas las condiciones, el métods es
cuantitativo y reproducible.

Debido a que 1la naturaleza exdcta de la interaccidn
entre los colorantes y las broternas no es conocida y también
a la observacidn de que los nGcleos se tifien de rojo, es
recomendable checar al microscopio los cortes histoldgicos,

mientras se estandarizan las condiciones del métedo.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se desarrolld un  método simple, sensible y
cuantitativo para la determinacidn de coldgena y de
protefnas no-colagénicas en cortes histolfgicos fijados en

formaldehfdo e inclufdos en parafina.

2. El método se basa en 13 unidn selectiva de dos
colorantes; Rojo sirio F3BA y Verde rdpido FCF, a los
componetes colagénicos y no-colagénicos, respectivamente, del

corte histolégico.

3. Los colorantes son estables en solucidn saturada acuosa
de 4&cido pfcrico y, son elufdos fdcilmente en una mezcla

equivolumétrica de NaCH 0.1 N y metanol absoluto.

4. La tincidn de Jos compaonentes c¢olagénicos, por el
Rojo sirio F3BA, no interfiere con la tincién de  los.
¢ompohentes no-colagénicos, por el Verde répido FCF, lo que

permite una tincidn simultanea.

5. Los méximos de absorcién de los colorantes en la
solucidn NaOH-metanol westan lo suficientemente separados para
permitir una determinacidn cuantitativa de cada uno.

6. La unién de los colorantes, al «corte histolfgico, es
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proporcional al «contenido de protefnas colagénicas (Rojo

sirio F3BA) y no=-cclagénicas (Verde rdpido FCF).

7. Dentro del error experimental, todos los tipos
gendticos de <c¢oldgena unen cantidades similares de Rojo sirio

F3BA.
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ANEXO 1

LISTA DE REACTIVOS

REACTIVO MARCA
Acetato de Sodio Baker
Acido Acético Baker
Acido Borico Baker
Acido CItrico Baker
Acido Clorhfdrico Baker
Acido Pfcrico Baker
Acido Sulfidrico Baker
Acrilamida 8io~Rad
Azul de Coomassie Pierce
Azul de Metileno Merck
4-(dimetilaming)-

BenzaldehIdo Merck
Bis~Acrilamida Bio-Rad
Carbanato de Sodio Anh, Baker
Cloramina-T Sigma
Cloruro de Amonio Herck
Cloruro de Sodio Merck
Dodeci! Sulfato de Sodio Sigma
Dowex Norit-A Fisher

Baker

50

GRADO

Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Electroforesis
I.C. 42655
I1.C. 53015

. Analftico

Electroforesis
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico
Analftico



REACTIVO

Formaldehfdo
Fosfato de Potasio
monobdsico

Fosfato de Sedio
Dib&sico

Glicina

Hidroxido de Sodio
Hidroxiprolina
Metanol
Metilcelosolve
Persulfato de Amanio
Rojo de Metilo
Rojo Sirio F3BA
Sulfato de Cobre
Sulfato de Potasio
Dibdsico

TEMED

Tiosulfato de Sedio
Tris *

Tolueno

Verde Ripido FCF

Xileno

MARCA

Baker

Baker

Baker
8io-Rad
Merck
Sigma
Baker
Pierce
Bio-Rad
Merck
Mobay

Baker

Baker
Bto=-Rad
Herck
Bio-Rad
Baker
Allied

Baker
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GRADO

Analftico

Analftico

Analftico
Electroforédsis
Analftico
Analftico
Analftico
Sequanal
Electroforésis
I.C. 13020
I.C. 34780
Analftico

Analftico
Electroforésis
Analftico
Electroforésis
Analftico

[.C. 42053
Analftico
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ANEXO I1I
PREPARACION DE SOLUCIONES

Amortiguador de &cido cftrico-acetato de sodio, pH 6.0.

En aproximadamente 800 mililftros de agua bidestilada se
disuelven, 50 g de dcido cftrico, 120 g de acetato de sodio y
15 ml de &cido acético glacial, se 1leva a un volumen cercano
a un litro, se ajusta el pH a 6.0 y se afora a un litro. La

solucidn es estable por varios meses a 4 C,

Solucidn de cloramina-T (sal sddica de la

N-cloro-4-metilbencensulfonamida}.

Cada 10 ml de esta solucidn contienen, 0.141 9 de
cloramina~T, 2.0 ml de agua bidestilada, 3.0 ml de metil
celosolve (libre de peréxidos) y 5.0 ml de amortiguader de
§cido cftrico/acetate de sodio. Esta soluci6n  debe

prepararse el mismo dfa del ensayo.

ESTA TESIS WO Drof
S DE LA BigulTECH
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Solucidén de tiosulfato de sodio.

Esta solucidn se prepara a una concentracidn de 2.0 M en

agua bidestilada y es estable por varios meses.

Reactivo de Erlich.

10 mililitros de esta solucidn contienen 0.5 g de
p-Dimetilaminobenzaldehfdo, 9.0 ml de etanol absoluto y 1.0 ml
de 4&cido clorhfdrico concentrado. Esta solucién debe ser

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

Solucidn de hidréxido de sodio-metanol

Se mezclan volGmenes fguales de una solucidn 0,1 N de
hidrdéxido de sodio y de metanol absoluto. La mezcla es estable

por una semana a 4 C.

Reactivo de Bradford.

A 800 ml de agua bldestilada se les amaden 100 mg de Azul de
coomassie 6-250 disueltos en 50 ml de etanol al 95%, esta
solucidn se agrega lentamente a 100 ml de &cido fosfdrico

al 85% y se afora a un litro.
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