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TNTRODUCCTON

Uno de los temas mas fasclnantes en la investigacidn
aétual en el campo de la Biologla del Desarrollo, lo constituye el
egtudio de los factores que condicionan la morfogénesis de los
sistemas bioldgicos, dentro de los cuales, las matrices
extracelulares tienen un papel preponderante . Este papel se debe
a que durante la diferenciacién de un tejido, la formacisén de un
érgano ¢ el desarrollo de un organismo en un tiempo y espacio
definidos, durante el ciclo de vida de un individuo, 1la expresién
del genoma celular se ve modulada por 1las condiciones del

microambiente extracelular.

No hace muchos atos se consideraba que este
microambiente extracelular, que constituye cerca del 50% de los
organismos vertebrados adultos, era una entidad estatica, y se
crela que las moléculas ahl presentes servian Unicamente como el
cemento intercelular ﬁue proporcionaba soporte a las células.
Este concepto se ha modificado sustancialmente y hoy en dila
contamos con suficlentes evidencias, producto de los estudios
realizados por diversos investigadores en los campos de la

Biologila Celular, la Embriologia, 1la Bioquimica y la Patologila
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Experimental, que muestran que las matrices extracelulares, ademas
de soporte, son un compartimento'dinamico en constante y reciproca

interaccion con las celulase>,

Las macromoléculas que constituyen las matrices
extracelulares presentan la capacidad de asoclarse entre si,
formando grandes agregados macromoleculares caracterizandose por
ser polimeros idnicos lineales, tales como: glicosaminoglicanos,

proteoglicanos, glicoproteinas y proteinase”,

Una clase de glicoproteinas que se encuentran en
todas las matrices extracelulares de animales multicelulares, 1lo
constituyen las colagenas®.El contenido y el tipo de colagena
cambia apreciablemente durante el crecimiento, desarrollo vy
morfogénesis, asi como también en ciertos procesos patolégicos.
En los mamiferos adultos, las colagenas constituyen el 30% de las
protelnas totales, estad considerada como la proteina mas
abundante, siendo el constituyente mayor de algunos tejidos como
los huesos, los tendones y la cérnea, quienes presentan mas del
70% del peso seco, en cambio, otros tejidos como el higado

contienen solo un 5% de colagena en condiciones normales?®,

Las colagenas son una familia de proteinas
fibrilares catioénicas codificadas por diversos genes®, que poseen

en comtn las siguientes caracteristicas moleculares:



La cadena polipeptidica contiene cerca de un 30% de
glicina, distribuida cada tercer residuc en grandes =zonas
centrales. Tiene ademads 20% de prolina e hidroxiprolina y un 15%
de alanina, lo cual es poco usual en otras protelnas. Normalmente
la presencia de prolina interrumpe la formacién de la alfa heélice
en una cadena polipeptidica, pero en le colagena, debido a su alto
contenido y a la secuencia con que se presenta (glicina - prolina
- y) o (glicina - x - hidroxiprolina) segin sea el caso, pernmite
que la molécula 1llegue a configurarse en una hélice con
caracteristicas muy propias: su giro es hacia la izquierda, carece
de puentes de hidrégeno y tiene sdlo tres residuos de aminoacidos

por vuelta®3:4sS,

Geometricamente 1la unidad estructural de la
coldgena, se puede considerar como un cilindro de 300 nm de
longitud y 1.4 nm de diametro, con un peso molecular de 300 000
d”e, Adeads la composicién particular de aminodcidos de la
colagena también determina que se establezca la asociacién de tres
cadenas polipeptidicas (constituidas aproximadamente por 1050
residuos de a=minodcidos) formando una triple hélice (Fig. No. 1),
estabilizada por puentes de hidrégeno entre hidroxiprolina vy
glicina de cadenas adyacentes, asi como entre aminodcidos polares
y moléculas de agua que rodean a la microfibra. Los residuos de
aminoadcidos de los extremos amino y carboxilo terminal de la
cadena polipeptidica {(procolagena)- llamados péptidos de
extensién- nc forman parte de 1la triple hélice, pero intervienen
en su formacidn, por los enlaces covalentes (-5-S-) que establecen

con aminoAcidos de otra procolagena (Fig. No. 1).
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Fig. 1 Representacibn esquendtica de una moléeula de coldgena.
EL gaupo hidroxilo de fa hidnoxiprolina penmite el establecimiento de puentes de
hidnbgeno entre Las cadenas que forman La triple hélice (dando rfgidez y estabi-
Lidad). Pon otna pante el hidroxilo de La Lisina cstablece uniones covalentes -!
con carbohidnatos y €stos a su vez penmiten La unibn entre distintas moléeulas
pra forman una gibra.



Los estudios moleculares de la colagena, revelan que
los genes de las cadenas de esta proteilna son de los mas complejos
que se conocen, con cerca de 50 exones separados, el gene es diez

veces mayor que el RNA, funcional=,

El trimero (procoléagena) ~ se sintetiza
intracelularmente y es secretado al medio extracelular. La
molécula de procoldgena puede ser atacada por proteasas
especificas , que le cortan 1los péptidos de extensién formando
posteriormente, agregados macromoleculares mas complejos en el
medio extracelular como fibras, colagena tipo I, II y III, mallas,
colagena tipoc IV o microfibrillas, colagena tipo V, VI vy

VII®-47-99 (tabla No.1).

El tipo de agregado macromolecularik¢sm§lej$¥éﬁe;ée
formard va a depender, entre otras cosas, del_fipo;;dé: cadena
polipeptidica que integre la triple heélice. - EstaS‘éédénaé pueden
ser similares pero no ideénticas en su estructura primaria, ya que
son producto de transcripcién de diferentes genes4?, Asl por
ejemplo se han podido identificar varios tipos de polipéptidos:«1

(I, II, TIII, IV, V),x2 (I, IV, V) ,x3 (V),x4 {(V), que difieren en:

a) Composicidn de aminoécidos.

b) Secuencia de aminoacidos.

c) Contenido de segmentos no helicoidales también llamados
dominios no colagénicos.

d) Modificaciones postraduccionales:

* perdida de fragmento aminopropéptido de la procolagena.



D,x,

vy,

Agregados MICROFI--
BRILARES dc alto P,
M. (dimero, tetrame-
ro,filamento) ecsta-
bilizado por puentes
disulfuro.

Sola o en forma de
dimero MICROFIBRILAR
hélices pegquefias.

tersticial.

vasos sanguineos, Gtero,
placenta, ligamentos, piel,
pulmdn,

Fibras de anclaje de mem-
branas ba=zales.
Células endoteliales.

Tipo Formula Agregados _ Localizacién Contenido de Gliébsiaminbgli}
Coldgena Molecular Macromolcculares hidroxilisina cagggciados
Ultraestructura y carbohidratos
I [«1(1) ] =2(I) Se asocia en haces intersticial,piel, tendén, bajo dermatdn
i ) 2‘, : paralelos, constitu huesos, crnea, ligamentos, sulfato
yendo FIBRAS estria vasos sanguineos,misculo
: das de diferentes liso, 9% de la coldgena
B didmetros. total del organismo.
II [ﬂl(I)]3 Forma una red de FI intersticial, cartilago, alto condroitin
: BRAS finas estria- humor vitreo, notocorda. sulfato
R : das o no.
III E{l(III)]3 Pequeilas FIBRAS asp intersticial, piel,aorta, bajo, pero de heparin
S ciadas a coldgena - higado,pulmén, asociada a hidroxiproli- sulfato
N . tipo I. fibras reticulares. na alto.
IV - [=1(IV) ] g2 (V) MALLA Membranas basales,glomé-
BT AR rulo de rifién, cipsula - muy alto
Pl del cristalino.
Vv o [x1 (V)] %2l (V) ? Pericelular,placenta,piel,
L a2 (V) e % R desconocido estroma pericelular, in- alto

x gi(Ix),ﬂz(IX; Especie mesior de - cartilago
e S(IX) cartilago.

X '—=~E&l(x)J3 . Especic menor de. - cartilago
O car;ilago. . —
XI . 1%2%3 Especie menor de -~ Cartilago -
qartilago.
TABLA No. 1

Caracteristicas de

los tipos conocidos de coligena,
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* pérdida del péptido de extensién carboxilo terminal.

* Grado de hidroxilacidén. El contenido de hidroxilisina es

mayor en la cadena <. (IV) que en«x, (II) ¢ 2 (I}‘< (I’y

III).

* Grado de glicosilacién. La colagena tipo IV eéfﬁé
en glucosa y galactosa. T

e) Contenido de enlaces covalentes g iﬁtef¥

moleculares.

En condiciones normales, el recambio de colégena es
sumamenterlento; y dependiendo de los estados fisioldgicos, su
vida media es larga, variando de 60 a 300 dias, aunque existen
algunos tejidos, como en el dtero postparto que puede llegar a ser
de 24 h®®, Se ha observado que existe un equilibrio entre 1la
sintesis y la degradacidén de esta molécula; y que esta dindmica
estd asociada con la proporcidn celula-coldgena, que es constante
para cada tejido. En ciertos estados patoldgicos se ha visto que
hay una alteracién de esta proporcidn. Existen diferentes
factores que determinan y regulan las variaciones cuantitativas de
.la colagena. A nivel de depésito, estos factores dependen de cada
elemento que interviene en la biosintesis de esta proteina. En lo
que respecta a su degradacién, la colsgena en estado nativo no es
susceptible a enzimas rroteoliticas inespecificas, salvo la
elastasa de leucocitos polimorfonucleares®® gque tiene accién
sobre la colagena tipo III y la Catepsina G que actia a pH
acido, degradando a la molécula en sus regiones -no-
helicoidales. También se ha observado que la coldgena tipo III
es suscepible a ser atacada por otras proteasas tales como

la tripsina. Sin embargo la molécula de colagena puede ser



degradada por un grupo especifico de enzimas: LAS _COLAGENASAS.

Diferentes tipos de colagenasas se han identificado.
En base a sus propiedades fisicas y por 1la especificidad del
sustrato en diferentes tipos de colagena. Existen reportes de
colagenasas que degradan coldgenas intersticiales, tipo I, II vy
111, pero que no pueden degradar colagenas tipo IV y V®+ las

cuales aparentemente son degradadas por otras proteasas.

A través del estudib'de las colagenasas animales, se
ha observado que comparten caraCtefisticas comunes independientes

de sus diferentes origenes:

1. Estas enzimas no se almacenan sino que se liberan de novo,
solo existen dos casos de almacenamiento: en leucocitos

polimorfonucleares” y en placenta®t,

2 Muestran mayor especificidad pof el sustrato en  estado

nativo y poca afinidad pot‘elfédgﬁfé?éf desnaturalizado

yque es la gelatina#®=.

3. La enzima corta a la molécula nativa de colagena en un
locus especifico, dando lugar a dos fragmentos que
corresponden a tres cuartas partes de la molécula (amino
terminal),que se denomina TC®,s y el otro fragmento, que
es carboxiterminal, vendria siendo la cuarta parte

restante y se llama TCP2n2%-®° (Fig., No. 2).



~Modelo de la acciédn es“eéificé
de la colagenasa animal sobre S
la molécula netiva de coldgena, - :

Colagenase ﬁ
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@"Q\O)Io;%‘m: NH
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Desnatur%lizacién
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~CO0H 35 C
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Son metaloenzimas que actuan a un pH neutro.

Se ha reportado que las colagenasas pueden contener iinc
en el sitio cataliticoss, Requieren calcio para su
actividad, siendo sensibles a inhibidores como el EDTA, la
cistelna, la ortofenantrolina y otros compuestos
‘quelantes?@=.99, En el suero sanguineo existen también
proteinas inhibidoras de la colagenasa como la o=
macroglobulina, que 1inhibe a la mayor parte de las
proteasas, lafga y la gtromboglobulina®e-=®, Existen
también otro tipo de inhibidores denominados "inhibidores
de metaloproteasas de tejidos" (TIMP), que son
glicoprotelnas de alrededor de 30000 d. ¥ que se unen
estequiométricamente a 1la colAgenasa activa asl como a
otras proteasas del tejido conjuntivo. Estos inhibidores
se han encontrado en hueso de conejo, liquido sinovial y

amniotico®™!, piel humana’* y otros tejidos.

El peso molecular de las colagenasas oscila generalmente
de 25000 a 60000 daltones=®+4-2¢  junque existen reportes de
colagenasas c¢on peso molecular de 16500 d, el cual
corresponde a la enzima de rinon de rata?®; 21000 d, para
la del humor acuoso humano®2; 137000 d, para la de hueso
de cobayo®; y de 158000 d, para la de cérnea de

conejo=°,

No todas 1las colagenasas intersticiales son iguales, un
caso demostrativo es: la colagenasa provinente de
granulocito humano, que puede degradar colagenas

intersticiales, difiriéndo de otras con igual capacidad en
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cuanto a: afinidad por el sustrato*!, en peso molecular®=

e inmunologicamente®®, 1lo cual indica que tambieén existen

diferencias entre colagenasas del mismo grupo.
8. Estudios inmunolégicos sobre colagenasas reportan que:

-Las colagenasas obtenidas de diferentes fuentes de
tejidos del mismo individuo revelan identidad

inmunolégica.

. ~Las .colagenasas derivadas de diferentes individuos
de - la misma especie son tambieén idénticas

inmunoldégicamente.

~Hay algun grado de reaccién cruzada entre
colagenasas de especies muy relacionadas
filogenéticamente, por ejemplo: la identidad
interespecie entre las colagenasas de piel de rata

y ratons=z,

Gross y Lapiere en 19622+, reportaron el primer
método in vitro para demostrar 1la existencia de una colagenasa
especifica enddgena en tejidos animales (reabsorciédn de la cola
del renacuajo). Este trabajo hizo dos aportaciones: una
conceptual (primeros datos sobre la actuacidn de la enzima) y otra
metodolégica (cultivo de explantes de tejido sobre geles
reconstituidos de colagena). Actualmente, se han identificado
colagenasas de vertebrados en diferentes tejidos y tipos de

celulas=4-25.24.29.00, %0 (Tabla No. 2). Ademas , estudios



ESPECIES

Bovino:

Polld

Humano:

Lagartija
- acudticaii

Perro - -

Pescado ?

Rata

Raton

Renacuajo. .

COLAGENASAS ANIMALES

LUGAR DE ORIGEN
{(tejido, célula u organo)

Gingiva~©,
Hueso®=,
Hepatopancreasi®,
Synovia®=,

Piel (normal y herida)“2, hueso®®, granulo-
ma®e-41 pacrofagos+s,

Piel herida*Z, cornea=*®, synovia®®, hueso%=
utero, colon, cartilago, granuloma®®, tumo-
res®®, fibroblastos*®, macrofagos®?,

Piel (estado adulto y embrionaria), huesos+,
Piel (adulto y estado embrionario)*<, hue-
so'?, synovia (liquido vy celulas)>2, gingi-
va=e, riteén, cérnea®, estémago, articula-
ciones, tumores®, granulocitos®®, macréfagos
alveolares, fibroblastos®, nodulos=', leuco-
citos®®, oido medio?l.

Regeneracién de miembrost2,

Brote de dientese=,

Piloroe=,

Piel®+, wutero®®, hueso, cérnea, higado, ri-
non, granuloma®2, tumores, células de Kupf-
fer*®, eosindfilos,neutroéfilos.

Piel®®, hueso”®, utero, higado®2, macro&fagos.

Cola, piel®>,

Tabla No.2 .
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moleculares revelan secuencias especificas de algunas colagenasas,
por ejemplo: la secuencia de la colagenasa de fibroblastos de piel
hurana*®  se ha determinado también la secuencia completa del clon
DNA-, representando el tamatio total del RNA, de esta misma enzima.
Observandose la estructura primaria de 1la colagenasa y su

honrologia con diferentes oncogenes2?,

Regulacion:

El estado de agregacién del sustrato es un factor
regulador en la acciéon de la colagenasa®<4; la colagenolisis es
dependiente de la estructura de triple hélice y se ve disminuida
en fibras insolubles estabilizadas por enlaces intermoleculares.
Estudios in vitro han demostrado que 1la colagena llamada
polimérica insoluble, rica en enlaces intermoleculares, no es
susceptible al ataque por 1las colagenasas sin antes incubarse con

enzimas lisosomales o proteasas del tipo de la catepsina D=2,

A través del estudio molecular de las colagenasas,

se ha observado que existen diferentes niveles de regulacién:

a) Control de sintesis y subsecuente procesamiento
de formas precursoras.

b) Empaquetamiento y secreciédn de la proenzima.

c) Activacién de la procolagenasa.

d) Actividad en el medio extracelular.

e) Inhibicien de la forma activa de la enzima®+,
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Para abordar el primer nivel, en fendmenos

inflamatorios o de remodelacidn  extensa, ° se 7han reportado
diferentes factores que modifican la cantidad de colagenasa que se

sintetiza, tales como:

1. Hormonas, proteasas, prostaglandinas o linfocinas
Se ha observado que la elevacién de los niveles de progesterona
previene la expresién de la colagenasa en el Utero pre-parto de la
rata y el descenso del nivel de la hormona después del parto puede

ser la causa del comienzo de la degradacioéen de la colagena®-,

En estudios de traduccion de RNA., en sistemas libres
de células, se ha visto que las cadenas se sintetizan como pre-
proenzima que contienen secuencias seflal hidrofdébicas en el
extremo amino terminal. Esta secuencia facilita su paso hacia el
lumen del reticulo endoplasmatico rugoso, siendo hidrolizada

posteriormente por endopeptidasas intramembranales#-7S,

2. También se ha visto que el factor celular
mononuclear producido por macréfagos y monocitos, estimulan -a los
fibroblastos sinoviales o de cérnea para aumentar la produccidén de

colagenasa ==,

Las primeras formas precursoras de la colagenasa en
vertebrados fueron identificadas independientemente por Harper en
1871 en tejido de renacuajo®® y por Vaes en 1972 en medio de
cultivo de osteocitos de conejo?e, Para dar una explicacidén a la
latencia de la enzima que se reportaba en los diferentes tejidos,
se han propuesto dos mecanismos principales de activacién de la

enzima, basdndose en observaciones experimentales:



1) ACTIVACION DE UNA PROENZIMA: pudiéndose encontrar cualquieré'

de las siguientes situaciones:

a) Activacidén espontiAnea de la proenzima: Se basa en 1la
obgervacidn de que la enzima latente se activa
espontaneamente, sin que ocurra ningun cambio aparente en el

peso molecular de la enzima al activarse?6.6®.79

b) Activacién de la proenzima por protedlisis: En experimentos
"in wvitro'", se ha observado que el ataque proteolitico de
enzimas como la tripsina, activan a la enzima latente por la

pérdida de un péptido de bajo peso moleculare®-7o,

2 ACTIVACION POR DISOCIACION DE UN COMPLEJO ENZIMA-INHIBIDOR: Se
ha observado que la activacidn de enzimas latentes "in vitro" ,
puede llevarse a cabo por medio de agentes que interactuan con
grupos sulfhidrilo; o bien por protedlisis; observandose
cambios en el peso molecular de la enzima. Se han encontrado
por otra parte, inhibidores especificos de la colagenasa, que
al mezclarlos con colagenasas activas, establecen complejos que
presentan caracteristicas similares a las de las colagenasas

latentes; siendo estos complejos reversibles=e,

Dada 1la importancia del proceso de activacién como
factor de regulacién en la colagenolisis, muchos han sido los

sistemas de cultivo de células y explantes donde se han descrito
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activadores en diferentes medios de cultivo y se ha logrado
activar a la proenzima in vitro mediante distintos tratamientos.
En el modelo de reabsorciédn de la cola del renacuajo se reportd la
existencia de un sistema proteolitico formado por diversos
componentes capaz de convertir a la procolagenasa en su forma
activa®®, También se ha observado que la colagenasa latente puede
ser activada mediante una breve exposicidén a detergentes como el
SDS en concentraciones del 1 o 27, las cuales se consideran
disociativas. Es probable que en este caso 1o que este ocurriendo
sea la separacioen de un complejo enzima-~ inhibidor®:r, La
procolagenasa liberada por fibroblastos de piel humana puede
ativarse de manera espontdnea que depende del tiempo y 1la
temperatura y no manifiesta cambio en el peso molecular®®, Grant,
G. A. et 3122, reporta que la enzima de fibroblastos de piel
humana se sintetiza en forma de pre-proenzima con un peso
molecular de 500982 d con un péptido sefial de 19 aminocacidos de
longitud. Los productos de secrecidn primaria de la enzima
consisten en una forma glicosilada con un peso molecular de 57000
d y otro péptido que no sufre modificaciones con un peso molecular
de 51900. La activacioéon proteclitica de la enzima resulta de la
remocidén de 81 residuos de aminoacidos de 1la porcidn amino
terminal de 1la enzima. Estudios realizados sugieren que la
tripsina u organomercuriales pueden ser los responsables de
activar a la procolagenasa, iniciando una reaccidn
autoproteolitica intramolecular de la cual resulte la formacidén de
la enzima activa. Otros reportes indican que, en medios de
cultivo de sinovio de bovino existe un factor con actividad de
interleucina 1 capaz de activar condrocitos para que sinteticen
una proteasa involucrada en la activacion de procolagenasa (CAP).

Esta protelna es 4cida, aparece como una doble banda de peso
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molecular entre 56000 y 57000 d en electroforesis en SDS. La

colagenasa es dependiente de la presencia de esta protelna para su
activacién; sin el activador no puede ser activada por tripsina o

por APMA7«,

Colagenasa del Granuloma de Carragenina en Cobayo.

La Carragenina es un polisacdrido sulfatado de alto
peso molecular, obtenido de diferentes algas marinas, tales como:
Chondrus chispus, Gigartina millosa y otras®®. Comercialmente se

utiliza como egtabilizador y gelificante de algunos alimentos. Se

compone de dos diferentes polimeros conocidos como kapa ( ) vy
lambda ( ). Al inyectarla subcutdneamente en el abdomen del
cobayo Cavia porcellus (fig. 3) produce una reaccidn bifasica,

que consiste en inflamacidn aguda y depdsito de tejido conjuntivo
en la etapa temprana y una posterior degradacidn gque involucra aun
al tejido circundante, este modelo experimental es:__ El grapuloma

de carragenina, 4til en nuestrc estudio sobre metabolismo de 1la

colagena por ser un modelo sencillo y reproducibless

Este modelo ha permitido estudiar la regulacitn del
metabolismo de colagena tanto en lo que se refiere a su
biosintesis como a la degradacidn. En el estudioc del metabolismo
de coladgena, se ha dado un mayor énfasis en el laboratorio, a 1la
regulacién de la degradacién de esta molécula, ya que su
biosintesis es mejor conocida y ha sido ampliamente estudiada. La
degradacién de colagena durante la remodelacién de tejido

conjuntivo es iniciada por una enzima especilfica 1llamada
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colagenasa. Esta proteasa neutra extracelular se aisld y
caracterizo en el granuloma de carragenina®®, Se preparé un
anticuerpo anticolagenass y por técnicas inmunoenzimdticas, se

demostrd que la colagenasa se encuentra presente en el granuloma
tanto en la etapa de acumulacidn de colagena como durante la
reabsorcion de la misma®®, asociada a las fibras de colagena en el
espacio  extracelular, esta observacioén confirmé hallazgos
anteriores en relacidn a este tipo de asociacidén colagena-
colagenasa®?, Al no enconzrar diferencias en cuanto a la presencia
de la enzima que permitieran explicar alguna de las posibles
causas de este fenbdmeno bifasico, se procedid a estudiar la
biosintesis y degradaci®dn de colagena enddgena en el granuloma, en
ambas etapas de evoluci®n. Los resultados de este estudio
mostraron que en la fase inicial del granuloma la biosintesis de
colagena es mayor que durente la reabsorcidn y que aproximadamente
la mitad de la actividad colagenclitica se encuentra en estado
latente en la etapa de depésito mientras que toda 1la enzima estad
activa durante la reabsorcisni?, La busqueda de 1las ceélulas
responsables de la sinteis de la enzima llevd al establecimiento
de cultivos de fibroblastos del granuloma y a la estimulacién de
macrafagos peritoneales con carragenina, en este Ultimo sistema se
demostrd la 1liberacidén al medio de cultivo de colagenasa y
gelatinasa“?e,

El hecho <e que en la etapa de depdsito hubiera
enzima latente 'y en reabscrcién solo se presenﬁara la forma
activa, hizo sospechar la presencia de un mecanismo responsable de

la activacidn,
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OB JTET TV

Existen reportes contrédictbribsffeﬁ v,haﬁto'féi.'péso
molecular de las colagenasas de cobayo; ehffé I;éﬁqQé sé ;itan:yla
colagenasa de piel con un peso moleéula; de 1300007d y 40000 d== vy
la colagenasa de hueso de 137000 d vy 29000 d*°, El objetivo de
este eastudio es: caracterizar adecuadamente a la colagenasa del
granuloma de carragenina en el cobayo y obtener un buen nivel de

purificacién, para la cbtencidn de un anticuerpo.

Si  tomamos en cuenta datos que en nuestro laboratorio

sugieren;ademés de la existencia de la enzima., la presencia -de 'un

activédéf;"“el bbjeto de esta tesis también es:. separar el

activador de ‘la enzima del granuloma.

fAdemAS de utilizar las técnicas usuales de purificacidén
(comé son: centrifugacién diferencial, cromatografia de
intercambisc idnico, de afinidad, filtracidn molecular, entre
otras)®®, se explorard la posibilidad de usar colagena polimérica

insoluble como soporte para cromatografla de afinidad.
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. METODOLOGIA

OBTENCION DE LA ENZIMA

1. Obtencién de Granulomas de Carragenina:

Cuatro cobayos de ambos sexos..coh pé$o de 400 a 500

g. se iny¢C§ardhfféubbu aneamente en la regién abdominal con 5 -ml

de una solucién de ins (Vis 4,02, ‘lot.. No. 201508

evolucionar siete dias para la etapa de’

para 15 :ét$?auaé reabsorcién. Dos aﬁiﬁales de; cad; ’gfgﬁa{'se
anestesiar§ﬁ ,‘ligeramente con eéter y se' sacfificaron‘ - por
exsanéuinaéion cardiaca®=>, Se rasurd la ,piel del abdomen-y - se
extrajo el granuloma; separandose cuidadosamente el ;ejido

adiposo. Posteriormente,se cortaron fragmentos de aproximadamente

2 mm.



2. Cultivo de explantes:

'iExplanfés _de  granuloma tanto de depésito como de

reabsorcion fueron ;qlﬁiQédos por el método desarrollado por
Gross,J.J. ' y 'Lapieré.'<C"M 24. que consiste en conservar vivos
fragmentos de teJido durante siete dias, en un medio de cpltivo

ausente de suero El cultivo de explantes, se llevd a cabo en

condiciones estérlles. utilizando cajas de petri de v1drio de S cm

de dlametro con 5 "l de medio Eagle modificado por Dulbecco (Glbco

lab. cat.” fNof: 430 2100, Chagrin Falls Ohio) mas antlbiotlcos

(penicilina sbdicanOG u/ml.; estreptomicina 100 ug /ml y

Fungizone (Anfotericina B) 50 ug/ml). Los cultivos se mantUV1eron

durante siete dias'a 37 °C en. una atmésfera de 5% de’ coz e

aire. El medio de: cultlvo se colecto cada 24 h. y; se sustltuyo
por medio fresco. Una vez uolectado, se centr‘fugé Y aJusto pH ¥
concentracion de Ca- i uOﬁ Trls HCl1 1 M. y CaCla 1 M para~llévér a

una concentrac1¢n flnal de 0. 05 M. y 0.01 M. respectivamente.
3. Conéedtrécibn del Medio:

El medio colectado se precipitd con sulfato de
amoniokfal 60% de saturacion a una temperatura de 4°C, se
centrifugéd a 8000 rpm durante 20 minutos a la misma temperatura.
El precipifado obtenido fue resuspendido en amortiguador Tris HC1
0.05 M (pH=7.4}), CaCl: 0.01 M, y se dializd exhaustivamente contra

el mismo buffer.



- PURIFICACION DE LA ENZIMA

' Granuloma
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

,

El médio concentrado se pasd por una columna de DEAE
Celulosa , de 2 c¢m de’diametro por 10 cm de altura y se equilibro
con amortiguador Tris HC1l 0.05 M (pH=7.4), CaCl> 0.01 M. 30 ml de
la fraccidén totzl tanto de depdsito como de reabsorcién se corrid
a un flujo constante de 30 ml/h colectando fracciones de 7 ml. La
columna se lavd con el mismo amortiguador hasta que la absorbancia
de las fracciones leidas a 230 nm fuera cero. Posteriormente se
aplicd NaCl 0.25 M en 400 ml del amortiguador inicial para eluir
la proteina unida a la resina.

Se determindé 1la actividad colagenolitica de las
fracciones eluidas con Tris HCl 0.05M (pH=7.4), CaClz 0.01 M ; vy

de las fraccicnes. eluidas con NaCl (muestras: depdsito y

reabsorcién) .

ai fr cion’ cop[*actividad colagencllitica se

concentré’ éﬂ~fun§ béléévdé di&iisis con azucar glass y se pasd a
traves dev‘ﬁﬁaﬁgdiﬁ$ﬁa dé'Filtfacién Molecular (Ultrogel AcA-44)de
2 x 95 ¢m, equilibréda con amortiguador Tris HCl 0.05 M (pH=7.4),
CaClz 0.01 ﬁ, a fun‘flujo de 60 ml/h. Se colectaron fracciones de
2.9 ml en un colector marca Gilson, midieéndose la densidad optica
de cada fraccioén a 230 nm hasta que disminuyd a cero. Se

determiné actividad colagenolitica del eluido.
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CROMATOGRAFIA" DE ‘AFINIDAD.

“‘f~}ﬂés muestras con actividad coiagenoliticé eluidas de
ultrogel ACa ¢5Q4, se dividieron en dos fracciones. Una de‘éllas
se traté por cromatografia de afinidad con Zinc-Sepharosa y la

otra por adsorcié¢n a colagena polimerica insoluble.
1.Columna de Zinc (Chelating Sepharosa 6B —Pharmacian,

.- Se,us¢.una columna de ).4 cm de diadmetro y 3 cm de

““ipavez empacada se prepard con EDTA 0.25 M

estilada y una sclucién de Zn 5 mg/ml en acido

‘M y se aplicd un flujo constante de 60 ml/h.

fraccidn.que no se pegéd a la columna , sef;iévo

el Zinc,




26
2.Colagena polimerica insoluble.

La coldgena polimérica fue obtenida de tendén de
vaca de acuerdo al metodo de Steven, F. S.°% el cﬁal es .resumido
en la fig. 5. Se colocd en Tris-HCl 0.05 M (pH=7. 4), Caclz 0.01M,

durante 24 h, para después ser centrifugada a 2500 : fbmﬁ~, {al

sobrenadante obtenido se 1e determlno proteina de

teécnica de Grovesz?

’la colagena pollmerl

buffPr ver:'

.conactivid

La:fraccion.

CaClz 0.01 M. sin muestra (Fig 6) pués de 24 h se:

el mismo buffer y se aplicé NaCiKO“lsf M se incubo d hrlgual'
manera y por el mismo tiempo. "“De - los sobrenadantes obtenidos. se
determind proteina de acuerdo a la tecnlca de Groves y se 'cgrrlo

electroforesis.
Polimerizacién con glutaraldehido.

La colagena pclimérica se tratd con glutaraldehido
de acuerdo a la teécnica de Ternynck, T. y ~Avrameas, S.,197672,
Se probaron diferentes amortiguadores, que combinados con el
glutaraldehido al 2%, fueron el medio en el cual se incubd 1la
colagena por un lapso de 3 h. a temperatura ambiente.

Distribucién de las muestras:



OBTENCION DE COLAGENA POLIMERICA
TENDON
1 Limpiar de tejido adiposo y musculo.
2 Cortar en pequefios fragmentos.
(1 mm x 0.5 mm)
3 '+ Colocar en acetona.
+ < ™
47 0 d Agitar la muestra, constantemente.
¥ B ey
- + Equilibrar con 4% (w/v) de EDTA a 20 C, pH 7.5 .=
: + e
6 + Lavar con agua destilada.
+ .
7 + Homogenizar con &cido acético 0.2.M..7 :
+ CEnELE
8 + Agitarlo durante 24 horas. &--==--=-
+ T
.
R T Gt ST : S ke
9 + Centrifugar a 2500 rpm durante 20 minutos
ES
E O
Sobrenadante
(Colagena dispersada)
i +
+
+
10 + Sobrenadantes obtenidos (unirles).
. + .
11 + Agregar gota a gota NaOH 1M a pH: 7
+
+
+
X ) J
Fibrillas de coldgena.
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SOBRENADANTE II:
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1. Col. polimérica en PBS (buffer‘ salino de“.fésfatos,

pH=7.4) + glutaraldehido al 2%.

2. Coladgena polimeérica en amortigda&éflvdéifécéféf§s;f(bﬂ=5)

+ glutaraldehido al 2%.

3. Control: coldgena polimérica unicamente en presencia del

amortiguador,

Terninada la incuﬁaCibn, é  ¢éd$ una de las muestras
se les aplicd eténqlamiha 1M 5(ék=7.£);‘,se lg?aron 'coh el
amortiguadof'»’QUe'"laé Confenia>rsin glutaraldehido ?y _ fueron
centrifugadas‘a 2600 rpm. Finalmente se determind concentra;i¢n de

proteina en cada una de estas.

- fLa_colagena polimérica se colocd en "batch” con EDTA

4), teniendo también un control incubade en Tris-HCl
bH;?.A). CaCl= 0.01 M. Se determind concentracién de-

proteihﬁ;

CROMATOGRAFIA DE FILTRACION MOLECULAR. H P. L~ C' (Cromatografia

liquida de alta presién).

La muestra con actividéd colagenollitica eluida de la
columna de Zinc, se pasd por una columna de filtracién en gel,
cuya matriz es de silice (Glas Pac Column TSK G 3000 SW 8x300 mm),
donde se colocaron 200 ul de muestra para separarse, cclectandose
fracciones de 1 ml a un flujo constante de 0.5 ml/min., a las que

se les determind proteina y corrié electroforesis.
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PRUEBA DE. ACTIVIDAD COLAGENOLITICA.

Se han réportédo‘ diféfeﬁ&esatééﬁiéaé‘béra5dehosfrar
actividad, y en este caso la actividad de 1la colagenasa se
determine de acuerdo al metodo de Terato vy Nagai, 197672,
Usando como sustrato radiactivo ®H colAgena con una actividad
especifica de 109 044 cpm/mg de colagena. El método consistid en

incubar colagena H® soluble con la enzima a una temperatura de

33=C, durante 12 h., al término de 1la incubaciédn, la
reaccién se detuvo con ortofenantrolina, los productos de
“=2gradaciéon enzimadtica se separaron precipitando con
dioxano:metanol (4:1), en virtud de que 1la colagena nativa

precipita, mientras que la colagena degradada permanece soluble.
Se centrifugd y se determiné radiactividad al sobrenadante en un
zontador de centelles 1liquido Minaxi B Tri-cardb (United
Technologies Packard). Los resultados se expresan como el % que
representan los péptidos solubles en dioxano-metanol con respecto
a la radiactividad total incubada, restando a cada preparacién su

:onfrol inhibido.

Activacidén de las preparaciones.- La presencia de

actividad colagenolitica latente se reveld mediante proteolisis

limitada con tripsina o tratamiento con compuestos
organomercuriales., Para la activacién con tripsina se incubaron
100 ul, de medio concentrado con diferentes concentraciones de

tripsina (0.5, 1.5 y 3 wug/ml) disuelta en el amortiguador de

reaccién,  a temperatura amblente, durante diez minutos;



posteriormente se agregé inhibidor de t;ipsina del frijol de %%ya
(SBTI) cinco veces mas concentrado‘que la enzima y se procedié a
determinar la actividad colagenoiiltica de la muestra activada. La
relacién de concentracién.fue variable, el rango estuvo entre
1:100 y 1:75.

kLos resultados se expresan de la siguiente forma:

X de activiozo. - ' cpm( experimentales - blanco) x 100

:mé#MMtué{ . cpm de la gelatihé }£bfé1es)i"

ELECTROFORESIS SDS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

El grado de pureza obtenido después de cada uno de
los pasos mencionados se siguib por electroforesis. La Técnica se
realizo de acuerdo a Laemmli,l1970%* en geles de poliacrilamida al
10% con SDS. Las preparaciones se diluyeron con el amortiguador de
la ‘muestra. ajustando la concentracién de proteina entre 5y 60
ug. Todas las muestras fueron corridas con meréaptoetanol

De manera simultdnea se corrieron patronzs de peso
molecular (gue incluyeron albimina serica bovina, ovoalbumina,
pepsindgeno, tripsinségeno, beta lactoglobulina vy lisdzima) y
patrones de albamina y ovoalbumina.

Al final de la corrida los geles se tifieron con
colorante azul de Coomasie R durante una hora y se destifferon en

una soluclén de Acido acético-metanol.



““en los patrones electr

GELES DE GELATINA Y CASEINA. 32

Se prepararon segun Laemmli=+, pero: adicionando 1

ng/ml de gelatina o de caseina segun el gel que se tratara _“mas

2.5 veces la cantidad usual de persulfato de amonio par 'el gel de

caseina, de acuerdo a Chin, J. R. et al, 1985u Laé' muestras

antes de correrse no se hirvieron, ademas de colocar el SDs al 30%

Tincién con plata.

Ademas‘de 1ai'tinc10n con azul de Coomasie, algunos

geles se tineron con nltrato de plata de acuerdo a la técnica de

Heukeshoven, 19853’ obtener una mayor definicién de bandas

Actividad”Géiéﬁid.li_ :

éara probar" si la muestra con actividad
colagenolitica, . presentaba también actividad gelatinolitica.,‘ se
incube 1la muestra enzimatica con gelatina durante 3 h.  a  337°C.
deteniendose la reaccién con TCA al 100R. Se centrifugoﬂywmgdnt¢ 

el sobrenadante.
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RESUL TADOS .

1. Presencia de actividad colagenolitica durante el desarrollo del
granuloma (fase depdsito y reabsorcidn), obtenida en los medios

de cultivo.

Mediante él cultivo de explantes de  tejido

conectivo del gfahﬁlomé} se obtuvieron los siguientes datos:

. l.Tanto en ‘la fase de depdsito como en la de
reabsorcidn, los’explantes liberaron colagenasa al medio.

2. En la fase de deposito, 1la actividad aumenta
si se preincuba con tripsina, verificando que en esta etapa del
granuloma, parte de la enzima se encuentra latente (fig. 7).

v 3. En la fase de reabsorcidn, 'la tripsina no
mostré ningun efecto sobre las muestras de esta etapa del
granuloma. Lo cual confirma el estado activo de la enzima durante

esta fase (fig.8).

2. Localizaciétn de 1la fraccién enzimatica en las preparaciones

totales de dep¢sito y reabsorcién del granuloma de carragenina.

Al pasar la muestra por DEAE Celulosa la actividad
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Fig. 7: Presencia de Actividad Colagenolitica durante la etapa
de depbsito, chtenida en los medios de aultiva.
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Fig. 8: Presencia de Actividad Colagenolitica durante la etapa de
reabsorcidn, obtenida en los medios de ailtivo.
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colagenolitica tanto de la fase de depésito como de reabsorcien

quedd unida a 1la resina, y se eluydé con NaCl, mientras que la
fraccion eluida con Tris-HCl 0.05 M (pH=7.4), CaClxz 0.01 M
prActicamente no presentd actividad colagenolitica en alguna de

las dos fases (figs.9 y 10).

La figura 11, muestra los resultados de actividad
colagenolitica especifica obtenidos [los cuales se expresan como:
ug de colagena degradada en 12 h/ug de proteina incubadalen las
distintas fracciones, ya sea antes ¢ después de pasar las
muestras por la columna de DEAE celulosa. Los resultados indican
que los valores mds altos de actividad se encuentran en las
fracciones de ambas fases que se pegaron a 1la resina y que se

eluyeron con NaCl.

3. Cromatografia de filtracién molecular en Ultrogel Aca-44.

Las fracciones con actividad colagenolitica quei se
eluyeron con NaCl en la columna de DEAE-Celulosa, provenientes
tanto de la etapa de depésito. como de reabsorcidn, se pasaron por
una columna de filtracidn molecular de ultrogel Aca-44. El perfil
cromatografico de la muestra de depdésito (la cual en adelante se
llamara MD) se observa en la fig.12, asl como la muestra de
reabsorcidn (que en adelante se llamard MR) es mostrada en la fig.

13.

De acuerdo a 1los:-"plcos” .obtenidos al leef,lsu

absorbancia a 230 nm de cada uno de los tubos , estos se juntaron,
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ca obtenida.
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vidad colagenolftica correspondiente.
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determinAndoseles concentracién de proteina y se les probd
su actividad colagenolitica. Los resultados se =muestran en

los histogramas de las figuras 12 y 13.

Los porcentajes de actividad colagenolitica
especifica, muestran que es en la fracci¢n correspondiente a los
tubos 43-48, de MD, donde se observa mayor actividad de la enzinma,
con 60.9% de actividad colagenolitica especifica y S6.8% para la
fraccion MR, correspondiente a los tubos 39-50. Ambas fracciones
fueron separadas, eligiéndose como las fra:zciones que contenian a

la enzima, con la que se continuaria la purificacién.

4.Cromatografia de Afinidad (Sepharosa Quelante).

Las ’fracciones con actividacd colagenolitica eluidas
de Ultrogel Aca-44, tanto de MD (tubos 43-:3), como de MR (tubos
39-50), se,{basaron por la columna de sSepharosa <Chelada 6B
(Zinc24).‘ Léi}fééQiOn que se adhiere a lz resina, <fue separada
con imidazole. Debido a que no puede sszuirse la Ilectura de
elucién de protelna a 230 nm, ya que el inidazole absorbe a esta
misma longitud de onda. Se decidid separar fracciones de 3 ml cada
una, las cuales se dializaron exhaustivaments contra Tris-HCl 0.05
M (pH=7.4), CaClz 0.01 M, para eliminar el inidazole. Se determind
posteriormente concentracién de prot=ina \Y actividad
colagenollitica. Los resultados aparecen en 1as figs. 14 y 15. Hay
que hacer notar que también se le determind actividad

colagenolitica a 1la fracclén que no se pegd a la columna y su
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resultade fue de 3% de actividad, lo cual observando 4%05
resultados obtenidos (fig. 14 vy 15), demuestra que la enzima se
quedd adherida a la columna, afirmando su comportamiento de
metaloenzima. Las fracclones con mayor actividad colagenclitica
especifica: 76.3% para MD y 71.8% para MR, se corrieron en geles
de poliacrilamida al 10 % con SDS. Los resultados revelaron que la
fraccidén MD y MR (fig.19) presentaban tres bandas con igual peso
molecular, por lo que ambas fracciones desde ese nmomento se
unieron, para trabajarse en adelante como una sola muestra, a la

cual nos referiremos llamandola Fraccién Enzimatica.

La fig. 16 muestra los resultados de actividad
colagenolitica especifica obtenidos despugs de cada uno de los
pasos realizados en la purificacibn de ‘la enzima, hasta antes de

unirse la fraccién MD. y MR.

Prueba de purificacién de la fraccidn enzimdtica, utilizando

colagena polimerica insoluble, como cromatografia de afinidad.

I. Se pensd que una alternativa a la columna de Zinc- Sepharosa
podria ser la col&gena polimérica insoluble. Esta se incubé en
“batch" con una fraccién elulda de ultrogel con actividad
colagenolitica durante 24 h. mAs un control (colégena
polimerica en Tris-HCl 0.05 M (pH=7.4), Callz 0.01 M).

Posteriormente se centrifugaron y se lavaron con el mismo
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Fig. 16: Actividad colagenolitica especifica de cada una de las fracciones
obtenidas déspués de cada etapa, en la purificacitn de la colz;ge-
nas de cobayo.
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amortiguador ambas colagenas, hasta que s8u lectura fue cero,

Se incubaron posteriormente con NaCl 0.015 M. Se
centrifugaron, tomandose lectura de los sobrenadantes

obtenidos, los resultados fueron los siguientes:

a)Determinacién de la concentracién de protgina (ug/ml).

Muestra ~ Concentracién - " Fraccién Fraccién

"deyié ﬁUestral f‘eiuida , eluida

* incubada ‘con Tris  con'NaCl

Muestra con
actividad ’
enzimdtica 52.8‘ ’~¥‘45;3J 
eluida de ‘ |

ultrogel

b)Geles de |

Se 'éomaron alicuotas de cada una de las fracciones
obtenidas y se corrieron en electroforesis, en gel de
poliacrilamida al 10%2 con SDS (fig 17). Se observa que la
coldgena polimérica esta liberando proteina al medio, es
decir la colagena polimérica "insoluble", se solubiliza en el
amortiguador (muestra control), y en la muestra en lugar de
disminuir el numero de bandas con la purificacién, se le
unieron proteinas provenientes de la colagena polimérica, ya

que las preparaciones incubadas con NaCl, presentan mas



Fig. 17: Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS
de eluidos de la incubacién de coldgena po-
limérica. '

Carriles 1 y 2 -Controles- '»'“".ﬁf‘}
1. Tris-HC1 0.05M,CaCl, 0.01M, NaCl 0.1

(pH=7.4) Sy
2. Tris-HC1 0.05M, CaCl, 0.01M (pH=7.4) -

Carriles 3, 4 ¥y 5 -Experimenta]és-f E e L

3. Muestra con Tris-HC1 0.05M, CaCl, 0.0iM'i
NaCl 0.15M (pH=7.4) R

4, Muestra con Tris-HC1 0.05M, Caclz 0.0IM’
(pH=7.4)

5. Muestra original (sin incubacidn).
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bandas que la preparacién original (carril No. 3).

II. Al observar que la colégena polimérica, estaba solubilizandose

en el medio que se colocaba Se'jcqldco en PBS mas

glutalraldehido al 2%, para  aumentar los enlaces
intermoleculares de la colageha, sin embargo continuo
liberando protelina, se adiciond posteriormente EDTA

suponiendo que en la colAgena polimérica se tuviera
enzima responsable de la solubilizacién de la colagena®?, y si
este fuera el caso, inhibir a la posible enzima. El resultado
fue negativo y la colagena polimérica después de ser
varias veces lavada con el amortiguador, seguia liberando

protelina.

5.Cromatografia de Filtracién Molecular: HPLC.

Con el objeto de continuar la purificacién e

identificar la banda o bandas de nuestra fraccidén enzimatica. Se

pas¢d uha alicuota de la muestra eluida de la columna de Zinc-

Sepharosa por una columna TSK G 3000 SW (LKB) en un sistema
de HPLC (filtracién molecular), recogiéndose fracciones de
1 ml, obteniéndose su absorbancia a 230 nm de longitud, y

probandoseles actividad colagenolitica, tal como se muestra en la
fig. 18.

Al observar que en algunos tubos se presentaba casi
el mismo porcentaje de degradacién, y que los valores a partir
del tubo No. 8 revelaban mayor actividad, se juntaron los tubos en
dos "picos™: del tubo 1 al 7, y del 8 en adelante. Estos "picos”
fueron concentrados a un volimen total de 3 ml cada uno, con

azucar glass. Se dializaron y se les determiné actividad
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colagenolitica especifica,los resultados fueron los siguientes:

Fraccidn Actividad Colagenolitica Especlfica
Plco I _ 29.6 o

Pico 11 S 68.0

Ambas fracciones junto cbh lé-‘mﬁés€;§ ;9§i§inai
{muestra que no fue pasada por la columna del HPLC). 7§eﬁ§6ffi¢§on
en geles de poliacrilamida al 10% con SDS, tinéndose priﬁéf&hente
con azul de Coomasie vy después con nitrato de plafé;'“L§3t§ﬁal
permitied una mayor definicién de las bandas, ya ’qué .“ia
concentracién de las muestras al correrse era muy baja(fié?lé)Q '
Finalmente obtuvimes 1la presencia de'doé ﬁéhdéé
con peso molecular muy cercano, con lo cual podemos conclUirréﬁe
la actividad enzimatica esta fundamentalmente asociédaﬂia: dos

bandas con . peso molecular de 46000 d para la banda superiof y  de

38000 d para la banda inferior.
6.Geles de gelatina y caselna.

La muestra enzimatica fue corrida - en geles de
poliacrilamida al 10ﬁ con SDS incorporandoseles gelatina o
caselna como sustrato. No se obtuvo degradacidén en ninguno de
los dos geles (no se muestran). También se wmidio la actividad
gelatinolitica usando gelatina marcada radiactivanente. Los
resultados muestran que la preparacién eluida del HPLC, con

actividad colagenolltica no tiene actividad gelatinolitica.



Fig.19: Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS
de las fracciones obtenidas despuds de cada
una de las etapas de purificacidn.

1.Fraccidn eluida de ultrogel Aca - 44.
2.Fraccibn eluida de chelating-sepharosa -MD-.

. 3.Fraccidn eluida de chelating-sepharosa -MR-.
4.Fracci6n eluida de glas pac column TSK -HPLC-.
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Discrass i Sy

La  carragenina: inyectada subcutdneamente en la
regién abdominal del ‘dobayo,‘ produce come la mayoria de los
biomateriales, inflamaciénken el tejido del hospedero, dando lugar

a sintesis 'y depdsito de colagena alrededor del material

implantado®+, ' El 'granulomé que se forma tiene un periodo de
depdsito:.de tejido conectivo, seguido por reabsorcidn del misno
hasta su completa desaparicion. Los primeros resultados que
se feppftaron del .modelo revelaron que la degradacidén
de 1a colagena del granuloma es realizada por una
colagénasa°° que cqmpafte las  caracteristicas de las

colagenasas de vertebrédos, 'y que estd presente tanto en la
etapa de depésito como en-la‘de ;éabsorcién. demestrado por

inmunoflucrescencia®®. En el presente trabajo se observd que en

explantes de cultivo, “parte de ~:la. colagenasa de cobayo se

encuentra latente‘y parté;a -:mientras que en la etapa de
reabsnrcidn toda la én:imézse;eﬁéueﬁtfa activa (fig.7 y 8.
Estos datos concuerdsn con: los obtenidos de homogenados de
tejido de granuloma*?, los cuales demostraban la presencia de
la enzima latente y activa a los siete dias, v solo enzima activa
a los catorce dias que representan la etapa de reabsorcién del
granuloma.

Es interesante hacer notar que esta enzima extraida
de explantes de granuloma, es capaz de autoactivarse durante el
proceso - de purificacién. Datos en nuestro laboratorio,

demuestran la presencia de un activador que es geparado de la
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enzima durante el proceso de purificacién.

La cromatografia de intercambio idénico en DEAE-
Celulosa reveld que la actividad colagenolitica observada en los
medios de cultivo de explantes, se encontraba en la fraccién
que se une a 1la resina, Yy fue eluida con NaCl, 1lo cual permitié
separarla de la fraccidon que contiene al activador en el
granuloma, ésta vltima se eluyd solo con el amortiguador (las
figuras 9 y 10 mostraron ambas fracciones encontradas tanto en la

etapa de depdédsito como =n la etapa de reabsorcidn).

La fraccidén con actividad colagenolitica, obtenida
én ultrogel Aca - 44, eluye entre 120000 y 68000 d, segun la
calibracién previa de 1la columna. Dato que se podria cuestionar
observando 1los pesos moleculares obtenidos finalmente para la
enzima (fig. 19). Mas este fendmeno fue descrito por otros autores
también+e, explicandose como: posibles interacciones entre 1la
enzima vy la matriz de que estd hecha la columna usada, lo cual

puede modificar su paso a traveés de ella.

Una observacién que es impoftante comentar es Que
durante el proceso de purificacién en ultrogel, se obtuvo una
fraccion entre los tubos 30 al 40 en la etapa de depésito,
que probablemente contenga un inhibidor, ya que esta fraccidn
al incubarse con la fraccidn enzimatica, baja su
actividad colagenclitica especifica hasta un 427%, (resultados no
mostrados), en la etapa de reabsorcién parece observarse el mismo

caso, pero no es tan evidente como en la de depdsito.

No se descarta que la posibilidad de latencia en la
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etapa de depésito, se deba a presencia de inhibidores, los cuales

pueden ser eliminados durante la propia purificacion de la enzima.

La fraccién con actividad colagenolitica que se pasé
por cromatografia de afinidad, confirma el comportamiento de
metaloenzima de la colagenasa y permiti6é obtener bandas por
electroforesis con un peso molecular de 67000 d, 46000 d y 38000
d. (fig.19). Diferentes fracciones que siguieron esta metodologila
de purificacién, revelaron el hallazgo que después de ser pasada
la fraceién con actividad por Zinc-Sepharosa, al ser corridas
posteriormente en electroforesis, revelan unicamente la banda
superior de 46000d y la banda inferior de 38000d. Cabe 1la
posibilidad que la banda de 67000 d sea una forma de transicién
molecular de la enzima & que sea una banda cuya concentracion
de proteina sea minima, lo cual evite que se revele en 1la

electroforesis.

No se ' ha descrito queﬁ las colagenasas animales
se encueﬁtreh‘“qonstituidas por subunidades, sin embargo, existe
la poéibilidéd"deVAUe lazs colagenasas de bajo peso se  puedan
asociar ern especies moleculares mayores . La colagenasa
purificada de piel de cobawvo, se ha reportado como dos picos con
actividad, con peso molecular de 130000 d y 40000 d+<=, Heard,
19763® | reporta pesos mol=culares de 137000 d y 29000 d, para
la colagenasa de hueso de cobayo, asi como también la
colagenasa 'de rata se ha reportade como un doblete de alto pesb
moleqular?i,‘i, En - algunas preparaciohes ‘dé nuestraf, éhziﬁa,

observamos: bandas de alto peso molecular.

Una de las enzimas mds estudiadas, es la colagehasa
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de fibroblastos de piel humana©e, que es secretada como un

doblete de 57000 d y 52000 d. La forma de 57000 d, es el resultadeo
de una modificacién postraduccional de la proenzima de 52000 d, a
a la cual se unen oligosacaridos. Esta proenzima se transforma a
peso molecular de 47000 a 42000 d, con la accisén de tripsina.
En nuestro caso, hemos encontrado  un doblete con actividad

colagenolitica con peso molecular de 4SOOQ ¥.'38000 d.

Un hallazgo intereéahte eé‘que eéta enzima una vez
purificada, al ser corrida nuevamente en electroforesis, muestra
ademds de las dos bandas ya reportadas, bandas tenues de diferente
pes¢ molecular. Es muy posible que esto sea producto de una
autodegradacién de la enzima, 1lo que ha sido reportado en otros

laboratorios.

La maxima actividad especifica que se encontrd fue
de 76.3, 1o cital podria indicar que existe algdn contaminante que
no detectémos. 4 que parte de la proteina enzimdtica ha perdido
actividéd QUrante el proceso de purificacidédn. Existen datos que
permitenlsﬁbqner,ésto} va que la enzima es mas inestable conforme

esta masxpurificada.

Por otra parte, hasta ahora los activadores
reportados son de un peso molecular muy semejante a la colagenasa.
En nuestro laboratorio, dénde se continud trabajande con la
fraccidén activadora presente en el granuloma, se ha observado que
el peso molecular del activador es de alrededor de 60000 d==*, E1l

cual, hasta el momento se sigue estudiando.
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Lbs resultados obtenidos de la colagena
polimérica permitieron observar que 1las muestras que fueron
incubadas con ésta, presentaban mayor niumero de bandas que las

muestras originales (Fig. 17). De lo que podemos afirmar que:

1. La colagena polimérica "insoluble”, desprende al medio

proteina, aun ‘en amortiguador Tris-HCl 0.05 M (ph:?.é);

CaCla 0.01 M.

glutaraldehido. aunque disminuyo la»
'zse desprende no la. elimino
3. ncpbacidn‘ébn EDTA no reporté diferencias

en ié?§Oﬁ¢¢ﬁ£ra¢16h de protelna liberada.
Por, lo  tanto la colagena polimérica no pudo ser

de utilidad; como cromatografia de afinidad
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La caracterizacidn de. la enzima. activador

cbbéyé' (Cavia

presentes en el granuloma:de
porcellus), representa hoy,fuﬁjlogro*ma l{entenq;miento del

modelo propuesto.

Si logramos caracterizar el inhibidor (si:es que
realmente existe) presente en la etapa de depésité del granuloma,
podriamos quizas, aclarar la latencia de la enzima en ésta fase, 6

complicarnos aun mds la respuesta al respecto.

Mas esto probablemente, es lo interesante del trabajo

que se ha désarrqllago a lo largo de é&stas paginas. Ya que ademés

de contribuir p;gl;conocimiento de la enzima de é&ste modelo, se

na se@brédo; la. semilla’ para plantear problemas vy buscar sus

soluciones, el pensar lo que nadie ha pensado, el analizar vy
criticar 1los . experimentos ya realizados y no caer en los mismos

errores, el tener creatividad en la investigaciédn.
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