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INTRODUCCION 

En los últimos años el interés de nuestro laboratorio se ha 

orientado hacia ciertos problemas específicos del vasto campo de las 

colagenasas. Existen datos en la literatura acerca de ta actividad 

colagenolítica o colagenasas en distintos órganos como hígado, riñón, 

útero, pulmón, etc., y solo una referencia de actividad colagenolíti

ca dada por proteasas de serina en bazo humano. El objetivo de este 

trabajo es buscar actividad colagenotítica en el bazo humano. 
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a.- LAS COLAGENAS 

Aproximadamente la mitad de la proteína total del cuerpo humano 

es colágena. Su función primordial es de soporte en una gran variedad 

de tejidos; otras funciones que posiblemente tiene están involucradas 

en los procesos de desarrollo, unión celular y quimiotaxis. 

La colágena es una molécula rígida, altamente asimétrica, con peso 

molecular aproximado de 300,000 daltones cuyas dimensiones son de 300 X 

1.5 nm. Está compuesta de tres cadenas polipeptídicas alineadas coli

nealmente en la molécula. Se le puede dividir en tres dominios distin

tos: 

1) El amino-terminal, que es una región no helicoidal de aproxima

damente el 2% de la molécula. Su importancia radica en que es uno de 

los sitios donde se encuentran las uniones covalentes intramoleculares. 

2) La región central en forma de hélice, siendo aproximadamente el 

95% de la longitud total de la molécu1,\. En este dominio las cadenas 

individuales se encuentran en forma de una hélice de tipo poliprolina 

con giro hacia la izquierda y la cual acomoda aproximadamente 3 resi

duos por vuelta a una distancia de 0.9 nm. Las tres hélices se enrro

llan sobre un eje común formando una super hélice con giro a la derecha, 

con una distancia aproximada de 10 nm. La forma cuaternaria de la mol!_ 

cul¡¡ le confiere una considerable resistencia a la tensión. 
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Este superenrrollamiento se estabiliza por puentes de hidrógeno in

tercatenarios, los cuales parten de los residuos de glicina presentes -

en la molécula. La glicina se presenta en cada tercera posición a lo 

largo de toda la cadena. 

3) La región carboxi-terminal no helicoidal comprende el otro 3% de 

la molécula y al igual que la región amino-terminal, es el sitio de ini

cio de las uniones covalentes intramoleculares. 

La molécula está compuesta por 23% de prolina más hidroxiprolina, 

33% de glicina, también tiene una gran cantidad de ácido glutámico, ala

nina e hidroxilisina y en pequeña cantidad metionina, isoleucina, tirosj_ 

na e histidina. 

La existencia de varios tipos genéticos de colágena es un ejemplo 

del polimorfismo de las proteínas. Esta diversidad apareció probable

mente por duplicación génica en respuesta a los requerimientos específi

cos de los tejidos (1,2). Los tipos de colágena más estudiados y abun

dantes son 1, 11 y 111; son los que se encuentran en los espacios inter. 

celulares, llamándoseles por lo tanto colágenas intersticiales. 

Clasificación de las Colágenas: 

La colágena tipo l tiene la composición (al(l) 2a2}, es rica en pue_ll 

tes de hidrógeno intramoleculares, y se encuentra formando parte del te

jido conjuntivo en la mayoría de los órganos. El patrón de asociación 

de las fibras de colágena tipo l es en forma paracristalina con una pe

riodicidad de 65 nm por la agregación desfasada de las moléculas con las 
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adyacentes y por la interacción de los dominios similares. Su papel es 

ese~cialmente de soporte en tejidos que exhiben poca distensibilldad ba 

jo tensión mecánica. 

La colágen tipo ll tiene la estructura (a1(II); 3, se ha aislado de 

cartílagos hialinos en donde se asocia con proteoglicanos y tiene una 

prevalencia de uniones intermoleculares ceto-amina estables en fonTia de 

fibras paracristalinas. 

La colágena tipo III con una estructura {cil( III)} 3, se encuentra 

coexistiendo con la colágena tipo I, en tejidos con gran elasticidad -

como las paredes arteriales y algunos órganos como miocardio e hígado. 

La colágena tipo IV presenta dos tipos de arreglo {al(IV)}2 a2(IV), 

o bien al{IV) {a2(IV)J 2, se encuentra en las membranas basales (3) en -

for:;ia de redes por interacciones cola con cola y cabeza con cola, ade

más de que contiene los dominios globulares amino y carboxi-terminal. 

Este tipo de colágena tiene una mayor cantidad de hidroxiprolina y car

bohidratos asociados y menor proporción de glicina. 

La colágena tipo V con su estructura a1(V) a2(v} a3(V) se encuen

tra asociada a las fibras intersticiales aunque en menor proporción, 

principalmente en los espacios pericelulares (4}. 

La colágena tipo VI a1(VI) a2(VI) a3(VI) se encuentra también 

como microfibrillas intersticiales, con menor tamaño y dominios globu

lar!!s en los extremos en dos terceras partes del total de la molécula 

(5). 

Poco se conoce de la estructura y localización de.la colágena tipo 

VII pero se cree que se encuentra preferentemente entre 1 as células y 
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la membrana basal, sirviendo tal vez de anclaje entre ellas. La colá

gena tipo VIII es de estructura indetenninada y se produce en pequeñas 

cantidades por células endoteliales en cultivo. Esta protetna es sen

sible a proteasas inespecíficas por lo que se cree tenga varias reqio

nes no helicoidales a lo largo de la molécula. El tipo genético IX 

de colágena se ha identificado en cartílago, de éste se han aislado 

tras cadenas alfa diferentes, tiene segmentos intercalados con los do

minios de superhélice, por lo cual es sensible a la acción de protea

sas inespecíficas. La colágena tipo X también se ha encontrado en cul

tivos de condrocitos (6). (ver Tabla I). 

Btostntesis de la Colágena: 

Se sabe que la colágena se sintetiza como molécula precursora lla

mada procolágena. Como se habia señalado anterionnente existen varios 

genes de colágena. La secuencia génica está interrumpida por intrones 

qu2 ocupan 9/10 partes del total de Ja secuencia. Con respecto a esto 

llima la atención el hallazgo en el gene de la cadena alfa-2 (!) el cual 

tiene secuencias repetidas de 18 aminoácidos separadas por intrones. 

Por lo que se cree que ésta secuencia patrón se duplicó varias veces. 

En cada linea celular se expresa selectivamente uno de éstos genes pa

ra producir el mRNA apropiado. Este mRNA es transportado al citoplas

ma donde se une con los ribosomas fonnándose la cadena de procolágena, 

que queda también unida a los ribosomas por la parte amino tenninal, 

para ser exportada vía las cisternas del retículo endoplásmico y el 

ap1rato de Golgi donde se ensamblan las tres cadenas y se forma la tri

ple hélice. El ensamblaje depende de la capacidad del carboxi-tenntnal 

para agregarse, ya que la procolágena contiene puentes disulfuro inter

catenarios sólo en ésta región inicial para la formación de la triple 



TABU1 1 

TIPOS WIETICOS OE COLAGENA 

flPO COMPOSICI O N LOCALIZACIO~l CARACTERISTICAS 

{(ll (1) l2<>2 TEJIOO COllECTIVO, ESTROMA 
VARIOS ORGMiOS SOPORTE OE TEJIDOS 

11 ('11 (11)13 CART!LAGOS HIALINOS ALTAMENTE ASOCIAOA A PROTEOGLICANOS 

111 (u1 ( 111) l 3 1[,J l 005 OE GRAN [LAS TIC IOAD 
COMO PAREDES ARTERIALES, COEX 1 Sl E ml LA COLAGENA TI PO 1 
MIOCARDIO E IUGAOO 

IV [u¡(IV)l 2 a 2(1V) ó 

fu¡ (IV) {llz(IVll2 
MEMBRANAS BASAL ES FORMA REDES CONSERVANDO SUS DOMINIOS 

GLOBULARES COOH Y NH 2 TERMINALES 

V fo¡ (V), a2(v),,3( V)} ESPAC JOS PERI CELULARES SU FUNCION PRINCIPAL PROBABLEMENTE 
SEA LA UNION CELULAR 

VI (¡,1(VI) a2(Vl)"3(VIJ)J ESPACIO INTERSTICIAL MICROFIBR!LLAS OE MENOR TAMMO CON 
DOMINIOS GLOílULARES EN AMBOS EXTRE-
MOS 

VI 1 ENTRE LAS CELULAS DE LA 
MEMBRANA BASAL CADENA LARGA 

Vil! CE LULAS ENDOTELIALES EN CUL T 1 VO CON REGIONES NO HELICOIDALES A LO 
LARGO DE LA MOLECULA 

IX !~¡(IX) a 2 (IX) "J (IX)) CARTILAGO SEGMENTOS GLOBULARES HlTERCALADOS 
CON LOS DOMINIOS SUPERHEL!CE 

CULTIVOS DE CONDROC !TOS CADENA CORTA 
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hélice. En el aparato de Golgi las moléculas de colágena están empa

quetadas en vesículas para su secreción, dependiendo ésta del sistema 

mi crotubu 1 ar. 

Las moléculas de procolágena recién sintetizadas se encuentran 

en fonna soluble lo que facilita su transporte. La presencia de ctir

bohidratos facilita su paso a través de algunas membranas (7,8). 

Una vez excretada la molécula de colágena tipo l ocurre el primer 

evento de procesamiento extracelular, que es la formación de colágena 

a partir de la procolágena, eliminándose del carboxi-terminal un péptj_ 

do de 35,000 daltones y del amino-tenninal un péptido de 25,000 dalto

nes, perdiéndose aproximadamente una tercera parte del total de la pro

colágena. Los péptidos que se cortan de la procolágena contienen una 

gran cantidad de heteropolisacáridos que no se encuentran en la molécu

la de colágena y que son inmunogénicos. El siguiente evento importante 

del procesamiento extracelular es la formación de fibras. Por medio de 

inmunohistoqu1mica se han descrito fragmentos de procolágena de tipo III 

en la mal la de tejido en ciertas membranas basa les (ver Tab 1 a 2). 

Existen dos opiniones distintas sobre el mecanismo de formación 

de las fibrillas de colágena en el espacio extracelular: 

1) Los monómeros se van agregando individualmente uno por uno ca

beza con cola y con las cadenas poliméricas adyacentes ya formadas. 

2) Dentro de las vesículas secretorias los monómeros forman agre

gados que se unen unos con otros formando sobrensamblados que se incor_ 

poran como polímeros insolubles (9). 



TABLA 2 

B!OSWTESIS DE COLAGENA 

Gene (núcleo celular) 

! 
RNA MENSAJERO (citoplasma) 

l 
Une a ríbosomas ensamblados a la 
membrana del retículo endoplásmico 

! 
Procolágena 

Unida por NH2-terminal a la membrana del RE 

i 
Hidroxilacíón de los residuos de prolina 

por la prolil hidroxilasa 

J 
Glucosílación por la glicosil transferasa y 
· glicosil-galactosil transferasa 

l 
Ensamble de las tres cadenas por la lisil 
oxidasa. En las cisternas del RE-Aparato .. r,, 
EXPORTACION AL ESPACIO EXTRACELULAR 

¡ 
Eliminación de las fracciones globulares por 
peptidasas de NH2-terminal y COOH-terminal 

de procolágena 

i 
Fonnación de microfibrillas 

i 
Fibrilla de colágena 
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Las cadenas adyacentes se unen covalentemente por medio de la en

zina lisil-oxidasa, enzima especffica para coli9ena y elastina que usa 

cobre y piridoxal como cofactores; la enzima cataliza una desaminación 

oxidativa de los residuos del lisil o hidroxilisil, convirtiendo los 

grupos epsilon-amino a una función de aldehído. Los productos de esta 

reacción son llamados alisina e hidroxialisina y reaccionan espontánea

mente por condensación con los residuos vecinos para fonnar los enlaces 

covalentes. 

La fonnación de 4-hidroxiprolina a partir de prolina es cataliza

da por una enzima llamada prolil-4-hidroxilasa, la cual requiere oxíg~ 

no molecular, alfa-ceto-glutarato, ión ferroso y ascorbato como cofac

tores. El oxígeno se usa en la formación del grupo hidroxilo, el alfa

cetoglutarato en la descarboxilación a succinato, el ión ferroso se une 

a la enzima para captar el oxígeno y el ascorbato sirve como agente re

ductor. La enzima procesa los residuos de prolina adyacentes a la 

gl~cina asi como también los residuos que no participan en la fonnación 

de la superhélice. 

La hidroxilación es un fenómeno muy eficiente que se lleva a cabo 

en los residuos nacientes teniendo aproximadamente lOO residuos hidro

xilados por molécula de colágena. La presencia de éstos residuos hi

droxilados es importante para el superenrrollamiento de la molécula a 

temperatura fisiológica. 

La hidroxilisina se encuentra en cantidad variable en la molécula 

de colágena, siendo más abundante en la colágena tipo II y desempeñan

do un papel importante en la gl~cosilación de la molécula que se lleva 
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a cabo inmediatamente para fonnar galactosil hidroxilisina o glucosil

galactosil-hidroxilisina, importantes en las uniones intennoleculares. 

Estas reacciones son catalizadas por las enzimas específicas ga

lactosil transferasa y glucosil transferasa, requiriendo tlg++ como co

factor. 

b.-LAS COLAGENASAS 

Las colagenasas animales son metaloproteinasas que degradan a la 

colágena en estado nativo y en condiciones fisiológicas de pH, tempe

ratura y fuerza iónica (10-23). Las colagenasas se agrupan en 3 cate

gorías: 1) la colagenasa bacteriana, que fue la primera que se descr.i. 

bió por Seifter, Gallop y Mandl (24,25 y 26) en Clostrldium histolyticum; 

2) la colagenasa de polimorfonucleares, que fue demostrada por Lazarus 

en 1968 y que degrada la colágena cuando se encuentra en solución; 3) 

las colagenasas encontradas en los diferentes tejidos estudiados y que 

prP.sentan especificidad por los diferentes tipos genéticos de coláqena. 

No5 referiremos a lo largo de éste texto principalmente a ésta tercera 

categoría. 

La primera colagenasa eucariote fue descrita en 1962 por Gross y 

Lapiere (27) en el medio de cultivo de colas de renacuajo (28,29). 

Posterionnente han aparecido comunicaciones de cola9enasas en animales 

marinos (30), anfibios (31,32) y mam1feros. En general, las colagena

sas animales hacen una sola escisión en la molécula de colágena, resul

tando un péptido mayor de aproximadamente el 75% de la molécula llamado 

reª y otro de menor tamaño, aproximadamente el 25% de la molécula llam.!!_ 

do TCb (33 y 34). La especificidad de la enzima se debe a la secuencia 
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de aminoácidos, que hace a ciertas regiones de la triple hélice más 

suceptibles a la degradación (35,36). Esto lo demostró Liotta (37) en 

colagenasa de piel humana, que es incapaz de degradar a colágena tipo 

IV y V, y una colagenasa de tumor murino que degrada solamente colágena 

tipo IV y no !, 11, 111 ó V (38). 

Bruns y Gross ( 39) identifica ron e 1 sitio de corte de la cadena al( 1) 

de colágena con el uso de microscopia electrónica y Gross {40) confirmó 

su localización con análisis secuencial, mostrando también que el disa

cárido Glu-Gal está unido a la hidroxilisina más cercana, además que es

te sitio de corte está más cercano al carboxi-tenninal de la molécula. 

Las colagenasas de renacuajo o de conejo rompen en los mismos sitios de 

las diferentes cadenas, el enlace Gli-lle de la cadena al(l)y el enla

ce Gli-Leu de la cadena ri-2( 1). Lo mismo ocurre en la cadena c1-1{ 11) 

de colágena de cartílago (41), mientras que la colagenasa de tumor de 

cor.eje rompe el enlace Gli-Ile (42). En la colágena tipo 111 se rompe 

el enlace Gli-Leu. Miller y cols., encontraron {43) que las uniones 

Gli-lle y Gli-Leu que resisten al corte de la enzima tienen una hidro

xiprolina en el siguiente triplete de rt!petición, aproximadamente en 

la posición 700. También observaron que la colágena tipo 111 se degra

da 5 veces más rápido que la colágena tipo 11. La colágena 1 y 111 

tienen velocidades similares de degradación {44). La secuencia mínima 

requerida para su degradación por colagenasa es Gli-lle-Ala ó Gli-Leu

Ala. 

Miller y col s., (45) seftalaron que la tripsina hidroliza a las 3 

cadenas de colágena nativa tipo 111 en el enlace Arg-Gli dando dos fra[ 

mentas de 71,000 y 24,000 daltones, éste sitio hidrolítico se encuentra 
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B residuos de aminoácidos del carboxi-tern1inal de la región de corte 

de la colagenasa. Este efecto no se observa en la colágena tipo l y 

!II, ya que la arginina está sustituida por una valina. 

La colagenasa se describió como zimógeno por Harper (46), poste

rionnente varios laboratorios aislaron zimógenos en otros tejidos 

(47, 48). Birkedal-Hansen (49) describió una procolagenasa de encía 

de bovino con peso molecular de 80,000, que al incubarse con tripsina 

pierde una fracción que corresponde a un decremento del peso nolecular 

de 15,000-20,000 daltons y que muestra la enzima activa. Otras prote~ 

sas {50) como quimiotripsina, catepsina 8, Kalicreína y plasmina, tam

bién activan a la enzima. Hoessner obtuvo un zimógeno de colagenasa -

de útero de rata (48) cuyo precursor pesa 77,000 y se convierte en la 

enzima con peso molecular de 60,000, producto de un activador presente 

en el utero (51). Se encontró también (52) en el líquido sinovial una 

proteína activadora de 35,000 de peso molecular, esta proteína activa 

lo> zimógenos de colagenasa y gelatinasa. 

Se ha visto también que varias substancias son capaces de activar 

a la colagenasa o bien aumentar su síntesis, como por ejemplo la col

chicina, que a muy bajas concentracfones activa la colagenasa del ex

plante de granuloma de carragenina (53), de sinovial reumatoide (54, 

55, y 56), de nódulo reuma toi de { 57) y de macrófago. 

Se han encontrado también activadores "in~" como la citoca

lasina B (58,59) dexametasona (60), tiroxina (61), AtlP cíclico (62, y 

63), heparina (64), la endotoxi.na (65,66), así como linfocinas produ-
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cidas al interaccionar linfocitos T sensibilizados y su antígeno co

rrespondiente (67). 

Se han propuesto varios mecanismos de activación de colagenasa 

por enzimas proteoliticas (68), así corno compuestos organomercuriales. 

(69 ,70). 

De acuerdo al método de Macartney y Tschesche (71), la colagenasa 

latente de polirnorfonucleares puede ser activada por radicales de oxi

geno generados por el sistema XO y XH, estos o2 - y H2o2 interactúan 

para generar el activador final. 

Recientemente Weiss y cols., (72) postularon una autoactivación 

de la colagenasa latente de neutrófilos por la formación de ácido hi

pocloroso de la reacción del sistema de la mieloperoxidasa, que se 11~ 

va a cabo en presencia de glutatión (73), proponiendo la hipótesis que 

algún inhi bi dar con peso mo 1 ecul ar de aproximadamente 24, 500 da ltons 

es~á unido por puentes disulfuro a la enzima pudiéndose activar con al

gún reactivo thiol (74). (ver Tabla 3). 

La colagenasa puede ser inhibida por proteinasas séricas u otros 

compuestos, por lo que también existe en forma de complejos enzima

inhibidor, ésto último fue descrito por Birkedal-Hansen (49) y 

Stricklin (75). 

Se han encontr~do "in vivo" una gran cantidad de inhibidores de 

la colagenasa, cuya función es probablemente la de regular su activi

dad (76,77). Por ejemplo la proteína catiónica de bajo peso molecu

lar aislada de cartílago y de aorta, que inhibe la colagenasa encon

trada en piel humana (78) y las enzimas obtenidas de osteosarcoma y 

carcinomas mamarios (79). Otros inhibidores son el factor 4 plaque-



TABLA 3 

ACT~VAOORES DE LA COLAGENASA 

PROTEASAS 

Proteasas de serina 

Tripsina (70) 

Quimiotripsina (68) 

Pl asmina ( 83) 

Kalikreina (83) 

Utero ( 51) 

Sinovial 

Piel (68) 

Células Cebadas (85) 

Proteasas lisosomales (SO) 

Met~loproteinasas (86) 

Proteasas de renacuajo (46) 

~ 
Autoactivación (72) 

Placa dental (87) 

Factor Angiogénico (88) 

Hepc.ri na ( 64) 

Purificación (89) 

sos (90) 

Citocalacina B (58,59) 

Dexametasona (60) 

Tiroxina (61) 

REACCION COtl SULFHIDRILOS 

Organomercuriales 

-4-cloromercuribenzoato (69) 

Acetato 4-aminofenilmercurio (70) 

Mersalil (91) 

p-hidroximercurobenzoato (70) 

Glutatión oxidado (73) 

N-Etilmaleimida (92) 

Cistina (93) 

Insulina (93) 

Relaxina (94) 

AGENTES CAOTROPICOS 

Yoduro de Sodio (90) 

Isotiocianato de Sodio (90) 
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tario (80 ,81) y la betatromboglobul ina (82). lfoolley encontró una beta1-

proteína sérica de bajo peso molecular (40,000 d) que inhibe específica

mente la colagenasa humana; esta proteína, inhibe en diferente magnitud 

a las colagenasas de liquido sinovial, mucosa gástrica, piel y granulo

citos (95). El suero contiene alfa2-macroglobulina (96) la cual inhibe 

también las colagenasas (97). Se han encontrado inhibidores en piel hu

mana (98), piel de pollo (98), tejidos de conejo ( 100, 101), tu1~ores 

(102), en el tendón humano (103), células de músculo liso (104). Estas 

proteínas no inhiben a la colagenasa obtenida de Clostridium histolyticum. 

Berman y co 1 s. ( 105) han observado que el di bu ti ril-AMPc y la teo

fi l ina inhiben parcialmente la aparición de colagenasa en cultivos de 

córneas ulceradas de conejo, y sugieren que las prostaglandinas pueden 

estimular la adenilciclasa para producir AMPc in vivo; Koob y Jeffrey 

(106), han encontrado que estos compuestos pueden inhibir la producción 

de col agenasa en cultivos de útero pos parto de rata. Ryan y l~oessner 

(107) demostraron que el estradiol y la progesterona inhiben la produc

ción o liberación de la enzima presente en el útero en involución de 

rata, este efecto se bloquea con CI-628, un antagonista de estradiol 

(108, 109), Las colagenasas de leucocitos humanos se inhiben con al

gunas drogas anti-inflamatorias usadas en la terapia de enfermedades 

reumáticas (110) como ácido acetilsalicílico, indometacina, fenilbu

tazona, sanocrisina y ácido flufenamico (ver Tabla 4). 

En resumen la colagenolisis es un proceso con varios niveles de 

regulación (111): el primer nivel en la expresión genética en que se 

regula la síntesis de mRNA; el segundo nivel, en medio extracelular, 



TABLA 4 

INHIBIDORES DE LA COLAGENA 

SERICOS 

alfa2-macroglobulina (49) 

beta1-anticolagenasa (75) 

GLUCOPROTEINAS CATIOfl ICAS 

Células neoplásicas (44) 

Cartílago ( 78) 

Aorta {78} 

rlueso 

Leucocitos (112) 

Piel embrionaria (112) 

Sinovial (91) 

Tendón ( 112) 

Fibroblastos de Piel (112) 

Fluido amniótico (77) 

Humor Vítreo (112) 

QUELANTES DE CALCIO (105) 

EOTA 

EGTA 

L-Ciste'ina 

N-acetil-L-cisteina 

Ca-EDTA 

D-penicilamina 

~ 
Li soz ima ( 113) 

Tl.ll!Dral (112) 

Factor 4 plaquetario (80,81) 

Fibronectina (112) 

Fragmentos de co 1 ágena ( 112) 

beta-tromboglobulina (82) 
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donde se encuentra en forma de zimógeno; el tercer nivel seria la pre

sencia de un activador en el sitio donde se requiere la actividad 

(111); el cuarto nivel de regulación (más específico). en el cual la 

actividad es modulada por un inhibidor específico en fonna de un com

plejo enzima-inhibidor {112, 113) o bien por la existencia de complejos 

enzima-sustrato (114)¡ y el último nivel de regulación serían las con

diciones del microarrbiente de la colágena, el tipo de ésta y los varios 

car.i>ios fisiológicos que pueden iniciar su degradación (115 y 116). 
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II OBJETIVO 

Como se menciona en la introducción de esta tésis, existe una gran 

cantidad de infonnación concerniente a la actividad cotagenolítica y co

Jagenasa en distintos tejidos animales sin que se describa una colagena

sa de bazo, del cual sólo se conoce la existencia de colágena tipo I y 

III, por lo que nuestro interés radica en buscar actividad colagenolí

tica en este órgano, y si existe, probar su comportamiento en presencia 

de quelantes de calcio, inhibidores y activadores de proteasas y acti

vación por proteolisis parcial. 
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III MATERIAL Y METODOS 

1.- Obtención de Bazos: 

a) 175 gr. de bazo humano obtenido por esplenectomía por hiperten

sión portal, en el Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador 

Zubirán". 

b) 32 grs. de bazo humano obtenido 10 horas "post-rnortern" de un -

paciente masculino de 50 años con diagnóstico de insuficiencia 

respiratoria aguda por adenocarcinorna de pulmón duecho, en el 

Instituto Nacional de Enfennedades Respiratorias. 

c) 130 grs. de bazo humano obtenido 6 horas "post-mortem" de un 

paciente masculino de 66 aílos con diagnóstico de insuficiencia 

respiratoria, bronquiectacias e insuficiencia cardíaca dere

cha Instituto Nacional de Enfennedades Respiratorias. 

2.- Preparación del homogenado: 

Se homogeniza con un volumen igual al peso de la muestra de bazo, 

de amortiguador Tris-HCl O.OS M + NaCl 0.15 M y cac1 2 (SrnM, 10mM, 20mM, 

ó 30mM), pH 7.4. 

3.- Hidrólisis de la muestra para detenninar la hidroxiprolina: 

La muestra se coloca en ampolletas a las cuales se les agrega HCl 

a una concentración final de 6N, se sellan al vacío y se colocan 24 ho

ras a lOOºC. Se evapora el ácido, se resuspende en agua destilada, se 

neutraliza el pH ajustando con agua a un volumen conocido y se detenni 

na hidroxiprolina por el método colorimétrico de Rojkind y Gonzalez 

1117). 
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4.- Preparación del precipitado del 20% al 65% en sulfato de amonio del 

homogenado de bazo humano. Fracción 20-65. 

50 ml de homogenado de bazo humano + lOmtl Cac1 2, se centrifugó 20 

minutos a 2,600 rpm, se desechó el precipitado y el sobrenadante se pr~ 

Ci?itó con una solución saturada de sulfato de amonio en tris pH 7.4 a 

una concentración final del 20%, 24 horas a 4ºC. Se centrifuqó 30 min~ 

to; a 10,000 rpm, se desechó el precipitado y el sobrenadante se puso 

a precipitar otra vez con una solución saturada de sulfato de amonio en 

Tris pH 7.4 a una concentración final del 651 24 horas a 4ºC. Se cen

trifugó 30 minutos a 10,000 rpm. Se descartó el sobrenadante y el pre

cipitado se redi sol vió en 50 mi de Tris HCl O. 051-1, NaCl o. 15~1, 1 OmM de 

CaC1 2 pH 7.4. Se dializó 72 horas contra el mismo buffer con 5 cambios. 

(ver Figura 1). Se detenninó la cantidad de proteína total por el mé

todo de Lowry modificado por Eagle (118). 

5.- Acetilación de colágena: 

Se purificó colágena tipo I de piel de rata de 8 a 10 se'11anas de 

edad por el método de M!lller y Rhodes (119), que consiste en una ex

tracción con pepsina y solubilización en ácido acético O.SM seguida -

de precipitaciones con sales. La acetilación de colágena se hizo de 

ac~erdo a la técnica de Lefevre y cols. (120) con anhídrido acético 3H, 

(A:tividad específica 0.15 mCi/mg de colágena) en medio alcalino, eli

mi11ando la marca que no se incorporó con diálisis exhaustiva contra 

agua destilada. 



FIGURA No. 1 

PREPARACION DE LA FRACCION 20-65 

BAZO HUMANO 

Homogenización 

Centri fuqación 

PRECIPITADO 
(descartar) 

SOBREllADA~TE 

PRECIPITADO 
{descartar) 

PRECIPITADO 

IRedisolver 
Dializar 

FRACCION 20-65 

Precipitación con sulfato de amonio 
al 20% 

Centri fuqación 

SOBRENADANTE 

Precipitación con sulfato 
de amonio al 65% 

Centri fuoaci ón 

SOBRENADA'HE 
1 descartar) 
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6.- Electroforésis: 

Se corrieron las muestras en geles de acrilamida al 7% con dodecil 

sulfato de sodio (SOS) a 25 mAmps por gel, de acuerdo al sistema de 

Laelllllli (121). Se tiñó el gel 8 horas con metanol al SOt, ácido acéti

co al lO't y 0.1% de azul de Coomasie. Se destiñó el gel con rnetanol al 

20% y ácido acético al 10~ durante 48 horas. En este tipo de geles la 

colágena tipo 1 tiene un patrón electroforético de 5 bandas, la banda 

más pesada consiste de colágena no disociada y se le denomina gaf!111a. 

Las dos siguientes bandas son asociaciones de la cadena alfa, ya sea 

alfa-1 con alfa-1 ó alfa-2 con alfa-1 y se le denomina beta 1 y 2 res

pectivamente. V las dos últimas bandas son cadenas alfa-1 y alfa-2 

disociadas. En éste sistema la actividad colagenolítica se puede ob

servar por la aparición de fragmentos (productos de degradación) por 

debajo de las cadenas alfa disociadas. 

Los geles fueron preparados para autorradiografia con 3 cambios 

de dimetil sulfóxido de una hora cada uno y un cambio más con PPO 

(2,5-Difeniloxazol) al 20% en dimetilsulfóxido, una hora, se enjuagó 

el gel con agua destilada, se secó y se puso 28 días en contacto con 

una placa fotográfica para Rayos X (Kodak, Omatk, x k - l 20 x 25 cms) 

a -70ºC. La placa se reveló por métodos convencionales. 

7.- Determinación de la actividad colagenolitica de bazo humano sobre 

colágena endógena: 

Se probó la actividad colagenolitica incubando 0.5 ml de homoge

nado de bazo humano con 0.5 ml ·de buffer Tris-HCl pH 7.4 + CaC1 2 (SmM 

lOmM, 20mM ó 30mM) por duplicado, con y sin EOTA (sal tetrasódica de 
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ácido Etilendiaminotetracético) a una concentración final 8 veces ma-

yor que la de calcio a 37ºC durante, 72, 96 y 120 horas. Al final de 

la incubación a los tubos que no contenían EDTA se les agregó a la mis

ma concentración final que los incubados. Se centrifugaron a 2600 rpm 

durante 20 minutos. Se tomaron alicuotas de 1 ml del sobrcnadante para 

procesarlo por los métodos siguientes: 

a) Ultrafiltración por mambranu {Amicon Co.) XMlOO, la cual re

tiene moléculas de 100,000 daltones o más. 

b) Centrifugación a 10,000 rpm durante 10 minutos colectando tan

to e 1 precipitado como e 1 sobrenadan te. 

c) Precipitación con TCA (ácido tricloroacético) al 10% a 4ºC du-

rante una hora. Centrifugar 10 minutos a 10,000 rpm y colec

tar por separado e 1 precipitado del sobrenadan te. 

d} Precipitar una hora con dioxano-mctanol 4:1 v:v a 4"C (121) 

obteniendo el precipitado y el sobrenadante. 

El filtrado, lo que no filtra, los precipitados y sobrenadantes se co

locaron en ampolletas, se hidrolizaron y se les detenninó hidroxipro

lina por el método de Rojkind y González ( 117). 

8.- Determinación de actividad colagenolttica sobre colágena -3H 

Se incubó una mezcla de 12. 5 µl de la fracción 20-65 de homogena

do de bazo humano ( 192.1 }J9 de proteína) con 12.S µ1 de colágena 
3H(l2,SOO CPM), Tris-HCl 0.5 M, NaCl 0.15 M, Cacl 2 10 mM pH 7.8 para 

neutralizar el pH de la colágena -3H; ajustando el volumen con Tris-

HCl pH 7 .4. 
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Se incubó por duplicado con y sin EOTA a una concentración final 

de 80 mtl, colágena sola, fracción 20-65 sola y fracción 20-65 + colá

gena en presencia de PHMB {para-hidroximercurobenzoato) a una concen

tración final de 0.1 M, PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) a una con

centración final de 1 mM, NEM (N-Etil-maleimida) 0.012 M final, DTT 

(Ditiotreitol) a una concentración final de 0.012 M, beta-mercaptoeta

nol a una concentración final de 1-100 v/v, y tripsina 5 µq, 10 µg, y 

20 µg, así como tarrbién con las mismas concentraciones de tripsina más 

lTFS (inhibidor de tripsina de frijol de soya) a una concentración 5 

veces mayor que la concentración de tripsina y con inhibidor solo a una 

concentración de 10 µg, 25 µg, 40 µg, 60 µg y 100 µg, 24 horas a 30ºC 

(122). Al final de la cual se paró la reacción por adición de EDTA a 

una concentración final de 0.08 M. 

Un grupo de muestras se trató para electroforésis y el otro grupo 

se precipitó una hora con dioxano v/v a 4ºC. Se centrifugó 10 minu

tos a 10,000 rpm. Se tomaron 50 µl del sobrenadante y se le agregaron 

5 ml de liquido de centelleo (Bray) y se contaron en un aparato marca 

Beckman. 

En este ensayo es importante notar que los fragmentos productos 

de la degradación pennanecen solubles mientras que la colágena entera 

precipita con el dioxano. 

9.- Detenninación de Actividad colagenolitica sobre un péptido sintético. 

El péptido utilizado para medir actividad colagenolitica es DPN-Pro

Gli-Gli-lle-Ala-Gli-Gli-D Arg-OH, que contiene la unión Gli-lle que es 

el sitio de corte de la colagenasa tipo l; se usó de acuerdo a las indi-
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caciones de Nagai { 123). Se suspendi6 en Tris-HCl O.OS M, NaCl 0.15 M, 

cai:1 2 lo rÑ'I y 0.2% de albúmina bovina a una concentrac·ión final de 5 X 

l0-4M. Se incubaron 50 µl de péptido sintético con 50 µl de precipita

do 20-65 en presencia y ausencia de EDTA a una concentración final de 

o.a M, con PHMB a una concentración final de 0.1 M, PMSF 1 mM, NEl1 0.12 M, 

OTT 0.012 M, y beta-mercaptoetanol a una concentración final de 1:100 vol: 

vol 20 horas a 37ºC por duplicado, Al ténnino de la incubación se detu

vo la reacción agregando 0.25 ml de HCl 1.0 N. 

A continuación se extrajeron los fragmentos del péptído con 1 ml 

de acetato de etilo/n-butanol 10:0.15 v/v, agitando vigorosamente por 

espacio de 30 segundos. Se centrifugó 10 minutos a 10,000 rpm y se mi

di6 la absorbancia de la fase orgánica a 365 nm. El coeficiente de ex

tinción molar del péptido es de 1.22 X lo- 3• 
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IV RESULTAIXlS 

i) Actividad colagenolítica de bazo h1J11ano sobre colágena endógena 

Los resultado de esta primera serie de experimentos mostraron una 

actividad colageno11tica que alcanza un máximo a las 48 horas de incu

bación con un 4.43% de degradación, disminuyendo a un 3.66% a las 72 ho

ras y manteniéndose a este nivel de degradación hasta las 120 horas de 

incubación (ver Gráfica 1) partiendo de 1935 )J9 de colágena/mi de homo

genado total, manteniéndose constante el resultado en los cuatro expe

rimentos montados. Por lo tanto, la actividad colagenolítica sobre co

lágena endógena de bazo fue inhibible con EDTA, y alcanzó su máximo a 

las 48 horas de incubación (ver Figura 2, Tabla 5). 

En una comunicación sobre actividad colagenolitica en granuloma de 

carragenina, Figueras (116) encontró que al a1J11entar la concentración 

de calcio en el sistema de incubación aumentaba la actividad, por lo que 

tilr.lbién se probó la actividad colagenolftica sobre colágena endóqena con 

10 mM, 20 mM y 30 mM y se encontró que el máximo de actividad ocurre a 

20 mM de CaC1 2, disminuyendo cuando se llega a 30 mM de CaC1 2 (Figura 3, 

Tabla 6). El máximo de actividad apareció a las 48 horas y se mantie

ne las 72 horas el mismo patrón con respecto al tiempo de incubación que 

el primer experimento donde se incubó a 5 mM de CaC1 2 (Fig. 2 Tabla 5), 

por lo que la siguiente serie de experimentos se realizó a ésta concen

tración de calcio. Para ver si la actividad colagenolitica obtenida a 

través de ultrafi1tración se incrementa, se comparó con la separación 

por simple centrifugación a alta velocidad, precipitación con TCA y 
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dioxano-metanol, (ver métodos) encontrandose que la actividad es más 

aparente por centrifugación a alta velocidad a las 48 horas y con pre

cipitación con dioxano-metanol a las 72 horas, sin que la actividad 

me di da fuera mayor a pesar de haber incubado con 20 n~1 de CaCl 2 porc¡ue 

se preparó homogenado de un nuevo bazo y la adición de EOTA a una con

centración 8 veces mayor no inhibió completamente la actividad colage

nolítica en este experimento (Figura 4, Tabla 7). 

ii) Actividad colagenolitica de bazo humano sobre colágena exógena 

Se purificó parcialmente el homogenado de bazo humano a través 

de precipitaciones con sulfato de amonio (ver Métodos) hasta obtener 

una fracción llamada 20-65 que contiene 16-17 µg de proteína/ml que se 

probó con colágena -3H. Estos experimentos mostraron un máximo de de

gradación a las 24 horas con un porcentaje de 37.14, decreciendo a 

las 48 horas a un 16.04% y pennaneciendo constante a las 72, 96 y 120 

horas, observándose en gel de acrilamida el efecto de inhibición de 

actividad por EOTA en todos los tiempos de incubación (Tabla 8, Fig. 5 

y 6). La actividad sobre colágena exógena resultó mayor que con co

lágena endógena. El máximo de actividad que se obtuvo a las 24 horas 

no es efecto de la autodegradación de la colágena por el tiempo de in

cubación, ya que incubamos la colágena sola 24, 48, 72, 96 y 120 ho

ras y no observamos degradación en ningún tiempo determinada por elec

troforésis en poli acrilamida con SOS y fluorografía (ver métodos). 

La fracció~ 20-65 se incubó con colágena ~H. en presencia de ac

tivadores i;; inhibidores de proteasas como PMB, NEM, PMSF, OTT y beta

mercaptoetanol 24 horas, determinada por electroforésis en poli acri-

1 ami da con SOS y observamos que en presencia de PMB, OTT y beta-mer-
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captoetanol hay pérdida de nitidez y presencia de las bandas 1 y 2 a 

diferencia de NEM y PMSF, que pennaneccn sin cambio (Figura 7). 

Con respecto al porciento de degradación a través de cuentas ob

servamos que la colágena sola incubada 24 horas con la fracción 20-65 

presentó 16.25:;;; en presencia de PMB, 21.33::; con PMSF y NEM, O'::·, con 

DTT, 10.521. y con beta mercaptoetanol, 13.07'{, (Tabla 9). Observamos 

que el PMS, DTT y betamercaptoetanol incrementa la actividad y el PMSF 

y NEM la inhiben. Cuando se incubó con tripsina o con inhibidor de 

tripsina observamos una disminución de la actividad colagenol ítica (Ta 

bla 10, Figura 8) y a través de fluorografia encontramos que la activi

dad medida está compuesta de 2 partes, una que corresponde a una pro

teasa de serina que degrada los fragmentos de colágena y que es inhibi

da por el inhibidor de tripsina y la otra que corresponde muy probable

mente a una colagenasa (Figura 9). 

iii) Actividad colagenolitica sobre el péptido sintético !JlP-Pro

Gl i-Gl i-Ile-Ala-Gl i-0 de la fracción 20-65 en presencia de inhibidore's 

y activadores de proteasas. 

Cuando se incubó la fracción 20-65 con el péptido sintético no en

contramos actividad, ni en presencia de PMB, NEM, DTT y beta mercapto

etanol a diferencia de un 29.09t de actividad cuando se incubó con PMSF 

(Tabla 11). 



TABLAS 

ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE BAZO HU:1A.'l0 SOBru:: COLAGENA 

ENDOGl::NA A sm~I DE CaC12 

TO 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

96 horas 

120 horas 

PORCIE)ITO DE DEGRJ\DACIO~ 

0.92 

2. 88 

4.43 

3.66 

3.70 

3.99 

n = 4 

Bazo No. l 

Incubaci6n de homogenado total de bazo humano a 37ºC a 

diferentes tiempos, referido a la colágena total del 

homogenado sin incubar. 



TABLA 6 

TANTO POR CIENTO DE DEGRAOACION CON RESPECTO A LA COLAGENA TOTAL EN 

_FILTRADOS POR XM100 DE HOMOGENADOS DE BAZO HUMAt~O A DIFERENTES 

CONENTRACIONES DE CALCIO 

To 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

5mM 

1.85 

2.73 

9.40 

11. 75 

1.06 

2.72 

11.11 

8.86 

20mM 

1.95 

2.82 

19.45 

33.36 

1.60 

9.04 

8.35 

3.77 

Homog - (homog + EOTA) referido al iooi de colágena del homogenado 
sin incubar 

n = 4 

Bazo No. 



TABLA 7 

TANTO POR C!EtlTO DE DEGRADACION CON RESPECTO A LA COLAGErlA TOTAL EN 

EL SOBRENADAtlTE Y FILTRADO POR XMlOO, PRECIPITADO CON TCA, D!OXANO

METANOL Y CENTRlFUGACION DE HOMOGENADO DE BAZO HUMANO A 20mM DE CaCl 2 

fi 1 trado SN del SN del SN del proceso 
XMlOO centrifugado P.roceso TCA con Oioxano-Metanol 

To 0.76 3.75 1.81 2.28 

24 horas 2.12 4.15 3.45 3.94 

48 horas 3.25 4.52 3.94 4.35 

72 horas 3.31 5.29 S.32 5.92 

n = 2 

Bazo No. 2 

La colágena total se refiere a la colágena en el homogenado sin incubar. 
No se toma en cuenta las fracciones incubadas con EDTA, por que no inhibió. 



TABLA B 

lt1CUBACION DE LA FRACCION 20-65 CON COLAGENA 3H 

TIEMPO DE CUENTAS 7 .. DE COLAGENA 
INCUBAC!ON DEGRADADA. 

To 350 1. 72 

24 horas 3 719 18.28 

48 horas 3 571 17 .56 

72 horas 3 262 16.04 

96 horas 4 044 19.88 

120 horas 3 696 18.20 

[ (20-65) + (Clg 3H)] - [ (20-65) + 

INCUBACION: 

12,5¡il F 20-65 + 12.5¡il Cl9 3H 

202.12 )19 prot. + 21.34 }19· clg. 

30ºC 

(Clg 3H) 

Cuentas total es de co 1 ágena 20 339 CPM 

n=2 

Bazo No. 3 

)lG COLAGENA 
DEGRADADA. 

o 
3.89 

3.74 

3.42 

4.24 

3.88 

+ (EDTA)] - To 



TABLA 9 

ltlCUBACIOtl DE LA FRACCJON 20-65 CON COLAGENA 3H EN PRESENCIA 

DE ACTIVADORES E INHIBIDO RES DE PROTEASAS 

JNCUBACJON CUENTAS POR PORC 1 EtnO DE )JG DE COLAGENA 
MINUTO DEGRADAC 10!1 DEGRADADA 

20-65 + EDTA 2 508 

20-65 + Clg 3 255 16. 25 3.45 

20-65 + Clg + PMB 4 272 21. 33 4.46 

20-65 + Clg + PMSF o o o 
20-65 + Clg + NEM o o o 
20-65 + Clg + DTT 2 108 10.52 2.23 

20-65 + Clg + beta-

mercaptoetanol 2 168 13. 07 2.74 

Co 1 ágena To ta 1 20 022 

[ (20-65) + (Clg 3H) + (lnh ó Act.)} - [ (20-65) + (Clg 3H) + (EDTA)] 

n = 4 

Bazo No. 3 



ltlCUBAC 1 o u 

20-65 + Clg3;; 

20-65 + Clg3H + EOTA 

20-65 + 5 µg Tri p 

20-65 + 10 )19 Trip 

20-65 + 20 }19 Tri p 

20-65 + 10 )J9 lnh 

20-65 + 25 µ9 1 nh 

20.65 + 40 )J9 lnh 

20-65 + 60 )19 1 nh 

20-65 + 100 JJ9 lnh 

20-65 + 5 )19 Trip + 25 ,ug l 

20-65 + 10 ,ug Trip t 50 ¡ig 1 

20-65 + 20 ,ug T + 100 ¡¡9 l 

Cuentas Totales 

TABLA 10 

EFECTO DE LA lRIPSINA V EL INHIBIOOR 

OE TRIPSINA SOBRE LA FRACCION 20-65 

i 
CUENTAS DE ACTIVIOAO 

3,401.60 10. 75 

427 .60 o 
1,571.60 3.02 

2, 14~.60 5.48 

3,194.60 9.SB 

1,627 .60 3.26 

1,904.60 4.43 

2 ,609. 60 7 .40 

2,584.60 7 .30 

2,344.60 6. 28 

1,408.60 2. 33 

1,484.60 2.66 

2,248.60 5.85 

23,680.60 

( {20-65} + !Clg3H) t { T ó 1 l - { Clg3H t EDTA} 

n= 4 

Bazo # 3 

JIG OE COLAGENA 
OEGRAOAOA 

3.57 

o 
0.49 

2.25 

3. 35 

1.71 

2.00 

2. 74 

2. 71 

2.46 

l.4(3 

1. 56 

2.12 

24.85 A9 Cl9 



TABLA 11 

ACTIVIDAD SOBRE EL PEPTIDO SINTETICO 

DrW-Pro-Gl i-Gl i-11 e-A la-Gl i-Gl i-D 

DE LA FRACCIO~ 20-65 EN PRESENCIA DE 

INHIBI DORES Y ACTI VADORES DE PROTEASAS 

Incubación % ACTIVIDAD 

20-65 sola o 
20-65 + PMSF 29.09 

20-65 + PMB o 
20-65 + NEM o 
20-65 + DTT o 
20-65 + Mercapto o 

{20.65 + Péptido) - (20-65 + Péptido + EDTA) 

n=2 

Bazo # 3 



ºlod• 6 
l>tQtadacidn 

4 

2 

., 

o 24 

n•4 
Sato No. t 

FIGURA No. 2 

48 72 96 120 horas de 
lncubociÓn 

Actividad colagenoHtica de bazo humano sobre colágena endóciena a 5mM de CaC1 2 
Incubación de homogenado total de bazo humano a 37"C a diferentes tiempos, re
ferido a colágena total del homoqenado sin incubar. 
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% de degradación con respecto a la colligena total en filtrados por XMlOO de honíogenados de barn 

humano a diferentes concentraciones de calcio Homog-(Homog + EDTA) referido al 100'% de colágena 

del homogenado sin incubar. 
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FIGURA No. 4 

48 

Flllrado XMIOO ()---O 

SN centrifuQodo 6--4 

SN TCA it--9 

SN DIOX- !Aet. ._. 

72. horas de 
IncubociÓn 

% de degradación con respecto a la col.ágena total en el sobrenadante y filtrado por XMlOO 
de homogenado de bazo humano a 20 mM de Cac1 2. 



- 30 

20 

10 

o 
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Blllo No. 3 

120 horoa de 
IncubociÓn 

% de degradación de la colágena 3H incubada con la fracción 
20-65 
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FIGURI\ 6 

GEL DE l\CRILAM!Ol\-SOS l\L 7't O_E __ L~CUBAC!OH OE LA rRACCl_O!l_ 

_2_Q_-_6_5 Y _S_! ll_![_)_T !~ 

2 

Carriles: 

1.- 40 ¡11 Cl9 311 
2.- To 
3.- Incubación 24 hor.1s 
4. - Incubación 24 horas + EOTA 
5.- Incubación 4B horas 
6.- Incubación 4B horas + EOTA 
7.- Incubación 72 horas 
8.- Incubación 72 horas+ EDTA 
9.- Incubación 96 horas 

10.- Incubación g'i:; horas + EOTA 
11.- Incubación 120 horas 
12.- Incubación 120 horas + HlTA 

Incubación: 
Fracción 20-65

1 c1931t 
12.5µ1 + 12.5µ1 + 

Tris llCl pH 7 .B 
12.5 )11 

13.267 µg de proteína por carril 

1('1 11 12 

. . ¡ . -~ 

...... -..._,._ ._.,. ,. - ~--.. ~ ~ -. , __ ,, '.';'!' ¡_ ~ .>tl!!l':i:a 
.~ 'ª 4 • 

n = 2 
Bazo Ha. 3 

Elcctroforésis de la incubación a diferentes tiempos de la fracción 20-65 
del homogenado de bazo humano en presencia y ausencia de EDTA. 
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GEL DE ACRILAMIDA -SOS AL 7% DE LA !t1Cl!B~CI0'1 D:: U, FQ/.CClO~i 20-65 CQt: DIFERENTES ACTIVA]l_Q_llj:~ 

MUESTRAS Slll HERVIR i'1~1TES DE CORRERLAS 

2 4 5 6 7 8 9 10 11 
-··---__,-.,-----· -------- 11.: ;. ' ~4'60I-' ·'•!'··· 

~ ,;::::¡-::-" ;--,.:.-;:;:-.. --
bandas 1 

bandas 2 

Carril: 
1.- C1g 3H sola 
2.- Clg3H + EDTA 
3,- 20-65 solo 
4,- 20-65 + EDT§ 
5.- 20-65 + Clg H 

n = 4 

!' f:' :' 
~~ \..;;.;?. .... ·' ""''. . ./ ·. ..... . ·.~ 

·- .. \4oM. - -........... 
e :e * ._ -

Carr i 1: ! ncubac ión 
7. - 20-65 + Pl·'.B 
8. - 20-65 + llEM 
9.- 20-65 t PHSF ~ Clg- 3H 

20-65 + Clg 3H + !nh/Act. Tris 7.8 · 
12.5µ1 12.5µ1 X_ 12.§}ll 

10. - 20-65 + OTT 
11.- 20-65 +beta-

Bazo !lo. 3 mercaptoetanol 

Electroforésls en geles de acrilamida sgs al 7%. 
Incubación de la fracción 20-65 con Clg H en 
presencia de inhibidores y actlvadores de protea
sas a. JO'C durante 24 horas. 
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..... 
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2 3 4 15 

-· "'" .. ....... . ,. • ... ..-j~. 1 ; ............. . .... - ~ -- ·--~!.,, 
. ... \ ' i ~~ -~ J. l. 

Electroforésis en geles de ,\crila:nica -SOS al 7;,, ~ctivación de la fracción 20-65 
de homogenado de bazo hu::iano con triQsinl ó !nhibidor de fripsina e incubado con 

ClglH 24 horas a 30'C 

Carriles: 

1.- Clg 3H + 20-65 
2.- Clg 3H + 20-65 + EDTA 
3.- Clg 3H + 20-65 t 5 µg Tripsina 
4.- Clg 311 + 20-65 t 10 .ug Tripsina 
S.· Clg 3H t 20-65 + 20 .ug Tripsina 
6.- Clg 3H + 20-65 + 10 µg lnhibidor 
7.- Clg 3¡.¡ + 20-65 + 25µg lnhibidor 
B.- Clg 3¡.¡ t 20-65 t 20-65 t 40µg lnhibidor 

9.- Clg 3H + 20-65 + 60 ,ug lnhibidor 
10.- Clg 3fl + 20-65 + 100 .ug lnhibidor 
11 .- Clg 311 + 20-65 + 5 ,ug Tripsina + 25 )Jg Inhibidor 
12.- Clg 3H + 20-65 + 10 )Jg Tripsina + 50 µg lnhibidor 
13.- Clg 3H + 20-65 t 20 ).19 Tripsina + 100 µg lnhibidor 
14.- Clg ~H sola 
15.- Clg H + EOTA 

n • 4 
Bazo # 3 



FIGURA 

EFECTO DE LA TRIPSIN~. E HIHIBJOOR OE TRtPSIN1\ SOBRE LA 

FRACCJO!I 20-65 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 .... 
I~ ..:..: 

rl!~ ; 
• "'" 

• • ---• it.:J. __ ,,.. 

J~ -· 
Autorradiografía de la electroforésis en geles de acrilamida -SOS 

al 7% de la figura anterior 

Carril es: 
1.- Clg 3tt + 20-65 
2.- Clg 3u + 20-65 + EDTA 
3.- Clg 3tt + 20-65 +.S,ugTripsina. 
4 - Cl 9 3H + 20-65 + 1 O pg Tr 1ps1 na 
s'.- Clg 3tt + 20-65 + 20 µg Tripsina 
6.- Clg 3tt + 20-65 + 10 µg Inhibidor 
7.- Clg 3tt + 20-65 + 25 µg lnhibidor 
8. - Clg 3ii + 20-65 + 40 µg Jnhibidor 

9.- Clg 3tt + 20-65 + 60~g lnhibidor 
10.- Clg 3H + 20-65 + 100 µg lnhibidor 
11.- Clg 3¡¡ + 20-65 + 5 µg Tripsina + 25 µg Inhibidor 
12.- Clg 3H + 20-65 + 10 µg Tripsina + 50 µg lnhibidor 
13.- Clg 3tt + 20-65 + 20,ug Tripsina + 100 µg Inhibidor 
14.- Clg ~H + sola 
15.- Clg 4 + EOTA 

n = 4 
Bazo # 3 
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V DISCUSION 

El bazo es un órgano parenquimatoso ampliamente estudiado desde el 

punto de vista inmunológico, pero se sabe poco de su actividad colage

nol itica. La infonnación concerniente a su actividad proteolítica se 

debe a Hedin (124) que en 1904 demostró en bazo de bovinos la presencia 

de proteinasas activas a pH alcalino. Lo Spalluto (125) en 1971 demos

tró en bazo humano la presencia de proteinasas neutrales activas en con

tra de hemoglobina e inmunoglobulinas con una actividad máxima a pH 7-8, 

parte de esta actividad mediada por proteasas de serina. Traskey Be 

Barret, en 1976 demostraron que la actividad proteolítica de bazo humano 

a pH neutro estaba dada por dos proteasas de serina, una elastasa y otra 

catepsina G; y Ohlsson y Olsson en 1974 encontraron que la elastasa de 

bazo y de neutrófilos eran la misma proteína, así como la catepsina G 

de bazo y una enzima semejante a la quimiotripsina de polimorfonuclea

res; ambas enzimas hidrolizan hemoglobinas, fibrinógeno, caseína, azo

caseina, colágena y proteoglicanos. Probablemente estas enzimas de 

bazo se originen de la población de neutrófilos presentes en este órga

no (126). 

La actividad colagenolitica que encontrarnos corresponde a 2 tipos 

de actividades, una inhibible con inhibidores de proteasas de serina 

como elastasa y Catepsina G, descrita por Rhodin (127) que solubiliza 

a la colágena probablemente para hacerla más accesible a las colagena

sas, con mas preferencia sobre colágena tipo rr aunque en el bazo hu

mano los tipos de colágena presentes son I, y III (127, 128) y otra, una 

actividad colagenolitica inhibible por quelantes de calcio que muy 
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probablemente corresponda a una colagenasa. 

Aunque queda demostrada la existencia de actividad colagenolítica 

en el bazo humano, debida muy posiblemente a una colagenasa, no pode

mos asegurar nada hasta que la tengamos más purificada que la fracción 

20-65 por cromatografía ya que por membranas de ultrafiltración, cen

trifugación y precipitaciones esto no fue posible. En el laboratorio 

hemos observado la ineficiencia de estas membranas en la selectividad 

real de tamaños moleculJres (112). Así como lograr que los patrones 

de inhibición de la actividad en presencia de quelantes de calcio (EDTA) 

sean muy constantes ya que en la primera y segunda serie de experimen

tos (Gráfica 2 y 3) los resultados parecen no reproducirse oor la fal

ta de inhibición del EDTA a pesar de haberlo usado a una concentración 

ocho veces mayor que la de calcio. 

También es de interés el poder demostrar la estirpe celular del 

bazo productora de la enzima y de esta manera discernir la posibilidad 

de que provenga de polimorfonucleares. Esto solo representa el ini

cio de una serie de experimentos para conocer la actividad colagenoli 

tica de este órgano y poderla comparar con la· de otros tejidos sobre 

todo humanos en donde hay una gran cantidad de estados patológicos en 

la regulación del metabolismo de la colágena. 
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VI CONCLUSIONES 

1.- Existe actividad colagenolítica en los homogenados de bazo humano. 

2.- Esta actividad es inhibible con quelantes de calcio como EOTA. 

3.- La concentración óptima de calcio para la actividad colagenolitica 

es de 20 mM. 

4.- Algunos inhibidores o activadores de proteasas como el PMSF, PM!l, 

N-etilmaleimida, DTT y Beta-rnercaptoetanol influyen en la activi

dad colagenolítica. 

5.- La presencia de tripsina o de inhibidor de tripsina de frijol de 

soya en la incubación, inhiben una parte de la actividad, efecto 

de la presencia de proteasas de serina en la fracción 20-65. 
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