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Introducción 

EUTBRIOS ea uoa de laa dos infraclueti de la subclase Terioe, que est.al enmarcada en 

la da.e MamÍferoe. Un hecho dea\acado de ee\a iofraclase es que loe descendien'es de 

loa cuteri09 aufreo un coo•iderable desarrollo en el in,crior de la madre antes de 11u 

nacimiento y 80D alimenl.adoe mientras cst.án dentro por un 6rgano especial llamado 

placenta. La lnfraclue Eut.crioa -comprende varioe órdenes. uno de los cuales es el de 

la. Primate:., que incluye a loa ecres humnnoe.1 

El proceso biológico que establece lu condiciones anatómicas y fhriol6gicae para 

que 1- crfl!lfl puedan mantenene albergadas denho de la madre durante un perÍodo 

relativamente prolongado ec conoce como implnnt.aci6n. 

La forma mú aencilln. en que Ja implant.aci6n puede ser descrita consis1e en definirla 

como la unión del eomeptu y el út.cro. El término eoneepC., ae uliliJn paro hacer 

referencia al huevo 'JI a todoe aua derivadoe desde el catado de fertiliaación haat.a el 

aacimicuto. Se ha determinado que la fertilisaci6n y el desarrollo del eoncephu a t.rav~s 

de loa estadoe de cigoto, eegmcotaci6n y mórula ocurren en el oviducto pero, cuando 

el eo11007hu humano ee conviert.e en un blaidocis\o -aproximadameo\e al cuar\o d:a 

de1pu&I de la ovulaci6n- &t.c es hansfcrido al interior del útero. 

La .erie de even\os de la imple.nt.ación en el humano inicia con el conlac\o rl'.sico enhe 

el blaat.ocilto y el ót.ero. Laa dlulu t.rofoblAñicaa interaccionan con la capa de dlulas 

cpiteUalce del endomet.rio 'JI atraviesan la membrana basal que las sustenta, invaden el 

ct\roma --ee dceplaun o migra.n a t.rav~ de él-, y eat.ableccn comunicación con el 

ei11t.ema circulatorio uterino, eliminan.do la pared de loe Va&OB snngu[neo& endome\tialee. 

Eñe prOCC:IO remulla en la formación de la placenla humana bcmocorial en que los t.ejidoa 

feiaJee c.t.in const.ant.ement.c bañados por aangre materna. (Figura 1.) 

La implantación y dcaarrollo de la placenta están limit..adoe al embara10 t.emprano. 

IMPLANTACION 

Lm elemeniol: que participan en el establecimiento de la implantación son el blaatocist.o 



Figura l. lmpl.Antaci&n blutocfatica, Ell 
este esquema., la. partt' antf'rior del d. tero t!U. 
orientacla, hada la iZquierda. La.a primera. eta
r~~ <i<"l dt"u.rrollo dd <'.'onccpto 11t' manific-1ta.n 
dura.nito 111 n-corrido por el oviducto (1). El 
bl1LSto-:iato, tn cambio, ("Ompleta. au form1Kión 
en d utf'ro, y envuelt.:i aún por el oolf'ma, 1e 
llM a.J f'ndometrio, normlllmente en la paM 
pc.stt-rior y cerca de la !Inf'& media (U). Ya 
aia ninguna cubierta, ti blutociato i11ki1. la 
invaaión df'I endomf'trio (lll). (Modificado de 
Ooving IU'ld Lanen, 1988.) 



y el 1hero. 

El blaatocis&o ca una de las et.apu del dcaarrollo on,ogen~&ico del organismo. Se 

originan part.ir de Ja mórula cuando se acumula fluÍdo entre eua c~lulaa, form,ndoee una 

cavidad cent.ral conocida como blaeSocele. En el blaaSociet.o aparecen lu primeras IÍneaa 

cedulares diferenciadae; de hecho, las célulaa blaatoda,icM ae organiun en embrioblneto 

y hofoblaato.' 

El embrioblas&o es Ja masa celular interna localinda en un extremo del blut.ocele. 

Eetá deatioado a formar el embrión. El trofoblaa&o ealÁ situado en la periferia del 

blut.ociato, envolviendo al blastocele y aJ embrioblaato. El trofoblaa'o tiene como 

función contactar el tejido materno, invadir ~te, y formar la placenta y ohu estructuru 

exlraembriónicas que apoyan al fc&o durante el embaruo, pero que son separada.. de 

la descendencia y de la madre en el nacimien&o.l 

Por oha porte, el útero anal humano ce un órgano ~lvico ubicado en la IÍnea media, 

inclinado un poco hacia adelante, conlllt.itufdo por una pared erueea y una cavidad 

cilfndrica con un t.cnue aplanamicnt.o antcropoelcrior. Oc la cima hacia abajo el dtero 

presenta tres resiones principaJes: fundus, corpus y cervix. El fundus &apa al dtero, el 

corpus inicia al nivel en que desembocan los oviductos, y el cen-ix, en la parte inferior 

del útero. que lo comunica con la vaaina.' 

La pared del útero está conatrufda de trre capas concéntricaa. La máa int.erna, de 

cara al Jumen ut.erioo, de pocos mllimctroe de groeor, ea el endomehio. La media, 

gruesa, formada por músculo liso y VB!Hl8 eangufneoa que ac orientan hacia la superficie 

del útero ea el miomct.rio. La cubierta exl.erna y delgada, cooati&uye el pcrime&rio.3 

La capa de Ja pared del útero que interviene en la implaotaci6n del blutocisto es 

el endometrio. El endome&rio o mucosa ut.erina eaU compuesto de epiielio y Ntroma. 

El epi&elio, que recubre al Juni.en ut.erino, ca columnar simple. El eahoma es el htiido 

conect.ivo y vaacular que subyace al epitelio. El epitelio forma al4ndulas t.ubularea 

simples y ocasionalmente ramificadas, que se extienden dentro del eehoma e inclusive, 

llegan hasta el miomc&rio. Las 2.ldndulu contribuyen a alimentar el eoncepl•• durante 

11u faae biatotr6fica. Laa gl.4.ndulae y el oahoma v1:ufan de acuerdo a eu profundidad en el 

endomet.rio. De acuerdo con esto, tres cetrat011 cndometrialca pueden ser diatinguidoa: 

la 1ona campada, la funcional y el es&rato basal.'·' (Figura 2.) 

8n el endomet.rio se efect.llan un conjunto de fen6menos que permiten o facilit.an 
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Figut• 2. Edraliflcncldn dr.I endomctrio. El e!ndomt.•trio puede Bf!t su bdivididu f'll cuatro zonu: La zon!l 
1 eeti5. conadhJdn. por epitelio luminrJ y por una J.-lg'"11l ..:apa de "troma. La 'tona 11 se diatingu~ r•.•r 11n 
predomlnio de la maltÍJ f'Xlra.celulu sobre lu gli..ndnlu, qne exhiben un Ha.zo recio y perprndicular a la 
superficie. Los do5 ¡•rimer.:is estratos ,·onfig11r~ 111. zonn. •:•:>mp . .;::111.. ¡,., lN!ll 111. -:n •:n.m1'k. ·>:1• o::in•Jti!IJ, 
de formr. irre-gul!Lt, ra..mifica.d.aa y muy apiñadu. ÚIJ. zona es conocida como esponjou, y jnn\o con la. :ona. 
11, redbe el nomb~ df' fond.,na.I. f.n In Zl•DI\ IV, r"~r tlltim<', la mitriz "~t!'ttcelu\nr "" i~n'ln., ~ ]r,., :i.r1 .. rii' 
Cormu espirales. Ea conocida como la. zona o estrato basal. Durante la in\·aaión, <'l trofoHa:<t0 drbr :itrau~ar 
loa l?T6 primeroe estra.\O!I prm1. a.lcannr IM añf'till.'I f'~pirri.l"· .1.~nde lll pte"!ión y \'O\umen ~&DgtlÍne.i~ r•1Men 
llenu lm espadoe intervelloaos. (Tomado de Dovinii. s.nd Larseu, l98d. l 



Arteria• ••Piral .. \) 
IV 

Fipra 2. E1trntiflcnci6n del endomeltio. El endometrio puede ser subdividido t-11 cu airo zonM: l.a zona 
1 está constlt11fd11. por epitl'lio h1minal y por una J~lga.111 ~·apa Je ~troma. l.a wna 11 'e .Jistinliu,. ~"·'r •tn 
p~ominlo de la matríz extra.celular sobre la.!! gliindnla.s, que exhiben nn traro recto ). perpendicular a. la 
superfid(.'. Los do!! ¡1rim~l\.,, c:!ltrat~ .-·onfig•Ha.n In. inn11 c•:omp~l·ta. t .. wn11 111. ~n °:11m~; . ., <··11• e.'.ind•1l1n 
de forma irregular, ra.mifil•a1h.'I y mny apiiiadll!;. ÚIJ. uina es conocida. como espl1njou, ~·;unto con ha 1-0n:i 
11, recibe t'l nombre di" íunci0nal. En 111 ~l·na IV, P''t úhimC", la m:i.trÍz "'(tra,· .. lulttt .. ~ i· 11'11, y 111• H'"'ri-1~ 
Conna.n etpirales. Es conocida como la "t.Onao estni.to baaal. Durante la innaaióo. ~·I trofo~i~IL' di::b..- :itran·sar 
Joe tres rrimeron f:Stra.tos p!lr!i. 11.lca.nzlU' IM 11.rteri11..'I ""piral~ • .¡.,nd(.' la Prt"'li<.'in y mluml!'n SllbS'lÍhl!'•'~ r•1Ml!'n 
Uena.r le» espa.doe inh:rvellotos. (Tomado de 80\·in1t and L~en, 19dd.l 



la fmplantaci6n del blutociato: estos acontecimient.oa son globalmente denominadoe 

como sensibilisaci6n o receptividad uterina. La sincronisación entre la manifestación 

de la eenaibilidad uterina y el desarrollo del blastocisto e& imprescindible para que se 

e.tablcsca una comunicad6n o acñalilacicSn adecuada que hagn posible el dcsencade-

namienk> del proceso de implantación.'·' 

El perCodo de &lempo durante el cual el endomctrio ee recept.ivo ni blaatociato se 

denomina "ventana" de implanlación. En el humano, la ventana de implantación se 

extiende dcede el dfa 6 al dfa 1 dcepui&e del incremento en loe nivclee de hormona 

lu'cinisan&e. Mú ali' de ca&e lÍmite el útero pierde su rcccp&ividad y IJega a ser in

diferente, refractario o tóxico al bl.utocisto, lo que con frecuencia se maniflcs&a en 

abor&011.1
•
1

•
1 

La receptividad en el huma.no es controlada por In acción aincrg~&ica de dos hor

monas eateroides: estrógeno y progesteronn. Se ha determinado experimentalmente 

que la relación a la que cet.r6gcno (~) y proa:caterona (P) deben someterse pa.ra esti

mular la 11enaibilisación debe iaer menor a 0.05, es'o e., E,/P < 0.05.' 

La. rucoe morfol6a:ic011 diagn6..Ucoa de receptividad uterina en el humano pueden 

det.ect.a.rsc en toda la capa endometriaJ. Las célulu epiteliales exhiben una mit.ocondria 

aisante rodeada por redculo endoplaam,tico rugoeo, un siatema de canal nucleolar y 

separación de laa interdigit.acicncs de laa membranas en la par&e media y baaaJ de 

la pared lateral. En el e11troma, casi la mitad de lu célula.e de tipo flbroblatoide 

modiflcan •u forma, rcdondeáodoec, para couvcrtirac en células "prcdcddualce", con 

nddeo vaicular y cit.oplaama claro y abundante. Otras célulaa se contraen originando 

pequeiioe aranulocitoe cndometriaJee esférieo&. La sana compacta ac vaacularisa (de 

eetc modo la circulación materna es más acccaible aJ corucp•u). Simultáneamente, las 

células prcdccidualea quedan encerradas en "ccs&oe" de fibras de coUigena que también 

cabreo densamente a a.l.4ndulu y vasos:'-'·' 

El bl.aatod.t.o humano entra en In cavidad uterina alrededor del dfa cuatro deepués 

da la ovuladdn. FA transferido aJ si'io de implantación por medio de ondas de con· 

'rACCidn qua 9C originan dCGdc el cervix y deede la vecindad de la unión uterotubal. 

La implan&.aci6n normalmente ocurre en el corpus con máa frecuencia aobrc la pared 

podarior que eobre la anterior y cerca de la lfnea media.2 

Em'cn do. cshuct.uraa acelularee que cubren al blastocisto duran&e su estancia en 



el út.ero. Estas envolt.uru son la 1008 pelúddo. y el moco uterino. 

La 1008 pelúcida u oolema ea una corle•& pálida que rodea por completo al eoneephu, 

elaborada de mucoprot.e(nas que se depoeilon mient.ras el óvulo cal' en el ovario. Eet.a 

envohura le permile o.I blut.ocislo eat.ableccr una unión iueepccffica primaria con el 

endomdrio. Máa t.arde, el oolemn ea perforado o removido ap.arent.cmenle por un 

ract.or proleolhico ulerioo dependient.e de eet.rógeno denominado "fact.or iniciador de 

la implant.ación" (llF).• 

El flu{do ulerino o moco ea considerado como un medio de int.ercambio y adhesión 

enlre el blutocialo y el úlero. En el humano ce poco abundante, ya que apenu 

humedece al epit.elio.1 

Deepu~ de que la 1ona pelúcida es degradada, el blaat.ocialo se fü8 al Mero por el 

bernlderio abembriónico (polo en que ac sitúa el embrioblast.o).1 

Por olra part.c, duranle el proceso de invasión del endomelrio, el lrofoblaat.o inte

racciona con el epitelio en forma parUcular dependiendo de la capecie que ec con1idcre.• 

Se cree que el d.rca en que ocurre la inVttSión eslá relacionada con la presencia de VUOll 

sangu(neoa en la compacta (bemot.ropiamo)." 

La invuión cent.inda con la perforación de la membrana basal y el desarrollo de 

proyecciooea &rofoblútlcu dentro del eotroma.10 La horadación del endomelrio ha sido 

at.ribuÍda a proteinasas secretadas por el trofoblasto.'·"·'º•11,u 

Duranl.e la invaaión, la porción del lroíoblast.o que hace conlact.o con el endom<:lrio 

prolifera y forma doe capas: una externa, en que wrioe nuclcoe comparten un cit.o-

pluma continuo denominada sincit.iotrofoblast.o, y ot.ra interna, detrú del 1incit.io, que 

origina a bit.e, de dlulas uninude.adaa («lulas de Langhana), que recibe el nombre de 

citolrofoblut.o.2• 1s 

Las célula.e cit.olrofobl&slicas producen la hormona gonadot.ropina coriónica (hCO), 

que se ha relacionado con el maot.enimieolo del cuerpo hheo, que de cal.a forma cont.inda 

produciendo progcst.erona, habilil.ando al cndomctrío como un .. lecho esponjoso".• 

El úUimo paso en la inV1U1iÓn blast.ocfat.ica coneiat.e en til envolvimient.o de loa vaaoe 

eanguÍneoe del eelroma y en la remoci6n de •u• parcdee (int.rava.a.aci6n).u En adelant.e, 

el hofobluto procede A coucret.ar la formación de la placenta (placentación). 

Al inicio de Ja invnsi6n aparecen nlgunoe espacios dentro del einciliotrofoblaato con 

el nombre de la.aunas, que se originan duranC.e la pcnet.ración de loe vasos mal.ernoa. Las 



lagunu eon eooductoe deaprovia\oe de sangre. Ea\e flufdo circula a través de IH lagunna 

btui\a que la inVllllión avansa a la regi6n de laa arh!rias cspiraJadaa, donde la sangre corre 

con auflcien\e presi6n y volumen para llenar esoe conduc\oa. (Figura 2.) Mien\ras esto 

•ucede, tu laguna• 11.umen\an aus dimensiones. se fusionan y constituyen 106 espacios 

inlcrvctlosoe, que ~ establecen en la región media del \rofoblasto, <li'fidéndQfo en doe 

placas: la bual, que man\iene eon\acto con el C!ll\roma, y la cori6nica, que se dirige a la 

cavidad amni6\ica. De aquf en adelante la sangre ma\erna fluye a \ravéa de loe espacioo 

wlloem limiladoe por el \rofoblu\o, coneolidtfodoee el patrón hilsico de la circulación 

materna en la pJaccn\a.2 

Alaunae hebras de hofoblasto atraviesan el espacio intervclloso. Son conocidas 

como velloeidadea de anclaje. A partir de ellas y \ambién desde el plato coriónico 

crecen velloeidadee librea dentro del espacio intervelloso. 

Lu vello&idadea ae desarrollan a trav& de tree csladoe. Una vellosidad primaria es 

un bro&c de 11incitiolrofobluto que contiene un centro de chohofobloeto e61ido. Una 

velloe:idad 1ccundaria 9C forma cuando crece un coruón mcsoblútico laxo dentro de una 

vello.idad primaria. En la velloeidad terciaria peniste la adición de vasoa sangufneoe. 

SimulUnement.c con cata diferenciación, las vellosidades crecen, se ramifican y ec cn

treluan, an1U1tomos4ndcse, conformando un lóbulo placent.a1 o cotiled6n, en cuyo seno 

circula la sangre materna. 

Las vellosidades de anclaje exhiben una proliferación eccundaria, en que el ci\oho

fobluio crece hacia afuera a t.rav& del eincitio y dentro del eshoma. formando las 

colamnu celulares ci\o&rofoblúiicaa, Que de nuevo originan sincit.io, que se desplasa aJ 

ederior c.omo hebra1 o como células gigantes sepa.radas, que tocan al miomctrio.u 

El piao del cepacio in\ervelloeo consiet.e del ci\.otrofobluto de las columna& celulares, 

ademú del sincit.io perif~rico y de dcddua. 

Los vnaoe .a.nguÍneoe QUC proliferan den\ro de la11 vellosidades se unen a vn808 que 

crecen por fuera del embrión (capilares del soco alan\oico), completándOl!!lc uf el pahón 

búico de circulación concept.al de la placent.a. 

A partir de que loe pahone. búicoe de circulación hao sido est.ablecidos, se al

ean1a una apoeicidn de circulaciones conceptn.I y materna por medio de vellosidades 

vaKulari111du •Umeru:idas en sangre materna que fluye a havéa de un capado Jimi\.ado 

por hofoblut.o. De Me modo ae uien\.an las bases ana\dmicu para el intercambio 



fleiológico. 13•14 (Fisura 3.) 

La forma defini&iva de la placenta humana es producto de la desaparición de vclloai

dadcs de todo el córion, excepto en la aona que mantiene con&ac&o con la circulación 

materna. Debido R que el proceso de inV1U1ión termina al inicio del ecgundo himce&re, 

el incremento en groaor de Ja placenta ec efectúa por un aumento en el tamaño de las 

velloaidades del córioo frood08um con simuhánea expanaión del espacio intervelloeo. 

La placenta humana es un órgano en forma de disco, que al final del embaruo aJ

cansa uo di.&meho de 15 a 20 cm. En t6rminoe generalM, aua poincipa.lee caracterfs,icas 

morfoI6giCM incluyen i. su diferenciación en dos ca.raa: una fetal, donde se ext.iende 

la red de va.eoe sangufneQtl que nace a partir de los vne<>& umbilicalet1 o aJa.n,oicoe, 

que auminia,ran la. sa.nare fc&a.1 --condición que la diaUnaue como una pJacen,ación 

corialantoica-, y una cara materna, en la que es posible identificar a la., velloaidadcs 

cori6nicaaen eirtrecha relación con la decidua basal --debido a la presencia de cata mem

brana, la placen'ª humano ha aido ca.h.logade como dcciduada-. y ii. au localisaci6n 

cx&racorpÓrea. En abo sentido, 11us caracterf11ticaa funcionalee implican i. crecimiento 

y desarrollo comple'oe dentro de un perfodo de vidn limitado (quo en el hombre llega a 

36 ó 38 semanaa), 11in afectar la salud materna, y ii. adaptaciones anatómicas a diver8A8 

&areas aue abarcan 'ransoor'e de aascs v metabolUoa desde v hacia el feto. eliminación 

de produc'oa de desecho, y elaboración de hormonu es&eroidcaa y proteieaa.11 

A partir de un enfoque biidológico (que evahla la cantidad de tttiidoe maternos y fe

tales que encran en contacto directo en el cSrgano rnnduro) la placenta humana per,enece 

al 'ipo bemocoriaJ, en que la capa celular externn de laa velJ011idadea, el trofoblas&o, es 

bañado dircc,amen&c por sangre materna; ca decir, se han eliminado todas las capas 

uterinas, por lo que loa &~idos qun se inte:poncn en&tc laa circulaciones fetal y ma· 

terna, que conforman la "barrera placentaria", son solamente tres: trofobla11to, tejido 

conectivo y capilares vellosos (endotelio y membrana basal). De cate modo, la placenta 

hemocorial del hombre representa una relación hemohóflca, desde que la nutrición ce 

derivada de la sangre materna circulante.ll·º·18 

Según Wynn (1975) "no es exacto que una rcducci6n en el número de capaii eri 

la 'barrera placen,aria' necetULriamente es equivalente a un incremen'o en Ja cflcicncia 

placentaria. Aunque Ja tranaferenda de aualancias que atravief!l.an la placen&a por simple 

difu11ión probablemente es influÍda por el groeor de la barrera, no se ha 'ornado en cuenta 
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Figur. 3. Laa circulaciones concep.
tal 1 materna. En !11. ~.,Me ht1ma..na, 
la. placenta es el órg1.110 q11e hace pos¡. 
bl" qae la:i d~ ein-11.lncion~ lll!'g11e11 a 
estar lo s11fi{'ient~ente ~rc1.11a.<J para 
qne el ÍJ1tem1.mbio de gaacs y wtaboli
toe entre ambu se efecttit, por medio de 
vdlosida.des va¡,{'t1la.riudu aumergidu 
!D 1&.11¡re qne ftaye por Jos esplllioa ÍD· 
:modio.o.. (Stogiln Boving ud La.nen, 
1988.) 



la actividad flliolcSgice. de Ju membraaaa placent.ales, parUcularmen&e con reepect.o a la 

Í•cililaci6n en1im1hica del transporte y la pinocit.oeie."' 

O&raa cstruc&uraa acceeoriaa que se dcsa.rollan a pulir del eonuph•• son el saco de 

la yema, la aJantoidee y el amnioe." 

Por oha pa.r&e, en el ú&cro recep&ivo, el primer indicio de implantación es un incre-

mento en la permeabilidad vzuscular endomctriaJ alrededor del blastocísto --que marca 

el inicio de un fenómeno mM compliitio conoddo como reacción dcciduaJ-. Su natu

ralesa localisada sugirió que ocurre en respuesta a una señal del blnst.ociat.o. Se ha 

indlc.do que esLa eeñal puede ser fÍnica,•· 1' o puede ser df!bida a di6xido de carbono,n 

mt.rógeno1•, hi.st.a.mina'· 11 o proet.ag.landinu.'·' 

La t.ranaformación a:rndual del c:.1t.roma endomct.rial, que ac maniftest.a debido al 

condicionamiento hormonal del ólero durant.e la senaibiliaaci6n y al cet.Ímulo de la im

planiaci6n blutocfatica, de.emboca en la formaci6n de la decidua. La reacci6n deciduaJ 

puede sint.etinrac como la aparición de doe conjun&oe de eventos, que por 11u naturaleaa 

han •ido ca&.a.logadoe como gen6mic0tl y no gcnómicoe.19 El primero se di1dngue por una 

modiftcaci6n en el pat.r6n de cxpresi6o del DNA en lu c~lulas endomehiales. La eeric 

de evento. no geo6mico. incluye la con110lidaci6n de la transformación de las dlulu 

predecidualea en decidualce, de arquitectura poli~rica, jun'o con la aparici6n de ret.i

colina (fibra• delaadaa de colúena Tioo IJJ l0~1 ) enhe Mas. ademú de vuodilatación 

y permeabilidad capilar Incrementada., con lo cual el cet.roma Ilesa a ser edemat.0&0. 

E.a. rapuedu pueden resultar del efecto directo de la t.ranemiai6n de una aeiial del 

blut.oci.&o a t.rav~ de la capa epitelial por medio de la liberación de otro mena.aje y 

quid, adicionalmen&.e, con la ampliflcaci6n del menaeje bl .. &ocf•tico orisina.I. La de

cidualisaci6n C11 coneidcrada C9Cocial para una imolant.aci6n exitoea. aunque el papel 

preci.> de la decidua e. dmconocido.T 

La decidua, de acuerdo a au localilaci6n alrededor del eoncephu, ae ha c:luificado 

en &rea &ipoe: basal o •erot.ina, capeular o refteja )' vera o parietal. l..a decidua que 

esU directamente debajo del ait.io de implan\adón forma la decidua baaa.I. Rodeando 

al embri6n y 8Cpar,ndolo del reato de la cavidad u'erina en loe primeros mcsea de 

aeñaddn C8U la decidua capsular, que ae produce como reeuhado de la implan,aci6n 

profunda del emacep1 .. humano. El re.to del átero en el embaraao eatá limitado por la 

decidua parie~. A medida que el embaruo continúa, el crecimiento del huevo Uena 



la cavidad uterina por lo que las decidua.s capsular y parietal se fusionan. obliterando 

la cavidad cndome&rial. La decidua basal se incorpora paa:ivament.e en la (ormaci6n de 

la placen&a ya que ea invodida crlensamen&e por célulaa gigan&ea lrofobláat.ica11, por lo 

que t.ambién es dcaprendida en el part.o.11 

LA ETAPA DE INVASION 

U na placent.ación hemocoriaJ presupone la cxi11&encia de una capacidad migrat.oria o 

inVlllliva de los &~idoe embrionarioe en el momen&o de la implantación. 

La invaaividad es poeible gracias a la capa de célulaa trofoblásticaa en la periferia 

del blaatocis&o. El trofoblaato ce una de laa células conocidas más invuiva. Una de 

las m~orca evidenciaa relacionada con cat.a aseveración ceU dada por el hecho de que 

en condiciones experimentales la implantaci&n del huevo puede ocurrir por fuera de la 

cavidad ut.crina: el blaetocialo logra invndir loe t~ida. de la c.&mara anterior del ojo, 

de loe riñones, de loe leatÍculoa, de la cavidad periloneal, del bfgado y del balo. La 

implantación ect.6pica del blast.ocist.o, en general. t.iene un card.ct.cr mucho más invasivo 

que la impla:Jlaci6n en la cavidad uterina. E.lo úllimo eugiera que la decidua podrfa 

lencr un papel limilanle sobre la capacidad invasora del trofoblaato.• 

Ent.rc loe anlropoidcs, el lrofoblut.o con mayores poderes invaaivoe pcr&enecc al 

blaatocie&o humaoo.14 

La unión del lrofoblaalo al epilelio uf.crino es un fenómeno que ocurre en todas Ju 

eapeciea. inclueive en aquellas en donde no ha,y invasión del endomelrio (implanlación 

epit.eliocorial). 

Una ve• que el blaatocia&o se ha adherido al endomelrio, el &rofoblaato pcnclra el 

cpit.e1io; en el humano las c4!1ulaa trofobld.at.icaa se inlercalan entre las o!lulaa endom¡:. 

t.rialca buia hacer con&ac&o con la membrana basal. Durante la invaeión, la membrana 

basal repreaen\a una barrera que detiene t.emporalmen&e el avance del lrofoblaalo.22 El 

t.rofoblaa&o inicialmenle se une a la membrana y dcspu& la degrada para cont.inuar la 

invasión. 

La unión del lrofoblu&o a la membrana basal ce eepecÍfica: obeervacioocs inmuoo

hisloqufmiCA111 uliliaando aolicuerpoe mooodonalce cont.ra variBB io&egrioas han indicado 

la presencia de loa hderodÍmeroe o•a, y 0 881, que corresponden al receptor para IAmi~ 



nina Y flbronect.loa, respect.ivamen\e, 80bre la superficie de ciloLrofoblasLOi purificados, 

didribuy~ndoee a lo largo de placas de adhesión cnLre el suaLraLo y laa células.'' 

Por otra pa.rLe, a partir de la dkada de loe 40'a, ae propueo la pOBibilidad de que ensi~ 

mu proteol(Liea. de origen \rofobl.&a\ico o u\crino podrfan in\ervcnir durante el perlado 

en que IC ef'ed6a la fase de invuión. Sin embargo, la parlicipación de pro\easaa en 

a1Le evento ha •ido eaeaao.menLc documentada, En una visión reLrospecLiw de algunos 

Lrabajoe. que bao sido pubUcadoe con esl.c objc\ivo1·'·1º·u,n, puede oba.ervarse que, ai 

ae consideran en corüun\o y en aenUdo cronológico, exia\e una serie de acercamienl.oa 

proare.ivo. que LraLan de determinar la identidad de las moléculas involucradas. 

En 1974, Dabich y Andary, an\c la inquiciud por la cxia\cncia de un .. fac\or inicia• 

dor de la implanLacióo" con babUidadce proteolfliea.u en el ra\601, y ao\e la obeervnción 

de que en el liklro de ra\.a lM inbibidorett de adividad enaimáLica disminulnn el d(a 

en que se llevaba a cabo la implan\ación, demostraron que al ser aplicada. inhibidores 

de pro\cinuu siol.6\ico.1 (L--1·\osylamido-Z..phenyle\hyl chloromcthyl ketonn (TPCK] 

y ia.yl--J.....1ysinc cbloromcLbyl k.dona [Tl..CK)) o naturales (inbibidor de Lripsina pan· 

cre&iieo bl.eico) por medio de una inyecci6n y /o alojando una c&paula de libei'ación 

leoü en una de 1aa Lromp.aa del 11\cro bicornado del r&t6n, el número de embrionco im· 

plamt.adoe eta casi nulo, ""indcpendient.emente del d(a dn \ra\amicn\o durante el periodo 

de preimplan,aci6n. la rula de administración de loe inhibidores o la preparación lnhi· 

bhoria Uf.arla". No obnanLc, como ellos miemoe apun\an ..... no puede eer predicho de 

e9Laa es'udioe ai la bioqufmica normal rlel embrión, del Ú\ero, del Buido ul.erino o alguna 

combinación de ét:tu fue alterada." 11 

Shickland 11C -'• en 1976, u\ilia.ando cuhivoe que con\enlan enero bovino fe\al con 

olaaminóa:eno (o •Ucro bovino fetal sin olumin6rieno enriauecido con olaamin6rieno 

purificado) .obre una placra de &¡ar-fibrina (con o sin marca radiac\lva de "ª1), encon .. 

\raron producción de ac\ivador de plumin6geoo por de\erminad6n de fibrinoliais (a 

\ravbl de la. vilualisaci6n directa de :aonu de lisia o por medio de la deLerminaci6n de 

la matclk ra~iactiva uociada con loe ~pi.idos liberadoe de la placa de a.gar-fibrina en el 

medio de cut'i"'°) a par\ir del hofobluLo o de c~lulaa cndod~rmicas parietales de bla• 

&ocia\o9 de ra\onca. Como rf!Sal\an loe au\ores, " ... el pa\rón de producción enaim&\ica 

por el Lrofoblu'o (del IM'X\o al no~no dfa de gestación) ee\á cercanamen\c correJa .. 

clonado con el per/odo in~ivo de CBt.u células Í• ftu -que ocurre del ee:do ol décimo 



dÍa de embaraao- e implica que el acLivador del plaemin6geno ee\á involucrado en la 

implant.aci6n embrionaria," Sin embargo, como ellos miamoe previenen, ..... no conoce

mos 11i loa efcc\08 del ac\iwdor del plumin6geno en la embrios:éneaia sean mcdiadoe 

por la formación de plaamlna, o si puede producir cfedoe biol6gicos aignificalivoe por 

acci6n directa aobre o&roa 11us\rat.os."1l 

Más recicnt.ement.e, Mart.in y Arias en 1982, u\ili•ando una melodologfa similar a 

la desarrollada por St.rickand d Al 12 , re.alisaron un eat.udio comparativo de producci6n 

de activador de plaamin6geno entre célulns \rofobl.ttst.icas humanas, célula.a de cerio-. 

carcinoma BeWo y fibroblas\oa de piel humana, y dc\erminaron que 11610 la.a dlulaa 

t.rofoblást.icas humanas y las de coriacarcinoma eran capaces de aint.et.iaar y liberar cala 

en•ima. La eecreci6n del ac\ivndor de plaamin6geno ca\uvo limit.ada a a61o 2 dfas en 

lu dlulaa de t.rofoblaa,o, y duran\e casi aie\e dfaa (has\a el término del cultivo) con 

un incremento conab.nt.e en las célula.a del coriocarcinoma. Ademú. &e deecart.6 la 

posibilidad de que la progcsterona tuviera algún efect.o modulador sobre la capacidad 

de las células \rofoblút.icas y las de coriocarcinoma para producir el act.ive.dor del 

plasmioógcno.• 

Fisber d al (1985) uiilia6 unn mahi• ext.racelular marcada con tritio (.SH). aislada 

de Ju IÍnea.9 celulare• PF' H RO y PVS-2, como •u•'rª'º do volloeidad- h1rmin•loe rami· 

flcadas de placen\a• humanas de primero y segundo t.rimest.re, ftfff como de placentaa a 

término. En la ma\ris se ddcrminó por medio de fluorogramaa, la presencia de laminina 

y de colágena \ipo IV• que son componen tea eepcdficoo de )tl.!I mcmbrcnan basales. En 

eat.a forma obeervaron, ut.iliaando microecopfa de lu• y elech6nica, que las velloeidadee 

de primero y &egundo himee\re &e adberfan r'pidamen\e a la mahi•, mienhaa que laa 

velloaidadea de placcn\aa a \érmino mostraban poca adherencia. Enseguida notaron 

que solamente en el mat.erinl de primer trimestre ec efectuaba migraci6n de célula.a 

trofoblásticas desde la superficie de las vellosidades sobre la mat.ria, con diso)uci6n 

simuhánca de éat.a. La degradaci6n de la mairi• fue confirmada por un increment.o en 

la cant.idad de radiac\ividad liberado en el medio ( 3 H·leucina) Y por la documcnt.aci6n 

de componeulea de bajo peso molecular cuando ést.c fue cromat.ografiado a havée de 

una columna de Sephadex Q.SO. La di&0luc:ión de la mahi• fue progrceiva has\a el dfa 

21 del cult.ivo (\érmino del experimcnLo) y fue at.ríbuible a d:lulas citotrofrobl1bt.icaa. 

De acuerdo con los au\ores, In disoluci6n focal gradual de la malria Y la liberación en el 
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medio de cultivo de componentes de bajo peeo molecular marcados con leucina hhiada, 

que acompañan a Ja migraci6n ho(obláetica. indica que la degradación de la matri1 por 

parie de estas células " ... es un proceso activo y no el resultado de una simple ruptura 

o penehaci6n mccA.nica." "Para que es'o ocurra. es,as células presuntiblemen'e deben 

producir una amplia variedad de pro&etuJaB y gliC".oeida8ll.s que estén degradnndo los 

componentcs de las doe matrices cxaminadu ... " 1º 
Wocmner (198~) ha ecñalado que en la implantación o nidaci6n del blas,ocie,o, ..... el 

tQ,jido conecUvo del endometrio ofrece una barrera. a. In implantaci6n. Despu~ de que el 

blaatocino se adbier~ a Ju c.élulaa epiteliales, el tro(oblasto en desarrollo debe penetrar 

YUiu eatruciuraa colaa:c!nic.aa: Ja membrana basal de la capa de célula.a ephelialet1, 

laa flbru colágenu del eelroma y adventicia alrodcdor de loe V8808 aangu{neoe a loe 

que tiene que conectarse, y flnalment.e la membrana baaal de la capa endotelial de loe 

vuoe."ª (Fiaura 4.) 

Por la imporl.ancia que la col&¡r;ena tiene como un elemento eshudural que repre

eenta un obstáculo para que la invasión ocurra, ofresco una descripción de algunu 

propiedades fundamen\alee de cala pro,efna y del mecanismo ensim1hico por el cual ae 

ha de&erminado ccSmo en vnrioe tttlidos de diferentes especies puede eer removida. 

LA COLAGENA 

La col&gena ca la principal prolefna cat.ruclural del lrjido conectivo de loe met.uoa

ri09. La mairis extracelular del &ttlido conectivo es una unidad est.ruclural que otorga 

el 110porte y manUene la agrupaci6n de las célulaa que constituyen a todoe loe trji

d1». La haaceodencia evoluliva de la mabÍs radica en que su aparición contribuy6 

•ianiflcatiVflmente al dCMtrotlo de la pluricelularids.d.:as 

La col4gena eelablec:e relacionee t:18lrechu con )09 diferenlet1 elemcmloe de la mah[s 

\alea como prot.eoglicanoe:, ácido bialur6nic:o, elae,ina y ot.raa glicopro&efnaa de locali· 

aaci6n redrinaida como flbronectina y laminina. Sin embargo, la col,gena constituye 

el armu6n de Ja mahÍ• al que me unen lodOt11 loe demás inlegran&es.16 

Paralelamente a •us funciones cst.ruc&urales, la ma&ris cuenta con a&ribu&os infor

madonalca que .e maniflea\an principalmen'e en laa primera• etapas del d~rrollo 

ontoaent§tico de loo animales, promoviendo la diferenciación celular y "moldeando"' &e-
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CoLÁGENA RASGOS 
ANATÓMICOS 

Membrana basal 

Estroma reticular 

,,_ ___ Vaso 

-~"'---f.1----Glándula 

- Estrato funcional 

-Estrato basal 

-Miometrio 

Fi¡ur11 1· E9lrucluraa colag~nic• en el endomelrio. La ca24gena 
ea la prolefna que forma e-1 a.rmu6a de la malrfz cx\racdular. · E11. el 

• ndometrio ae loctt.lba. eD aaodacióa con algunoe n.5goe a.natóru.kos que 
deben' ter libndoe por el tro!obluto en 111 11.(IÚ\ por hacer contacto con 
l .. circub.d611.1a..agufnea materna. (Toma.da de Wouuer, 1982.J 



jidoe y órganos durante la morfogéneeis.u.,:ii 

La colágena es la protefna más abundante en loe vertebrados superiores, ya que 

cons\it.uye cerca del treinta por ciento de t.odn la proteína de su cuerpo.:13.n Ea una 

familia de protelnae ~huct.urnlcs que difieren genética, qu{mica e inmunológicameot.e. 

pero que comparten la presencia de uno o vnrios dominio triple helicoidalce, en loe 

que cada cadena exhibe una secuencia amino.&cida donde se repit.e el triplete Oly-X-Y~ 

además de contener Jos aminoácidos hidroxiprolina e hidroxilisina.:10,u (Fiaura 5,) 

En la acl.ualidad ae han identificado trece tipo• dift!rentea de colágenaa.10·:11,,.,21,:a. 

(Tabla l.) 

La forma funcional de e&ta11 prote:nns en el medio exhocelular ce un agregado 

polimérico insoluble que, dt!pt!ndit!ndo del tipo de colágena. ae maniflrsta como flbru, 

hojas, microfibrillas y bandas de inserción cort.as.10 (Figura 6.) 

Lascaract.erfat.icas relat.iva.a a la cet.ruct.ura, biOS:nteeie y ensamblaje de loe agrcgadoe 

poliméricos en el medio extracelular se conoce ~on mayor claridad en las colA¡¡cnaa 

iotersticialce. 

A grandca rasgos, las moléculas de las colágenas fibrilares (Tipos), 11y111) parecen 

bastoncitoe que miden 300 nm de longitud y 1.4 nm de did.mct.ro, con un peso molecular 

de 300 K Da. Eat.'n formadas por tres cadcnl\e polipep\{dic- "'" 1050 aminoAcidoe 

dirñribuÍdoe en triplet.ce repe\idos de secuencia Oly--X-V, dondt.. X ce caai siempre 

prolina y la poaicidn V es ocupada frecuentemente por hidroxiprol; i a. Las cadenas son 

conocidas como CAdcou o. Los iminoAcidoa prolina e hidroxiproh.: l no pcrmit.en que 

loe p6ptidos adopt.en una est.ruct.ura globular. Cada cadena forma l .·a h~lice enrollada 

sobre e{ misma de isquierda a derecha, con t.res residuos por v•:d~!t. mient.ra.a que loe 

t.rce cadenas ee enrollan col.reª' formando uno oupcrh~lice de derecha e iaquierda. E.t.a 

estructura t.ridimenaional aumenta la resistencia de las fibras a l"l tensidn.14•24•29 

Las cadenas cr terminan en ambos cxt.remos con cortas secuencias pobres en glicina y 

en prolina, por lo que al int.egrarae en la moléculn originan fragmentos sin configuración 

triple helicoidal. llamadoe telopéptidos. 

La colágena ee sint.ct.i1a y &e secreto como un precursor soluble, que se t.rand'orma 

en insoluble al llegar a su dcetino en el eepacio ext.racclular. 

Las aubunidade& son conatruÍdas como preprocadenaa a en loe poli11omae uuidoe 

al ret{culo endoplasmñ\ico rugoeo. lfna vea que 108 poli~pt.idoe precursores inician el 

12 



PROCOLAGENA 

PROPEPTIDO 
-. -N-TERMINAL--: ---COLAGENA----

(lb M'I) 

·{ 
: Domi\lo 

Globular 

(XIJR'T'I) 

: >---- Dominio Tr'ple Hellcoldol --'-' ---

Dominio Triple Hencoldo1 
• • · • Oom'lilc» No Trlple He!\coldotos • 

DomnlO No Tr!pte Honcoldol 

Figur• 5. Eatructura 1 forma precuraora de las co14genaa Hbri· 
larlf.!9, L& molk1!.la de coligen de loo Tipos 11 11 y 111 e, una. protefna 
alargada con1titufda. a. partir de tres ca.denu o que ce.si en toda 111 ex· 
tenal6a .e enrollu. una con otru para fornur un gra.n dornlnio triple 
hellcoldaJ. La porción de lu ca.denu o que puede plegane pti.ta for· 
mlU' la. '&ripie Mlice pteMuta una 11ecuencia a.minoácida en que el trip\ek 
Gly-X-Y ae repite con1eeutin.mt>nte. La colágena e• 1intetiza.da como 
ua pncursor soluble (procoliia;en&) qt1e pOlltt un dnminio globulu '"ll 

cada. extremo. (Toma.d1. de PérM-fimayo, 19~1.l 

PROPEPTIDO 
: e-TERMINAL; 

:i-



ingreeo a lu ve&fculu cruaando las membranas, el pép\ido .. aeniil" ea separado. 

En el inierior de las cia\ernas. las procadenu a experimentan varias modificaciones: 

algunOtl reeidu°" de prolinn y de lieina eon hidroxiladoe por hidroxilasae espedficaR, 

Tan\o la prolil-hidroxilasa como lo. liail hidroxilasa act.tian mienhas no se enrosca la 

triple h~lice.:n 

Cuando hes procodenaa o 90 unen en el Mno de la cavidad del ret[culo endo

plum,\ico ee forma una molécula de procold.gena.:l4 El ens.amblaje de la moMcula ini

da por la uociaci6n J.e laa Lrea proCftdenaa en aua ex\rernoa C-iermina.lea, a havéa 

del csiablecimien\o de enlaces disulfuro. Debido al p)egamien\o ql!e experimentan 

loe ~ptidOd durante la formaci6n de la \ripie hélice, la glicina ocupa el lumen de la 

mol~ula. Una ve• armada, la procolágena ac compone por una porci6n central hiple 

helicoidal eldensa, limitada en loe dos edremos por dominioe globulares conocidos como 

pro~pl.idoa N- y C-terminale•.~4 .u.3o 

La l.riple h~licc ee manl.iene esl.able medianl.e la formaci6n de puentes de hidr6geno 

enhe loe grupon bidróxilo de loe residuos de 4-hidroxiprolino de cadenas polipeptÍdicaa 

vecinu en el monómero, 

El grupo hidroxilo del quinl.o ál.omo de carbono de la hidroxilisina es utilisado 

para incorporar a la molkula Jos aiúcares galacl.osn y glucoailgalacl.osa, rcacci6n que 

ca e.iecutada oor las cn1imol!!I zalac,osil hanl!!lfera&ll Y Wuco11ilaalaci.osil hal!!lfcraaa. en 

el interior del re,fculo y del oparal.o de Golgi. La uni6n covnlente de galacl.080 y 

glucosilgalacl.oea hacen de la colágena una glicoprolefna.1ª Eeloa aaúcares &em loe que 

permit.irán establecer enlaces enl.re las diatint.as mol~culaa de colllgena que conal.il.uyen 

una trama.:Jt 

Deapu~ de que csl.a aerie de modificaciones poahaduccionales e inhacelulares ha 

ocurrido, la molécula de procol!aena et export.ada hacia el ambienl.e cxtracelular. 

Luego de haber aido eJCpu)aadu de la célula, los doe propépl.idoa de los moléculas 

de procolás:ena eon al.aeadoe por las en1i mas pepl.idasa de N·procolágena y pep\idasa 

de C-procolágena31 o por la.s mctaloprol.einnaaa de la mal.ria del l.ipo 33l, con lo cual las 

molkulaa ee t.ran1forman de solubles en insolublee, concre\ándosc al 6n la formación 

de Ja. mon6mcro. de coláaena. 

No ee conoce alln el mecanismo por el que ee originan las flbrillaa en el espacio 

ext.racelular. Por un lado, ee cree que loe mon6meroa se van agregando individual y 
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progresivamente a polfmeroe cons\i\uÍdoe previamen,e. OLra opinión es la de que denho 

de la11 veefculas ..ecretoraa de In célula loe mon6merDft ee reúnen in\egrando fragmen\oe 

de fibrillas, que eon loa que en realidad ae incorporan al polímero cxtracclular después 

de haber sido converlidoe de solubles en insolubJesl' 

Las fibrillas son estabiliaadru1 por uniones covalentee en\re los monómeroa de colil· 

gena. Estos enlaces son producidoe a través de la deeaminadón oxidaLiva de grupos 

E·amino (sedo carbono) de residuos de liail y de hidrox.iliail en las cadenas por la en1ima 

liail oxidasa, para formar aldeh:doe. Loe enlaces eon formadoe enhe loe aldebldoe de 

las cadenas de una molb:ula y º'ros residuos liaina o hidroxilisina en molb:ul118 vecinas. 

Es'os enlaces 'ambién ocurren enlre las subunidndes de una miama molécula. 

La estabilidad de la fibrilla es refonada por enlaces disulfuro enlre loe monómcroa.23 

Muchoa de IOfJ enlaces intermolecularee ae diahibuyen en las regione& telopept{dicas.» 

La flbrilla de colA.gena ea un polímero parncriatalino en que unos monómeroe se 

unen con o\ros e.ponUnenmenle cabt"i1a con colo y lado a lado en filas paralelas (au· 

toensamblaje). 

Laa fibrillas mucslran un bandeo Lransversa.I repetitivo que resulta del hecho de 

que axialmente cada molécula es desplauda de todas sus vecina• por O, 1, 2, 3, 4 6 5 

periodos de 61 nm, denominados D. Puea\o que las molb:ulas de colágena miden 300 

nm, sólo pueden comprendPr 4.4 periodos O, por lo que hay un hueco de 0.6 D entre 

una mol&:ula y la siguiente. Como resultado de est.e hueco, el ex\remo N-t.erminal 

de una molécula deefll.&ada por un per(odo O sobrelapa el extremo O-terminal de ot.ra 

molécula asociada la\eralmente sólo por 21 nm, en lugar de por la t.ot.al unidad repe\ida 

de 61 nm. El metal pes.a.do que se deposi\a en IOB "huecoe" durant.e la t.inción negaliva 

para micrOBcopfa elec1.r6nica, forma IBB bandaa oseuraa o eatriamicnt.oa de las fibrillaa. 

(Figura 6.) 

El C8Calooamiento por periodoe D maximiaa lu interaccionCfl hidrof6bicas y elec

hos\áticaa enhe las hiplca hélices,,. 

Las fibrillas, de igual forma. se retinen y cons&ituyen una fibra. 

Los genes de las colágenas inlenliciaJes de los ver&ebradoa aon copias únicas» que 

organiaan eu eequencia codificadora en nproximadamente 50 exonee, la mayorÍo. de loe 

cuales cont.iene 54 pares de bases (pb). 

Se ha prupuP.S&o que el gene auce&tral para colágena fue ensamblado por duplica-
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Fig1.1ra 6. Agregado• polin~ri"º" e1:lracelulare9 de loa co111ge-
nas. Se hlln ido:ntifi~a.do caalro ':"Structur1111 macrnmolec-alarei que son 
esi,edñcaa al tipo de col&gena: i, la ti.brilla., con 1u patrón de b11.11d~ 
.:"UocterÍstko, en I~ tipos inter~tid!!.l~: ii. 111 r.-d o membnu de la 
.:ol8':¡;l'na Tipo IV: iii, La microfibrilla. en el Tipo VI, y ív. la ba.nda de 
insudón ;n 111. coliigenii, Tiro VII; L11. d~CTirción ,1,. la e11troct11n y dc-1 
t"bn.tublaJ .. dt' eUU6 volimetuli uta. ei. !a tabla L La ~!>!tuctura agrega.da 
d" lc-s tipOG <Í<" cf'liig,.u r~uune11 no ha sido identifica.da.. f Modifica.do 
de ~h.rtin, ti al. l~S5, y Piez, 1986.) 

fibra 



cionee mdltiplea de eat.A unidad gcnét.ica de 5-4 pb. Del mismo modo, se cree que el cx6n 

de M pb Cuo cons\rufdo a part.ir de un m6dulo primnrio de nueve pb que codificaba 

para el triplct.e Oly-Pro-Pro por repet.ici6n en Undem, es decir. (OGTCCTCCT),. 

La formación de uo ~pt.ido formado por glicina y prolina de 18 aminoácidos fue im

portante debido a que probablemeut.e cont.aba con la mÍnima longiLud necesaria para 

formar una esirucLura triple helicoidal cst.able".l•.s7 

La •ub.ecueo&e repct.ici6n en Lándem de 13 segmen,os de 54 pb para producir un 

módulo &erciario de 702 pb posibilit.6 la formación de un dominio con 234 aminoácidos, 

1tem*nt.e al fraamen&o D de lu col.&gcnaa fibrilares de loe vert.ebradoa. 

En el fnt.orin, lu secuencio del ex6n de 54 pb evolucionaron por mutaciones 

punt.uaJca pero t.ambién, en algunos casos, por deleciones o adiciones de nueve pb o 

mdlliploa de nueve, ya que son las únicae que pueden acr t.olcradM para preservar la 

cont.inuidad de la &ripie h~licc.sr 

La expresión del módulo t.ercinrio aparent.ement.e aigui6 doe vfu: la más inmediat.o 

fue la converai6n de uno o mú codonce de glicina en codonea para ciat.efna, con lo que 

.e produjeron polipépt.idos capaces de dcoarrollar pucnt.es Jiaulfuro intermolcculares, 

dando oriacn a uo mat.eriaJ eatruct.ural ext.racelular primit.ivo parecido a las redes de 

col'aena Tipo IV de loe vertebrados o n laa de las col&aeoas de iovcr&ebradoa. 

El m6dulo terciario. por o&ro lado. t.ambi.!n pudo amplificerae en t.ándcm hast.a 5 

vecea. P01iblement.e debido a que el producto de cele gene era capa• de formar flbras 

con molkulu escalonadas, pero que presentaban .. hoyoe" en todaa las posiciones y, por 

lo tanto, eran mec4oicamcnt.e dt!:bilcs, el acort.amient.o de loa gcnea de 5 a 4.4 módulos 

t.crciarioe permit.i6 la formación de flbraa en que sonaa .. huecas" alternan con sonas de 

110brelape, incremenUndoee ul la resiat.encia de lu mismas." 

Eo palabras de Runneaar (1986): .. Fue la aparici6n de esta clase de col&aena.& flbri

larm un poco antea de 800 millonea de años Jo que permitió a los animales multicclulres 

deu..rrollar cuerpee mú grandee y más resist.en,es ..... 

Por lo t.ant.o, ea probable que todos loa genea de col.&gena eean homólogoe y que 

lu diferenciu entre loe varioe tipos de colágenas de ver&ebradoa e invert.ebradoa sean 

producto de dcaarrolloe di•t.inloe aubeecucnlca a su divergencia. 

Mutacionea C8huct.uralcs de los genes de coM.gcna o aheraciones en alguno de los pa

em poebaduccionalee, a.t:if como en la regulaci6n de la cxpreaión de 106 miamos, conduce 



a varias pa'ologfaa.)Q,11 

El CATABOLISMO DE LA COLAGENA EN VERTEBRADOS 

Duranle el credmien'o y el desarrollo normales, ftllÍ como en la reparación de loe t.~i· 

doa, laol.o la bioeÍnl.eei11 como el ca\abolismo de Ja colágena BOD moduladoe con pre

cisión. llt.40,•1 

La t.aAA media fracciona! de recambio de las fibras de colágena en algunoe t.ctiidoe 

de rat.a adult.a ha sido det.erminada después de la inyección de p•CJ..prolina junt.o con 

una dosis excesiva ("Oooding") de prolina sin marca., evaluando la cantidad de hydrox.y 

[HC]-prolina incorporada en la fibrRB de colágena, libre o en péplidoa pequeñoa. De est.e 

modo, la fracción de la masa t.oh1I de colágena que et1&t\ siendo sint.eU1ada y degradada 

in wi•o en el •&.adw-•lmfe ea: en cor1U160, 5.2::1:0.7%/dÍa; en pulm6n, 9.0±0.7%/dÍa; en 

mÚBCulo eaqueMUco, 2.2±0.3%/d:a, y en piel, 4.4±1.3%/dla.n Ademáe, ec ha del.er

minado que las col&¡:ena.s recién einl.c&i1adas 1100 más rápidament.e degradadas, por lo 

que la l.asa de recambio de eet.BB colágenas es: en coras6n, 53±5%/d:a; en pulm6n, 

37::!:29'/dla; en músculo esqueM,ico, 38±7%/d:a, y en piel, 8.8±0.5%/dÍa.41 

O roas ha .eiiaJado aue el dcsmant.elamient.o de la col&a;ena debe de ser considerado 

t.omando como referencia diferen'es dascs de procCRoa biolcSgicoa: i. moñog~nesia con,.. 

t.ruct.iva o formación de est.ruct.uraa nuevas y remodelado de eshuct.uras vicju para 

funciones diferenl.es; ii. reparación o reempluo de 'ejido en que une porción grande 

deba primero ser removida para que lltiido fresco llegue a esl.nblecerae ~t.a catcgor:a 

concuerda con lo que ocurre durante Ja implantaci6n, donde t.cjido endomet.rial es 

removido duran\e la invasión del 'rofoblaal.o, creandosc un espacio que es ocupado por 

la placent.a-: iii. deot.rucci6n de tejido indiscriminada, pa\ol6gica.0 

Las fibru de colágena a t.emperat.ura y pH fisiológico son rcaist.cn'es a ser degra

dadas dent.ro del dominio molecular helicoidal por cualquiera de las prol.euaa neut.raa 

comunes.l9 

Groes y Lapiere en 1962, rcali1endo estudios &0bre la met.amorfosis de anuros, 

del.ect.aron en medio de cult.ivo de t.c.iidoa de cola de renacuojo de la Rano caled>iana 

(rana t.oro), un "fador" colagenolhico capa. de degradar fibras de co1'gena nativa 

reconshuÍdae bajo condiciones de pH y l.cmperatura fieiol6gicna. 39 A part.ir de enl.oncea, 

16 



un einnd.mero de colagenaau han sido aisladas de una gran diversidad de tejidos y 

e.pee.ice anim.alet1.'"•"·"·•'·"·º·&0,11,12 

Las colagenaau (arman part.c del grupo de las met.aloprot.einasas de la mat.ri• 

(MMP) o matrixinaa Que son lae principales enaimas implicadas en la remodelaci6n 

del Wdido conectivo en proceeoe t.alcs como la migración celular durante el desarrollo. 

la reparaci6n de lu heridas, la 'ovulación, la an&ioeencais y la involución del lit.ero post.

part.um, o en eituacionce pat.oló&icas t.alcs como la art.rit.is reumat.oide y la ost.earhit.is. 

la periodon&it.is o la invasi6n t.umoral y la mct.út.aais. 

Laa mat.risinaa 900 una familia de cn1imu que t.ienen actividad a pH ncut.ro, con

t.ieocn Zn:t+ y requieren CoU para exhibir actividad t.ot.al, eon inhibidas por agentca 

quelant.ee pero no por inbibidorCl:l!ll pnra proh!inasa.e de eerina, ci11tefnn o a11pó..rtico y 

t.ieaen la habilidad para des.radar uno a más componentes de la matri1 ext.racclular. Al 

men09 MMP-1 (colagenas.a ioteut.icial), MMP-2 (gclat.inasa de 72 KDa) y MMP-3 (ee

homeliaina) llM>n eecrcladna en una forma de proeosima inact.ivn. o 1im6geno y pueden 

ser activadu por trat.amienlo con proteínas.u o con orgaoomercurialca, sufriendo una 

p6rdida de 10 a 12 KDa en la mua molccu1ar. Est.aa ensimu son eio&eti1adu por 

dlulu mesenquim&t.icu t.a.lca como flbroblaatoe y t.ambi~n por ciertoe t.ipoe endot.eliales 

y epit.elialee, as[ como por c'1ulas tumoralee. Las mahixinu eon inact.ivadu eapecf

ficament.e por loe inhibidorcs t.iaularca de mct.Bloprot.einaaas (TIMP) producidos por 

las miamu células. Las accuencias del cDNA de todas lu met.aloprot.einasas mucst.ran 

grao bomologla.sl,u,w 

En-part.ic::Lu. laa col.tacenMM int,ratieiales (MMP-1) llM>D en.Jo pept.ida&aB que hi

drolban la t.riple h'lioe de la molécula de co1'gena na\iva en un solo enlace pept.Ídico, 

Gb-lle o Gly-Leu, en el miemo lugar en lu t.rea cadenu polipeptldicas, a un cuar\o 

de disLancia del extremo t.erminal COOH de las colaa:eou fibrilares, esto es, en las 

poeidonca 775-776 de la accueocia aminoA.cida, lo que provoca la libcraci6n de doe 

produdom de reacción: uno que constit.uyc el T59f, de la molécula, llamado TC" • y otro 

que e6!o reprceent.a el 25%, el fragmcnt.o TC8 ,u ... ,aa.u (Figura 1.) Excepcionalment.e, tu 

colagenuu inlenrt.ici.alee pueden romper la molkula de col.&gena tipo X en doe lugares: 

i. el enlace Oly-Lcu, residuo. 142-1<13, y ii. el enlace Oly-lle, residuos 470-471. 

Al igual que ot.raa mat.rixinas u\iliaan Ce.l+ erlrÍneeco como activador y tcrmoeatabi· 

U.uit.e de la coníormaci6n espacial de la molkula aT y contienen Znl+ en au cst.rucl.ura." 
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TC 

t 
COLAGENASA 

+ 
o >ES..~ 

TCA TCB 

+ 
desnaturollzoclon termlco (35 ° C) 

Figura 7. Degradnci6n e•pecfflct1 de In cológcna por colagenua. 
Lu col4.guaa fibrilar~ aon divididas en el dominio hclkoidd por o.na 
meta.Ioproteina.r.a. ntalra denominada colagenua.. que produce doe fta.g. 
menlos: TCA, que reprMenta el i5% de la longitud de la molkul!I., y 
TC8 , que comprende el 25% (altantc. A temperatura. corporal «toe Ira¡· 
mttllos se dcs.u1.turn..lizan etpontiincam,ntc y Min atacados por protel!.8u 
iMspecÍficu. (Según \\'oollcy, 198-f.) 



LAS colageoaaas perleoecen al grupo de lne glicoprolcfnll8, como ha eido demoehado 

por su habilidad para unirse a coucanavalina A duran\e croma\ografib de afinidad1ª•6• o 

por exhibir linción con el readivo ácido periódico de Schifr:J. Operan aigniflcat.ivamcnle 

mrjor a \empcra\ura fiaiológic.a.a.a y sobre el rango de pH neu\ro de T.0-8.0."'·º·"·M,•t.eo 

L011 peaos moleculares de Ju colagcnasas in\erst.iclales usualmen\c caen denho del rango 

de 30 KOa a 80 KDa." (Algun06 ~emploa de peeoe molccularca de\crminadoe por elec

hoforesia en gel de SDS-poHacrilamida o por cromalografia de fhración en gel 1K>n: 

colagenaaa de riñón de rnlo", 16 500; de t:quido sinovial humano41 , 25 000 y 30 000; 

de piel de cobayo12 , 40 000 y 130 000; de t.rjido sinovial de cerdo'º, 44 000; de piel 

humana••, 42 000 y 52 000; de c"lulu ainoviale9 de conrjo41 , 49 000; de célulu t.u

moralee met.nstúicaa de murino0 • 60 000: de leucocit.oa neuho6los polimorfonuclearcs 

humanoa••.u, 64 000-68 000; de con..iunt.iva de concüou, 65 000; de aleht de cola de 

renacuaJoH, 100 000.) 

Eat.ruciuralment.e las colagcnasaa int.erat.iciales csU.n int.egradas por S dominioe que 

compart.e con ohoe miembros de la familia de laa mat.rixinaa. (Figura 8.) 

Ademú de su capacidad para hidrolisar la molkula de colA.gena nat.iva, algunas 

colagenasa.e cucn\an con ac\ividad prot.eolflico. sobre gelat.ina y eobre olroe euahat.oe 

naturales o sintét.icoo, pero ést.a es re.alisada a una ta.a mucho mú lent.a que la moshada 

sobre eu 11uahat.o eepecÍfico.H·12•63 Una obeervac:ión que corrobora cele comport.amient.o 

ha sido producida utilisando colagenasa de flbroblast.oe humanos, donde la K. medida 

para cold.gena nativa es menor que para las cadenas de gelat.ina al(I) y 02(1), lo que 

indica que la en1ima demuest.ra mayor afinidad por la est.ruct.ura &ripie helicoidal de la 

molécula nativa."' 

Por medio de linci6n inmunohialoqufmiea indirccla de granulomas de carragenina 

en cobayo con un anlicucrpo polidonal ant.i-colagcnasa ee determinó que la colagenaaa 

ae localisa in •it• primordialmenle aaodada a las fibru de col!aena.u 

Eat.a cnaima no es almacenada en el int.crior de las c~lulaa, cxcept.o en los leucocit.oe 

neuhófllos polimorfonuclearcs humanos, donde se mant.icne albergada en loa grA.nuloe 

cepecÍficoaH, eino que es necesaria 8'nt.eaie da noeo para au producci6n--eecrcci6n. En 

flbrobluloe sinoviales de conrjo se ha determinado in wilro que el t.iempo que la co

lagcnasa ocupa mienhaa ca einlet.ise.da es de 15 min y el que ee coneumido ha.ria su 

liberación al medio ea de 35 mio.6.5 
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Enzima 

Pre Pro Activa Flbronectlna lnc a2M Hemcpexlna 

Gelatinosa 92 KDa Gl g] 

Gelallnasa 72 KDa ~ l;}I 

Colagenasa 

lnste~lclal 

Estromollslna 

Purnp·l 

Figura a. Dominioa estructurales de IM matrhtinmi de orCsen hu
mano Lu a.ju upretenl&n rtglonet de almlll\udH a.minoicldu enue loa 
varioe rclembrot de h. familia de las matrixlnaa. El ndmero de nsiduos 
&mlddd09 C9 mostrado dentro de ca.da dominio. El dominio pre ce d. d~ 
mbUo del plptido ad.al. El dominio pr'O es dividldo cuando la enzima " 
convertid .. a la Corroa activa. y contiene l& at"Cnencla altamente conservada 
PRCGVPDV. ~ ette qu d rnlduo de ciatefna juega un papel e-KndiJ 
ea el aianteahnlen.to de la enzima en forma latente. L1. ugión catalitica 
e-eh~ coutitufda por el dominio de la en:imo otlitia y e! domlnlo de tmi6n 
Al .1inc; ble -d.Jtimo contiene la &e<'Uencia concenso alt&mente conserw.da 
AJ .. A1 .. fll&.Gh1-hidrof6bici>Gly· lfü. Se- plen1a que loo doo reaidlloe de 
hlltidi.u. estiD invoh1cndoa en la unión al Zn. El dominio de tipo fi· 
lronreiina et ehnilar al dominio de unión a colágena de le fibronecti.na; 1r 
ctte que faci.lha t.. unión de lu dm gelatinuu & su sustratos. El domin.io 
de tipo rol61ena tiene 1ltnilitud de 11ecu11c:ia a la cadena o1 de Ja colágena 
tipo V; au funcióa ea descoaocidL El dominio de tipo hemopezina 1e cree 
qlle aya.da a ddenninu la etpedfiddl!ld dd auatn~to. lSegil.n MatrisiM, 
1990, y Woeuner, Jr., 1991.) 
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Las dlulaa con po&encial p.ara liberar colagenaaa pueden ser inducidas in •Í'" para 

producirla en grande. cant.idadca con criat.aJea de ura&o41 , acet.ato de forbol miris&ato114 

o hepariaa•0 Por otra par&e, macr6faaoe peri&oaeafes de cobayo han sido cst.imulados in 

-"•con carraaenioa para que eccreteo colag:eaaaa. in ei•m.n 

La producci6n de colagenaea por una dnea celular puode ser modilicnda por oha 

e9lirpe que no sintcUsa la cnsima o Jo hace en muy poca cantidad cuando se cultivan 

simull.tlncamcn&e, es decir, un &ipo celular libera un factor que ea&imula o inhibe la 

Nereci6n de eolagenaaa por el otro tipo.u.u.o Para que el modulador y la colagenaaa 

9e81I liberadoe ac requiere de un induct.or adicional como la ci&ocalasina B en la mez

cla de célulaa epitcUales-ahomalca de Ja córnea de con~o"·u, o bien, lsO agregada, 

fracmentos Fe de laO o concaoavn.lina A en el cocuhivo macrófagoe moooci&os-dlulu 

•inovialcs de pncienlee con art.ritia roumat.oide1•, que han aido analogadoe con cat.fmulos 

ambienta.lee o int.ernoa que desencadenan Ja slnteeia de colagenua in •••• en loo tiojidoe 

de Jos ver&ebradoe. 

Ademú de Ju in&cracciones celulares, fact.orca humorales tales como hormonaa, 

proetaslandinu, prot.efnaa y menaajerOCI inhacelularea regulan la producción de colaso

nua por varias dlulaa efcc&oraa. Por ~cmplo, la activación de macr6faso11 pcritonea.lcs 

de cobayo con lipoliaacaridoe conduce a un aumento en In eÍnlceia de proe~aglandina 

que, por auparle, produce una eleVD.ción del nivel io&racelular de cAMP que promueve 

la MC.redóa de colaaena11a.to 

Lo. fac&orca que ha.ata el momento ee ha descrito que inducen y/o esUmulan, o bien 

inhiben la producción de colqcnua catán colocadoe en Ja Tabla 2. 

Se ha det.erminado que Ja ce&imulación de Ja afnt.eeia de colagenllda in ttÍlro ce 

acompañada por un aumenlo en la aÍnteeia del RNA menM,Íero, por lo que ae ha 

plan&cado que la reaulación de la expresión de eata en•ima ocurre al nivel de Ja &rane

cripción. En una regi6n rÍo arriba deJ eX'lremo 6' del cDNA gen6mico pe.r11r. la colagena.sa 

humana~ locali1ada la unidad de respuesta a forbol y oncogenes (TORU), integrada 

por el elemento de rca:pueata a forbol (TRE), el ai&io de unión AP~I y el ei&io de unión 

PEA3, que controlan la produccidn de la ensima. Algunoa fac&orca de crccimien&o y pro

motore. de tumores c.timulan Ja formación de loe productoa pro&C>ooncogénicoa c-Jun y 

c--Foe, que se unen entre aÍ por medio del mccaniamo de cierre de leucina para originar 

la prot.eÍna activadora AP-1. E.&a pro&efna adúa como un factor de trascripción con· 
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TABLA 2 

FACTORES QUE INDUCENfESTIMULAN 

LA PRODUCCION DE COLAGENl\SA 

FACTORES QUE ACTÚAN EN LA 

SUPERFICIE DE LAS CÉLULAS 

lon6foro de calcio A23187 

Fusión celular 

Tipos de colágena en el auatra&o 

Concanavaliua A 

Criat.ales 

U rolo 

Hidrociapolila 

Piro/o•/o.lo de ea.leía 

Ant.icuerpo ant.i·int.egrina 

Hierro 

Fagocit.osis 

Polibidroxietilmet.acrilat.o 

AGENTES QUÍMICOS 

AMP dclico 

Colcbicina 

Cit.ocalaaina 8, D 

Lipopoliaacárido 

Mit.omicina C 

Pent.oxifllina 

Dieslercs íorbol 

Prost.aglandina E 

Trif1uoperuina 

Tomada de Woeti1ner, Jr. J, 1991 
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AGENTES FÍSICOS QUE ACTÚAN 

SOBRE LA CÉLULA 

Choque térmico 

Irradiación UV 

CITOCJNAS /FACTORES DE CRECIMIENTO 

Factor de crecimiento cpid~rmico 

Factor de crecimiento flbroblútico b 

lntcrferooea a, p, "( 
Int.erlcucina la, P 
Fact.or de crecimiento derivado de p)aquelft.fl 

Factor de necrosis t.umoral a 

ÜTROS 

Transformación viral, oncogenes 

Agenhi• autocrinoe 

Env~ccimiento de flbroblaetoe 

FACTORES REPRESIVOS 

Acido rc&inoico 

· Olucocorticoides 

Oenc ElA del adenoviruit-5 

E.t.r6gcno 

Progestcrona 

Factor de crecimiento t.ranaformaote P 



tacLando a TRE/AP-1. Nueve parca de bnscs r:o arribo de AP-1 M! localia;o el Mitio de 

unión para el Íac\or de t.raDCripción PEA3: ee\a proLeina nct.ún l!linerg(e,icnmcnt.e con 

AP·l dcapuéa de la inducción de colagenasa por los íocLoree de crecimicn\o o forbol.~l H 

Una vea que se ha generado el RNA mensajero, lo colagenasa es traducida en )OR 

polieomaa como una aola cadena polipcpt.Ídica en forma de prnproenaima qur pierde 

eu ~pi.ido "señal" al ingresar a las vcafculns microaomalee, donde la proen11i111n que 

resuha ea alicoailada con oligosac&rid08.41 •6ª 
Se cree que muy poca colagcn4Blt activa está libre en el tejido durante el remodelado 

fi•iol6gico0 , debido a que ca liberada en forma lat.enLeº·u.~.n (aunque se ha reportado 

que ma.cr6íaga. est.imulndoa con carra~enina liberaran una colagenaaa activa61) o ha 

aido bloqueada por inhibidoree libree en el tejido (p. ej. TIMP), formando un complejo 

enaima-inhibidor.•6·H,T'J.1l 

Se ha propueet.o el modelo del .. swiLch" de cisteCna para explicar el mecanismo de 

activnci6n del precuraor inactivo o sim6gcoo (procolagennaa).14 

En es\e modelo se hace la suposici6n de que el dominio pro del zimógeno ec pliega de 

\al modo que el grupo aulfhidrilo de la ciot.erna en la región conservada PRC13GVPDV 

eaU. coordinado al ñt.omo de ainc en el cent.ro ndivo para mantener IR latencia de la 

eo1ima. Sin embargo, debido a que la colngenM4 de fibroblnstoe humanos (HFC) nunca 

ha 1ido aislada \ot.alment.c la.\ent.e (más o.HA del 95%), se cree que el precursor inaciivo 

c•i•Le en equilibrio con una pequeñR Cracci6n de en1ima ncLiva en que la Cya13 estA 

disociada del sine. 

La colagenaaa lat.ent.e puede ser activada por varias maner41'1 (Tabla 3). Las basca 

para eanJI activaciones ea la disociación de In Cya13 del átomo de a:inc en el sitio nciivo 

y su remplasamiento por agua, con la concomit.antc cxposici6n del sit.io activo. La 

diaociación de la CyeTl del átomo de sine en la ensima latente "awitchf"s" el papel del 

ainc de uno no ca\alflico a uno catnlft.ico. 

El residuo de Cye1' e11 comple,amenle liberado por pérdida proteolf,ica del dominio 

pro deepu& de aclivación nulolf,ica, o acLivación por t.ripsinn u otros prol.ensns. Esla 

dieociaci6n t.ambii:n puede conseguirse por agenlea cnohópicos t.slea como NaSCN o 

aurfaclant.ce lalee como SOS, que eslabiliun conformaciones de la proLefn" en que In 

Cy•n ff empacialmente removida del át.omo dr sine: en el sitio activo. 
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TABLA 3 

ACTIVADORES DE LA COLAGENASA 

PRDTEASAS 

Protcasaa de scrina 

Q•imiolrip•inm" 

Plumina11•11 

KaJanfna,.•11 

Proteasa.s lieo11omales 

Calep•ina G'' 

Calep•ina. B'T 

Mct.aloprotcinaaa.s 

PERTURB. CONFORMACIONALES 

SDIJ"' 

VARIOS 

REACCIÓN CON SULFHIDRILO 

Organomcrcuriales 

'-clorom~•rÍfM!'fUOGlo (PCMBfª·H,U,H 

AcelaJo ,j-amino/enilmercúNo (APMA)",1 9 ,u,r.1 

Mer•alit'·" 

p-hidro:rimen:uriberuoo~o (PHMB~·u 

Disulfuroa 

Glu&ation o:idado (GSSG)69 

Aeido ll,S'-diliobi•(2-nilrol.eruoicoJ (DTNB)Tt 

Alquilan te& 

N-elllmaleimida (NEM)91 

Sales de Au(I) 

Tiomalalo •ddico auro10 (GST)':.,H 

Tiogluco•G auro•a (GTG)M 

Oxidantes 

Acido hipoelorou (llOClf1 

HipoelariJo eódÜ!o (Na.OCJ)Tt 

Los compucat.os que reaccionan con el sulfbidrilo aparentement.c modifican este 

residuo de cisteÍna duraoh! loe moment.oe en que ee t.raneitoriamente dieocindo del 

'-t.omo de •inc, ABÍ impidiendo la reasociaci6n y cambiando el equilibrio a la forma 

act.iva por acci6n de maau. De est.e modo ac cree que la liberación de la CpT3 de •u 

enlace al d.t.omo de sine con la consccuent.c formación de un shio act.ivo ca el evcnt.o 

primario que proecedc a Ju diviaionee aut.ocat.alhicaa que se manificet.an deepuée de la 

aparición de la acLividad colagenolÍt.ica.T• (Figura 9.) 

La partidpaci6n de enaimu o de compucet.os qu[micoe en la a~t.jvn.ci6n del pre

cursor se observa con mayor claridad ai se considera la secuencia de la colagenaea de 
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Agur• 9. El modelo del "•witcb" de ci•Lefna. En la proeolagc-n:iaa ~1 átomo ,Jo: zinc del 
antro activo etl' coordinado con el grupo 10.lílüdrilo de la. Cy1Tl para mantener l1 la.tenci11. 
de la en:üma.. Lo. attivatloru (Tabla. 3) favorecen l:i disociac:ió11 de la Cy.sr3 Jel i.tomo de 
z:i11c, de tal modo que el :foc pu~e ahora actuar •:omo c:t.talizadcr. '.\H.!! t:i.rJC" ocurrt"n 
nu o varias divilionH autocatalhku con lo cua.l h. cC1h.bena.u alcanza .su E>.st1Jv .:,. mayor 
actividad. (Modilicado de Springm:in tt a~ 19~0) 



fibroblast.oa reumot.oidcs humanos alrededor de le cisLe:na conservada: 

E"KRRNS .... E"TLKVMQ P RG'"GVPDVAQ"'FVL TEG 

U ! i U! 
12 3 4 567 

Prot.eaSRs de acrinn t.olee como le k.nlikreÍna efeclúen una primera esdai6n a la 

derecha de Arg"'5 o ArgH: lripsina y plaamina corLen en la poeición l. Con esla digesli6n 

se remueve aufldeot.e canLidad de péplido parn que lo. ciet.e,na ya no cont.ioúc eoet.enida 

en estrecha aposición al .9.Lomo de sine, por lo que el cent.ro adivo llega a est.ar expuest.o 

y produce un at.aque aut.ocaLolh.ico en la poaici6o a. La colngenn.sa que se origina ee\á 

abara act.iva, pero no del Lodo. La m&xima act.ividad es alcanzada &61o dcepu~ de 

que ocurre unn hidróli•iM adicional mÁA nllñ del ret1iduo de Cyau en la posición 5, que 

expone un grupo Phe N H~·icrminal. EeLa escisión es producida sólo por cet.romclisina 

(MMP-3), que por cst.a rosón se considera como una enaima de suma import.ancia en 

la act.ivación de la colagenBBA in vivo. 

Una oct.ivación alt.ernat.ivn de la ensimR con APMA o con agent.es caot.rópicoa causa 

que la cist.efna llegue a disociarse del 11inc y la colagennaa ent.oncce se bidrolice por ai 

misma en lo posición 4. La incubación Prolongada con APMA conduce a una aut.óliais 

in,:lrmolccular adicional ron hidrólisis en lns posiciones 6 y 1. Sin cmbarg;o. la remoci6n 

de la Pbc11 result.a en una enaima con eólo 40% de actividad mllxima. Por lo t.a.n,o, 

haat.a el moment.o la eat.romelisina produce la forma de colagenasa con la m!a alt.a 

actividad eopeclfica.76·14 

En las células del ascit.ia de Ehrlich la activación de la procolagenaaa ocurre en la 

•uperflcie de laa mismu por una protenaa neut.ra parecida a t.ripaina (TLNP),11 aunque 

ése.a puede lograrse en el medio ext.racelular como en el caso del •imógeno sccret.ado 

por las células del carcinoma de seno humano, que ca activado por el sist.ema adivador 

de plaamin6geno-plumino.'1 

El aimógeno de la colagenasa de aleta de cola de renacuajo no se une a colágena ni la 

degrada. pero lo act.ivnción dcacubre ambas propiedadCft.44 En cambio, la procolagenaaa 

de hueno de ratón a{ ee adhiere a colllgena (aunque en menor grado que la enaima 

adive), por lo que ae ha sugerido que preaent.a ailioa de uni6n al aust.rato que difieren 

del si,io ca.t.alhico. Por eaLe mot.ivo flC ha expuest.o In idea de que In cn11ima puede eer 
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almacenada ext.racelulnrmcnt.e en •u est.ado lat.ent.e sobre las fibras de colágenn.1• 

Por ohn part.c, ae han descrit.o doe principales fuent.es naturales de act.ividad inhi

bitoria: 109 inhibidore11 del plaamn del aisLetna va.cular como o:rmllcroglobulina111 y 8 1-

anlicolagenasa'°. Y aquellos producidos por ciert.ru1 c«ilulns parn cont.rolnr la adividad 

local de la en1dma4t•'2·"'·", como la familia de loe inbibidoret1 Liaulnres de mcLalopro

leinuu (TIMP). TIMP-1 ca una familia da slicoprot.efnM con un peso molecular de 

~8.5 KDa, que forman un complrjo est.equiomHrico 1:1 con la colagen.ua int.ers~ic:ial y 

con lu mat.rixinu del grupo 3. Esin uni6n es rcveroible y de gran afinidad (Ko = 10-10 

M)." LA colageodft Lipa IV (gelaLinaaa de 72 KDa) es inhibida por otro miembro de la 

familia denominado 'flMP-'l, que compa"c el 38% de bomologfa con 'flMP-1.n,n Un 

inbibidor parecido a TIMP (LIMP) de 76 KDa, secretado por fibroblast.oa en cultivo. 

puede unirse a lu MM Pe l, 2 y 3.14 

Loe eompuee\oe qufmicoe que quelan CaH (EDTA y EGTA, enLrc ot.ros) son ut.ili•a· 

doe hadicionalm11nLe en en&ay08 en Lubo de inhibición de actividad colagenolhica con 

aran éxit.o. RedenLcment.e se han elaborado inhibidorca sinLélicoa t.ales como el SC-

408'l7, un ~plido Leu-Tyr modificado con una función propil carboxy en el lado omino 

de la leucina, que fueron elaborados con el prop6siLo de inhibir procesos pat.ológic08 

\alea como meU.slaeis y osLcoart.riLil'.» 

Los compledos cnaima-inhibidor no ec unen a co1Agcnn68 

Se ha post.ulado que la adivación de los compledoa en1imn-inhibidor puede ocurrir 

gracia.e a una reacción de inLercambio Liol/diaulfuro, por lo que in '''"º la activnción 

pocdc aer reaulada por el pot.encial rcdox en el mediou 

No obe:\ant.c, cxist.c ot.ra opinión sobre las cnt:imu lalent.es que plantea que las 

colagcnasaa que ya han cumplido con su función aon combinadas con un inhibidor para 

ser removidu del t.~ido'tl, lo que obviarla la oe<:eBidad de rcacLivnr el complejo. 

Debido a que en el tdido conectivo prAcLicament.e la mayor cantidad de colágena 

e11t6 presente como flbru de col6gena polimérica,» se ha propuesLo la hip6t.eeis de que 

un SÍ.•~ma mullicn1imAt.ico e11 requerido l>ltra degradarlas. A éat.c se le ha dado el 

nombre de sistema c:olagtmolÍLico.u,u,&&,91 Abundando al respecto, una pro,easa ncut.ra 

at.acar'a a lu molóculaa de co1'gena que ae locali1an eu la superficie de la fibra, en 

aue cxt.rcmoe amino y carboxilo, eeparando a loe t.elopéptidoe (que mant.ienen unidas 

la\eralmcnt.e a doe moléculu) de lo \ripie hélice, por lo que cele dominio podda 
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abandonar la fibra como unfl enl.idad oieloda. Los monómeros eolublea scrfan cn

\oncee degradadoe espcdficnmon\c por l1t colagenasa en dos fragmen\oe que ec deenatu

rali•arÍan espon\Ó.neamente, que bajo e&te estado continúorÍan siendo digeridos por pro

\eaeo.11 ineepedficas. As[ &e permitirfn el acceso de rRtc conjunto nrmónico de pro\en&Al!!I 

al in\erior <le la fibra, en donde de nuevo libcrnrfnn y dcgradndnn n ohns moléculos de 

colágena hasta \erminar con la fibra. La degradoci6n por colagennsa de la triple hélice 

de cológena es considerada el paso limil.anl.e duron\e la colageoólisis.40 

Como evidcricio de ensimas que escinden \elopépl.idos cs1.án la prol.easa ncul.ra de 

leucocitol!!I polimorfonuclearCfll humanosn y la mel.aloprotcinnM de hueso de con«Uo." La 

l.e)opep\idas.n (MMP-4) de ftbroblasl.oe gingivales humanos remueve el C-\elopiop\ido de 

la cadena o-l de la col&aena tipo 1.1 00 

Loe pépli<los desno\uraJi1ados pueden ser degradados por pro\cneas ncu\ras119
, ge-

lat.inaaaa"·61 o catepsinllJl.101 

Algunos tipos de colágena pueden ser n\acadoe por proleASAS de eerina. La col&gena 

\ipo 111 ee digerida eepecrficamenLe por la elaatnsa de leucoci\os polimorfonuclearce 

humanoa haciendo un corte a través de In l.riple hélice, en un enlace lle-Thr locali1ado 

4 reaiduos hacia el exl.remo cnrboJO:ilo del 1i\io de divieión de la colagenasa.102 An\e la 

poeibilidad de que esl.c \ipo de colágena también pueda ser hidroli1ado por l.ripeina, 

fue incubada colá2ena Tioo 111 einrnHáneomcn&e con concentraciones eauimolarcs de 
colagcnasa o tripeina con lo que pudo evaluarse qt:e la degradación del susl.ra\o por 

colagenasa íue de 500 a 1000 veces más rdpida que con l.ripBina, por lo que ha sido 

descartado que ce\a pro\einasa actúe durante el recambio fisiológico de colágena en la 

mal.ria cxlrncelular.'3 

En el Ú\ero de ra&a en involución, parl.icularmen\c, se han observado macr6fngoe 

que con&icnen vacuolas ciloplásmicn.e llenas de fragmen\os de fibras de colftgcna (iden· 

\iflcndos por el bandeo cArnrter:sLico), en IAs que oc comprobó activid"d de foafa&ll&ll, 

de lo cual fue ahibu,do a lu hidrolasae ácidae un pnpel activo en la renhsorci6n de 

colágena.10l 

Adicionalmente. en lae enaimu lisooomalee catepsina 81 y ca\epeina colagcnolhica 

se ha idcn\ificado la propiedad de a\acar colAgcna n111&iva soluble e insoluble (polimérica) 

n un pH ácido de 3.5, que sigue un p11\rón ainergético cuando los dos en1imas in\cgrnn 

la muestro de ensa,yo.101 



Do H\oe y de ot.ros dst.os se ha claborndo uno vfn ohernnt.ivo dr degrndoción dr 

colAgena, intracelular, que involucra fagnci\oeis y digeBt.ión por cruimas lisosomoles. 

Sin embargo, ha sido puntuali1ada la neceBidad de degradación ext.rncclular parcial de 

lu fibras de coU.gene, que produ1ca fragmen\oe de un t.emaño adecuado que puedan 

ser ingeridoe por las ci!lulas. (Figura 10.) Por ot.re part.e, se ha sugerido que moléculas 

de procolAgena pueden ser digeridas inhacelularment.e antes de que sean secretadas de 

la ci!lula.t0 & 

La degradación espec~fica de la col,gena por las cologenasae instersticiolcs depende 

do uo conjun\o do carac\erfnt.ica.s que áun no son plenament.e idcnt.ificadas, pero que 

aparen\emente esUn centradns en la molécula de colágena. Las peculiaridades de la 

región 11u11eep\ible a colagenasa. aon: i. una secuencia aminoácida m{nima Oly-[lle o Leu]

[Ata o Leu],u, ii, unn baja estabilidnd helicoidal como consecuencia de un reducido 

número de iminoácidoa, 11n y pDftiblemente iii. lo edopci6n de uno estructura secundaria 

eapccffica distinta de la hiple bélice.182 

Las coJllgen8Bfts inslerticiales alacan únicamenle los tipos de colágena l. 11. 111. VII y 

X. aunque también muestran actividad 80brc las gelalinas. Varios lipos de colágena son 

degradadoa por diferentes miembros de la familia del gene de la colagenasa, que también 

mueatran actividad tK>bre ohoe componenLea de la matrf•. Además, las colásenas con 

dominioa no hiplo belicoidalN pueden eer degradadru1 por pr('teasns ineepcc:Íficas.•~.!.).63 

(Tabla 4.) 

En breve, el catabolismo de la col&gena o colagenólisia es regulado en múltiples eta

pa detlde la trucripción de mRNA colagenasa hast.o la inhibici6n de la ensima activa 

en el Lcüido. EILu incluyen: L bioefnteeis de procolagenaaa (incluyendo inducci6n y 

procesa.miento del las formas precuraoras), ii. empaquetamienio y secreci6n de pro

colaaenaaa, m. activación del 1im6geno, iv. interacciones colágcna-colagenasa. y v. 

inhibición de colaaenasa.. 

C~lquier desequilibrio en la regulación de aJguna de estas et.opas puede proyectarse 

como una. alteraci6n palol6gica del tejido concdivo.4ª·H 

Con una visión pragmática Woolley (1984) señala que ..... debido a las variaciones 

en la qulmica de la.a colagenasaa de vertebrados, no es posible UM.r un sólo mé,odo d1? 

purificación para todas laa cnaimaa."u 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La implan&ación del blastociet.o en un evento biológico fundamental para la pcrpe\ua· 

ci6n de los euterioa sobre la Tierra. A pesar de eu haeccndencia, el conocimiento 

aobre el conjun'o de fenómenoa que convergen promoviendo la interacción lnt.ima ent.re 

el conccpl.o y el Ú1.ero es fragmentario. Una de laa elapas en lu que ee acentúa la 

esca.cea de información es en la de invasión: se deeconoce como ce inducida, loe recunoe 

moleculares que pcrmiien al concepto incrustarse en el endomehio, y el cont.rol al que 

ea&á sometida para que ocurra excluaivamcnt.e en un intervalo de tiempo definido, por 

mencionar los máa evidentes... La ca.rcncio. de dat.os sobre la invauión blae1.odet.ica en 

el humano es aorprcndcntemcnte notoria. 

Es un luger común ahlbuir a proteiuasas un papel esencial durante la invasión. 

:1,1,t,Jo,u,1:1 Laa cn1ima• prot.eolhieaa con capacidad de diaolver a lu membranu baaalce 

aon BCCrct.adas ap.e.rent.cmentc por c~lulaa cit.ot.rofobásUcaa.10 Sin embargo, no se han 

ident.iflcado especies moleculares ni se ha elaborado un esquema que explique c6mo 

eat.u en1imas logran digerir loe elementos de la rnat.ri1 ext.racclular del endomct.rio. 

También ce una badición comparar a la meUatuis cancerosa con la fase iovuiva 

de !a implantaci60.:1.•.n La comparación es juat.iflcada: arnboa fenómenos manifieatan 

una proliferación celular int.enM y mia:raci6rr act.iva de sua célulns dent.ro de loe tr-jidm 

adyacent.es. Por •upucst.o. la invasión de lu célulna: cancerosas es incont.rolablc. 

Algunu células 1.umorales met.astúicas producen colagenasa.s0 que se •upone BOn 

ut.iliaadas durante la invo.-ión, cuando las dlula.s deben at.ravCSllr la membrana baaaJ 

que limit.a el est.roma de un t.t:,iido, loe component.es cstruct.uralcs del estroma, y 

la membrana baaal de la pared de loa va90a aanguÍneoe duran'" la int.raY&INlci6n

ext.ravaaación.1u,ioe,1ur 

En este t.rabajo se eat.udia el mecanismo molecular que utili1a el t.rofoblast.o humano 

para penet.rar la pared uterina. Se propone que la faac iovnsiva de la implantación 

placentaria depende de la capacidad del t.rofobla.st.o para degradar loe component.es de 

la mat.ri• ext.racelulnr del endomet.rio medinnt.e la sfnt.esis de prot.ec.sas cepecfficaa. 
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OBJETIVO 

ldeot.ificar y aielar pro,efou con adividnd colngenodtica naododaa al hofoblaa\o, 

u\ilisando t.rjidom placeot.ariu. humanos. 

28 



Materiales y métodos 

HOMOGENADOS DE PLACENTA 

Se utiliaaron cuaho placentas humanas normales a término que se colectaron en el lneU

\uio Nacional de Pcrinat.ologfa. De las placeniftll se separaron las vel10&idadea cori6nicu 

que se desmenuaaron en fragmentos de aproximadnmcnte 0.5 cm'. Cien gramos de frag

mentos de velloeidades se sumergieron en 250 mi de Soluci6n Salina Balanceada de Hank 

(HBSS) con agitación suave durante 5 minutos. La suspensión se centrifugó a 1 000 g 

durante 5 minutos a 4 °C: el sobrenadante se desechó. Eete procedimiento de lavado 

se realiló diea veces con cada muesha. Los fragmentos se homogenei1aron en HBSS 

con un Polyi.ron. El homogt!nado se centrifugó a 2 500 g durante 30 minutos a 4 "Ü; al 

sobrcnadante se le denon1inó pMmer •oh-enadanle de hcmoQenado. La homogenei•ación 

y cenhifugación se repitió en dos ocasiones mds (en las mismas condiciones) con el 

precipitado, por lo que en t.ot.al se obt.uvieron t.res sobrenedant.es de homogenadoa. En 

cada &obrenadant.e de homogenado se biso la det.erminación de nct.ividad colagcnodt.ica 

por el mét.odo de Terat.o y Nn.gai. 1°' 

Fraccionamiento de homogenados de placenta 

El fraccionamicnt.o 8C hi•o a partir del primer sobrenadante de homogcnedo que 

se ccnhifug6 a 7 500 g durante 1 h. El sobrenedantc ohienido se diali•ó contra un 

amort.iauador de Tria 0.05 M t>H 7.4 con CnCI~ 0.005 M. NoCI 0.15 M )" NaN, 0.02% 

(amort.iauador de Tris-HCI pH 7.4). El aobrcnadant.e diali•ado fue prccipit.ado por 

salado con eulfat.o de amonio a.120% y 60% de sat.uración. Los predpitados ec colectaron 

por centrifugación a 2 500 g durant.e 30 minut.os, se eolubilisaron en el amort.iguador 

de Tria-HCI pH 7.4 y Ke examinaron para ddccción de act.ividad colagenolft.ica por los 

mét.odoe de Terat.o y Nngo.i'°' y por el de act.ividnd sobre un pépt.ido ffint.ét.ico.109 

Activación con isotiocianato de sodio 

1.811 fracciones del sobrenadant.e de homogcnado al 20% y 60% de 881.uración se 

dinlianron cont.ra iimt.iociannto de sodio a M en el amortiguo.dar de Trie-HCI pll 7.4, y 

29 

n:s-~ 
~ U· 

~ rla1t 
W'..;L1TE~1' 



luego ae dialisaron contra el mismo amort.iguador sin isot.iocianato de sodio. También 

con oetaa mue.iras ae reali•Ó determinación de actividad colagenolÍ\ica. 

EXTRACTOS DE CELULAS AISLADAS DE PLACENTA 

El ai•lamieot.o de célulY &rofoblAs\icaa ac realis6 con algunas modificaciones al método 

de CoUe.110 De once placenta• humanu normales de segundo y tercer trimestre un frag

mento de velloeidadefll cori6nlcaa de 10 g se cortó en trocit.oe de 1-2 mm, que se lavaron 

ezbauat.ivamcnte con HBSS. Los (ragmentoe oe colocaron en frascos de tripainisacióo 

(conatitufda. por cuatro parcdea con 11uperflcice planu) que contenfan tripaioo di11uel

U. en HBSS al 0.0625%, con a¡iladón durant.e 45 mio a temperatura ambiente. El 

\ripeiniaado IMI hi10 puar a trav6e de cuaho capu de gasa y el l'quido filhado MI cen

trifugó en tuboe c6nicoe de centrífuga a 1000 g durnnie 5 min. El eobrenadante se 

de&CA.rtó y el botón celular se reauapendió en HBSS y de nuevo se centrifugó; este 

procceo se llevó a cabo en doe ocasiones mú. El trjido que no atravesó la gasa se 

coloOO de nuevo en tripeina durante 1 h y se sometió a !oe procedimientos descritos. 

L09 botones celularea obt.enidoe de la primera y segunda tripeini•acioncs se reunieron 

y ee .olubiliaaron en HBSS. 

La. c'lul- obLenid- ee eJCamioaron por microecopÍa ópl.ica para vnlorar el reodi~ 

miento, la puresa y la viabilidad (a havéa de In exclusión del colorante asul de tripán). 

TambiEn ae exploró la preeencia de actividad colagenolÍtica en las ci61ulaa int.actas y 

en extractos de ellaa que se obtuvieron colocando célula.a en Tritón X·lOO ni 0.1% en el 

amortiguador de Tria-HCI pH 1.4. durante 2 mio, a tempcrat.ura ambiente. El ensayo 

\ de actividad colagenol,ticn. se re.alisó por el mEtodo de Terato y Nagai1°' con alicuotae 

d11 :10 µI que contenfan una mueti\ra equivalent.e a 1000 - 10 000 c'lulaa. 

Ruptura de las células aislada~ de placenta por congelamiento-descongclamiento 

Un mlitodo alternativo para la ruptura de Ju células trofoblásUcaa purificado fue 

el conaelamien\O y deecongelamiento repetidoa en tres ocasiones del botón celular en 

HBSS. El congelamiento ee consiguió aometiendo las célulu a .10 •C durante 10 min. 

L09 liAdOIJ celulares ee cent.rifugaron a 10 000 g por 5 mio; el sobrenadante se filtró 

con una membrana mlllipore de 0.22 µm mientrae que el precipitado se resuapendió 
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en el amort.iguador de Trie-HCI pH 7.4. Tan\o el precipit.ado aolubiliae.do como el 

8obrenadanl.e 611.rado ee evaluaron para det.crminacióo de actividad colagenol,t.ica, En 

ot\a 11erie de ensayos se utiliaaron como con\roles el precipi\ado y el 1110brcnadan\e 

obtenidos por congeJamient.o-descongclamient.o disuclt.oa en Tritón x.100 al 0.1% en el 

amortiguador de Tria-HCI pH 7.4. 

La de\crminaci6n de la cant.idad de prot.cfnBA en loa diíercnt.cs homogenadoe, íraccionee 

y cxhact.oa de células aislada& de placenta se reali1ó por el mCt.odo de Bradíord,lll 

ENSAYOS ENZIMATICOS 

Para eícct.uar las de\erminacioneo de act.ividad colagcnol"ica ee utiliaaron doa pro

ccdimient.oe: 

ACTIVIDAD SOBRE COLÁGENA RADIACTIVA 

El método de Tcrat.o y Nagai1°• ut.ilila como susl.rat.o colágena con marca radiactiva. 

Para obtener el sustrato se puriflc6 colágena Tipo 1 de placenta humana a término con 

el m~todo de Miller1ll, que 11t.i1i1a pepsina para su ext.racci611 y ltcido acético 0.6 M para 

la solubilisación, seguido por numerosru1 precipitaciones con a.alee. La acct.i1aci6n de la 

coláaena se hi10 por medio de la técnica de Leíevre el JU, que consiste en aarepr 

anhídrido acético tri.\iado ( 511) a unn razón de 25 mCi/200 mg de col&gena en medio 

alcalino y eliminar la marca que no se pega por diálisis exbauBLiva con,ra agua. La 

adividad especffica de la colágena ncet.ilada fue da 260 000 dpm por mg de pro\efna. 

El mé,odo de Terat.o y Naaai con11i11t.e en incubar 20 µ¡ del 1ust.rato acctilado 

con la en1ima o fracción en el amortiauador de Tria-HCI PH T.4. a 30 •e por 20-

24 h o a t.emperatura ambiente durante 48 h. La reacción se para agregando ácido 

et.ilendiaminotet.racét.ico (EDTA), un inhibidor de met.aloproteasa.e, de \al modo que se 

ob\cnenga una conccnt.ración final de 80 mM. Post.eriormcnt.~ la mueeha se precipi'a 

(1:1 V /V) con uno me1cla de dioxano--met.anol (4:1 V /V) írfa y se cenl.rifuga a 10 000 g 

por 10 minut.os: dcspuk el sobreoadante se n1e1cla con 5 mi Bray y se pasa o. un con,ador 

de ccn,elleo (figura 11). En cs\e ensayo se aprovecha que loa íragment.oe producidos por 

la acción de la encimn permanecen solubles. en cambio la colágena int.acta precipita en 

la me1cla de dioxano. La actividad se calcula rest.ando las cuent.aa liberadas en loe lubOfl 
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que cont.enfao EDTA desde el inicio del ensayo de las cucnt.a& liber11dae en los t.ubos ein 

EDTA. Ea las incubaciones Be u&ili•aron controlee que con&enfan alguno de los aiguient.ea 

inbibidorcs: N- ctiJmaleimida (NEM. 2 mM), inhibidor de tiol pro&eaaas; fluoruro fenil 

metiLiulConilo (PMSF, 1 mM), inbibidor de prot.curua de eerina; inbibidor de &ripeina de 

frijol de eoya (SBTI, 1 mg/ml). Para determinar el máximo de cold.gcna degradablc bajo 

lu condiciones del ensayo se empicaron 60 µg de colagcnaBll de Clo•lridium h11lolulicum 

en amor&iguador de Tria--HCJ pH 7.4 a 30 °0. 

Cuando IMt ensayaron para de&ermino.ci6n de adividad colagenolhica los sobre. 

nadant.e11 de loe homogenadoe de vellosidade8 placen&arias y las fracciones de los eobre

nadantea de loe homogeoadoa. en lrus incubaciones oc emplearon ndivndorca de la colag~ 

nua como el acetat.o 4-aminofenilmercúrico (APMA, 1 mM). p-hidroximercuribcnsoato 

(PHMB, lmM) y hipeina (1:10 y 1:100 en relaci6n a la prot.efna en el homogenado). 

Todaa: laa det.ttrminacionee de adividad col11genollt.ica fueron becbn.a empleando eat.e 

m~todo, en cnBA)"De por duplicado, al mcnoe que o&ra C08Q sea indicada. Loe result.adoe 

ec expresan como unidades de colagenaaa., donde una unidad (U) represent.a la cantidad 

de en1ima necesaria PAra degradar l µg de colágena por minu&o a 30 •c. 

ÁCTIVIDAD SOBRE UN PÉPTIDO SINTÉTICO 

El DPN-111 es un ~ot.ido sin&é&ico con la secuencia DPN-Pro-Gl¡..Gli- lle-Ala·Oli

Gl¡..D-Arg-OH: como puede observarse, con&iene la uni6n Oli- lle que ea el sitio de 

corte de la colagenua que degrada .o. la colágena Tipo l. 

El ~pt.ido se di•olvi6 a una concen&raci6n de 5 X 10-' M en un amort.iguador de Tria 

0.05 M plf 7 .4 con CaCb 0.005 M, NoCI 0.15 M y aJbúmina 0.2%. La incubación con 

la muestra se hi•o por espacio de 24 ha 37 °0 y la reacci6n ec par6 con HCI 1.0 M. Loe 

fraament.oe cor&oa que contienen el DPN.f 11 ac extrajeron con una meada de acctat.o 

de e&ilo-butanol (1:0.15 V /V), que despu& ee ccnt.rifugó a 3000 g duran&e 15 minut.os, 

y la luc oraánica ae leyó a 365 nm. El coeflcicn&e de cxtinci6n molar del compucsio ea 

de 1.22. Las incubaciones re&Jiaadas incluyeron eiemprc tubos con&roles con EDTA 80 

mM (concent.raci6n final) al inicio del experiment.o. La acUvidnd ·inhibible con EDTA 

se ezprcaa como porcentaje del pépt.ido degradado.101 
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PURIFICACION DE LA COLAGENASA DE TROFOBLASTO 

A parLir de ext.rac:toe de células aisladas de &.rofob1ast.o rolas con Trit.6n X-100 y con ac

tividad colagenolhicn &e estableció una eshaLegia de purificaci6n de la onaima quo con

aist.ió de dos pasos croma\ográfico&: una columna de afinidad seguida por una columna 

de intercambio i6nico. 

Cromatograffa de afinidad 

El primer paso cm la purificación de la en•ima con acl.ividad colagenollt.iea com1istió 

en pasar loa edrados de células aisladas de t.rofoblaat.o a través de una column11. de 

Sepbaroea-Colágeoa. 

Et procedimient.o para la obtención de lo resina acoplada con colAgcna ec «tiecut.6 con 

algunas modificaciones a las recomendacioaes del fabricant.e (Pharmacia Fine Cbemi

cal1). Una cantidad de la resina Sepharosa 48 acl.ivada con CNBr (7.88 g para rendir 

un volumen aproximado de 30 mi) se coloc6 en HCI 1 mM por 15 tnin; luego ae lav6 

en 7 oca.aionea con la misma solución. El gel de Sepharosa se lavó una ve1 con un 

amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M pH T.4 (amortiguador de acoplamiento). que 

ae ut.ilisó t.nmbi~n para formar una suspensión con la resina. Este gel de Sepharoea 

activada se combinó con 200 mg de col!aenn. Tipo 1 de tend6n de cola de rata dieuelLa 

en amort.iauador de acoolnmient.o, con n&itaci6o suave a 4 •e toda la noche. Loa iiruoos 

act.ivoa libres se bloquearon transfiriendo la resina de Sepharosa-Cold.gena en un amor· 

t.iguador Tris 0.2 M pH 8.0 durant.e 16 h. El exceso de prot.erna adsorbida se elimin6 

por medio de lavadOB con amortiguador de acoplamient.o aeguido de amortiguador de 

acet.ato de sodio 0.1 M pll 4.0 con NaCl 0.5 M y de amort.i¡uador Tris 0.05 M pH T.4 

con NaCI 0.15 M. La resina de Seoharosa-Col&.~eoa se almncen6 a 4 •e en amorU&uador 

Tris 0.05 M pH 7.4 con NaCl 0.15 M haeh que se ut.ili16. 

Los ext.ract.os de dlula.s eisledaa de troíob18.8t.O por rupt.ura con Tritón x.100 se 

filtraron a t.ravk de una membrana millipore de 0.22 µm y se incubaron con la resina 

de Sepharosa-ColaSena en Tris 0.05 M pH 7.4 con NaCI 0.15 M. con agitacl6n suave a 

4 •e t.oda la noche. 

Al dÍa siguient.e la reeinn incubada con el extracto ite empnquet6 en una columna 

de 1.6 cm de diAmet.ro eu la que se hicieron circular 100 mi de un amortiguador de Trie 

0.05 M pH T.4 con NaCI 0.15 M a un Oujo de 30 ml/h; el m.s.terial unido a la resina se 
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depeg6 con un amor,iguador de Tris 0.05 M pll 7.4 con NaCI 1.5 M aplkado a raa6n 

de 30 ml/hr, mienhaa que el elu(do se colccló en fraccione& de 1 mi. LGH íraccionca 

me agruparon de hes en Lrcs y se rcali1aron dderminacioncs de la concentración de 

proLeÍnaa en cada srupo. Las fraceionee con protefnn ae reunieron en unn eoln y se 

dialiaaron conha un amor,iguador de Tris 0.05 M pH T.4: la mucs&ra diali1ada se 

examinó para aclividad colagenotfUca y e.e deh!rminó eu concenl.raeión de pro\efnas. 

El etuldo que ee ob,uvo al circular loe 100 mi del amortiguador de Trio 0.05 M pH 7.•I 

con NaCl 0.15 M se incubó por eegunda ocasión con la resina de Sepharoa.a-Colágcna 

y después se rcpiLió 'odo el procedimiento an&críormente descrho. 

Cromatografia de intercambio iónk:o 

La muCllllra con ac\ividad colageoolftica proveniente de la cromatogu1da de afinidad 

ff introchUo en un aia\ema de cromatogradn tfquida de nlta preeición (HPLC) equipado 

con una columna de in&ercambio iónico (TSK-DEAE 5PW). previamente equilibrada 

con un amortiguador de Tris 0.05 M pll T.4. La eluci6n del material que no in&eraccionó 

con la columna &e rcali•6 lambl6n con el amor&iguador Tris 0.05 M pH T .4 a un flujo de 

0.5 mi/mio. Para dcapegar el nta\erial que se uni6 a la columna se u\ili16 un gradieot.e 

de NaCI de O a 1.5 M al mil'lmo flujo de 0.5 ml/min. Se colednron fracciones de 1 

mi que se anali•aron para concentración de protcfnrus y actividad colagenolhica (figura 

12). 

La de\erminación de la concentración de pro&efnaa en lu muee\ras elufdas de la columna 

da aftoid•d y de la columna de intercambío iónico se biso median\e el mé&odo de Groves 

at JU, que u&ilisa lu leduru eapecltofot.omét.ricaa con lua ul\raviole&a de IBS muesLras 

a lonsiiudes de onda de 'l'24 nm y 233 nm, que se relacionan por medio de la siguien\e 

expresión: 

(abttnt - nb&¡:u) ('l'lO) = µg de prot.efna / mi 
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Electroforesis con SOS sobre gel de poliacrilamida 

El grado de pure.1& obt.enido en cada una de Jaa preparaciones de Ext.raclo Tot.al 

de Células, Sepharosa-Colágena y DEAE se siguió por electroforesis en un aiat.ema 

ligeramente modificado aJ de LaemmJilU en geles de poliacrilamida al 15% con SOS. 

Laa mucst.raa se diali1aron durant.e 1 h conha el amorliguador de cámaras diluÍdo 

1:10 y después se dcsna\urali1aron a 100° C por 2 minen presencia del amortiauador 

de la muest.rn que cont.enfa n1ul de bromofcnol como indicndor; poeLcriormenLc lao 

muest.ras se aplicaron en geles bifásicos, esto es, con unn •onn concent.radora al 3% de 

polincrilamida y oha separadora al 15%. Se corrieron cut.re 0.05 y 50 l'S de prot.,Ano 

por carril. En octuUones se agregó al sist.ema mercapLoet.anol. 

De manera simuhánea se corrieron patrones de peso molecular que incluyeron 

albúmina aérica bovina, ovoalbúmina, pepsinógeno, lripBin6gcno, ,8.lnc:toglohulina y 

liaoaima. Loa geles se tiñeron con n1ul de Coomaaie o con plata.118·11 1 

Elución de protcfnas en geles de SDS-poliacrilamida 

Un gel dividido vert.icalment.e en doe parles con carriles equivalentes para las prepa

raciones de Ext.ract.o Tot.al, Sepharosa-Colñ.gena y DEJ\E íue corrido normaJmenLe. Al 

L~rmino dtt la eleciroíoree:is el gel se separO en d(Mt 11~cionee eiguiendo la IÍnea divi&0ria 

virLual oriainal, Una mit.ad fue t.eñida con olalft micnLras que la ot.ra se inLrodu.fo en 

Trit.6n X-100 al 2.5% en amor&igundor de Tria--HCI pH 7.4 duranLe 1 h (en la que 

ocurrieron dos cambios con la misma soluci6n) a temperaLura a.mbiente.110 Siguiendo el 

patrón elect.to(orético desarrollado en la mi\nd de gel teñida con plaLa se eeccion6 la 

mit.ad de gel no teñida de abajo hada arriba en sieLc fragment.os (21 fragmentoa en 

t.oLal). que se trituraron en el amortiguador de Tris-HCI pH 7.4 y se d~aron en éste 

toda la noche. Al dfa siguiente ee tom6 una alícuota del IÍquido en cada preparaci6n 

de fragmenlo siendo examinada para oct.ividad colag11nolÍliea, 
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Resultados 

ACTIVIDAD COLAGENOUTICA EN EXTRACTOS DE CELULAS DE CITOTROFOBLASTO 

La bomogcneiaación es un procedimiento que a t.ravés de interacciones mecánicas logra 

la íragment.ación de foe componentes que int.egrao a un &~ido -célulos y elcment.08 

de la ma&ris-, modificando las relaciones naturales de éstos y permitiendo que afloren 

loe conat.ituyent.cs int.racelulare&. La obtención de sobrcnadant.cs de homogenados de 

vellosidades placentarias, sin embargo, no aportó evidenciu1 sobre :a mani(est.adón de 

act.ividad colagcnolf&ica en el t~idm el primero, negundo y tercer eobrenodant.es de 

homogcnadoe de pin.cent.a tuvieron ndividad colngcnolÍt.ica nula. 

Las fracciones de sobrcnadantcs de homogr.nadoe de placenta obtenidas por preci

pit.ación con sulfato de amonio al 20 y 60% de saturación tampoco mosharon actividad 

colagcnolfticn cuando ee utilh1ó el método de Tera&o y Nagni para 11u evaluación. Ante 

la pa.ibilidad de que In act.ividnd colagenolÍ&ica e11&uviera oculta debido a que la cn•ima 

ec encontrara como un orecursor o ooraue et1&uviera interaduando con un inhibidor se 

emplearon la proteaaa tril>8ina y loe compucidos organomercuriaJes APMA y PHMB 

para revelar la ac&ividnd. Una ves más no hubo ~xito. Por otra parte, cuando las 

fracciones de sobrenadantes de bomogcnadoa al 20 y 60% de saturación fueron cxami

nadu para actividad ensimá&ica utilisando como sustrato e) péptido DPN-111 se obtuvo 

aproximadamente el 100% de dca:radaci6n en lu dos fracciones (0.019 y 0.018 µg de 

p6ptido degradados/ mg de proteína en un minuto, rcapedivamentc). 

Al observar que exiotfa degradación del pép&ido OPN-111 por la.11 fracciones de los so

breoadantcs de bomogenadOft se capecul6 que la enaima estaría inhibida por la proteÍna 

Ñrica o 2·macroglobulina. de tal modo que era neccurio anular aJ inhibidor para revelar 

la actividad colagenolÍtica. Por eata raaón IH fraccioot!'S de 90brcnadantes de hornoge

nadOll ee incubaron coo el aaeote caotr6pico isotiocinnato de sodio. pero después del 

hatamienlo oi la (racci6o de los aobrenadantes de homogenndos al 20% de saturaci6n 

ni Ja fraccicSn al 60% exhibieron rcsuhad08 poaitivoa. 

Pucato que utilisando Jos eobrenadantes de homogenadoa de placenta fue imposible 
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demost.rar act.ividad colagenolhica. y dado que loa resultados poHitivoe de degradación 

del pépLido DPN-111 rmgerfnn que la ensimo est.aba presen\e pero unid11. a ormocro

globulina, se planteó que debido a que la placenta es un órgano extraordinariamente 

irrigado era posible que aún después de lavadOB con H BSS los fragmentos de vcl106idadcs 

coriónicas que se ocupaban para llevar a cabo loe homogeno.dos esl.abnn contaminados 

con sangre, de \al modo que duront.e el proceso de homogcnciaación la cnaima CBt.nbleda 

contacto con loe inbibidores sérico&, inadivándoee, por lo cual no ee rcgiehaba actividad 

colagenol:1.icn. 

Una ecgunda e11l.ra.\egin para <lemo111.rar act;ividad cologenolhlca en el l.ctiido l.ro

foblástico fue la de purificar células y luego prncLic.nr loe ensayos enaimá.l.icoe. Con 

el método utiliando, se obl.uvieron células con caract.crfat.icns morfológicas do chol.ro

foblas\o (figuro 13), con una pure.1a y una viabilidad del 90%. La cantidad de células 

que se colectó de placentas n término fue de eO 000 célulns/g de tl".)ido. El rcndimient.o 

en el número de célula.s fue el doble cunndo se ut.ili1arou placentns de segundo l.rimeshe. 

En la t.abln 5 se muefil.rn que lae células de cit.ohofobluel.o enl.r.uw s~ exhibieron 

act.ividad colagenol:t.ica (0.~35;1:0.09 µg de col&geno/103 células) pero ésta se hiao 

más aparent.e cuando las células fueron trotadaa con Tritón X·lOO (1.196;1:0.60 µg 

de colágena/103 células). La act.ividad cologenolhica fue complct.ament.e inhibida. con 

EDTA C0.050±0.001 tJK: de coláaenn/103 célulnB) pero en ninsun caso con los o\ros 

inhibidores de pral.casas. 

Como he señalado, en las célulftS rol.as con Tritón X-100 la actividad colagenolÍt.ica 

fue más eviden\e; no obetant.c, aún no 8C conoda con cerl.e•n la localisación celular 

de la ensima. El Tritón X·lOO es un detergente neutro que solubili1a las membranas 

celulares ali.erando las asociaciones hidrofóbicns y dest.ruyendo la bicapa. Al mudarlo 

con la membrana, el extremo hidrofóbico del tritón se füa. a las regiones hidrofóbicas 

de la pnrt.e cxt.erior de las prot.cÍnaB de membrana, de8pln.1ando con ello o lu moléculas 

lipÍdicaa. Puesto que el ol.ro ex\remo de In molécula. de detergente es polar, eeta 

unión t.iende a. disolver IBB prot.e{nRB de membrana en rorma de complejos del.ergen\e

ptol.e{na. De tal modo que la enaima con ac\ividad colagenol:l.icn bien podr:a formar 

parte de la membrana de las células ci\ohofoblAst.icae siendo únicament.e solubilisada 

por el t.ril.ón o tener un origen citoplúmico logrando manifestar su actividad al alcansar 

el ext.erior (en cKl.e caso el sUAt.rnt.o roJiRcl.Ívo) por In ruptura del plnemalema. De nquf 
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Figur• 13, ~lula de dtolofoblBSlo humano. Por tripsinización de frag
mtnto5 de vdloeidadt! coriónku de placentas hurn~u •I'! 5egunJo y ttr• 
cer trimesttt, 1c ~ale.ron c~lo.lu de ci1otrofoblaa10 que fu1:ron utilindaa para 
obttner extn.ct~ con actividad colagtnolhica. 



TABLA 5 

l\CTIVIDAD COLl\GENOLITICI\ EN CELU..l\S DE CITOTROFOBLl\STO 

~UESTRA M1CROGRAMOS DE COLAGENA 
DEGRADADA ?OR 1000 CELULAS 

Células entr.ras 0.235 ± 0.09 

Células rolas" 1.196 ± 0.60 

Células rolas+ EDTA 0.050 ± 0.001 

Células rolu + NEM 1.216 ± 0.72 

C~lulu rotas + PMSF 1.170 ± 0.53 

C~lulu rotas + SBTI 1.070 ± 0.55 

•se uLili:z6 Trit.6u X-100 al 0.1% 
EDTA: ácido dilcodiaminot.ctnicOico (80mM). lnbibK!or de mt'Lalop,,,k:u•. 
NEM · N-dilmalcimida (2mM) lnhibidor de tlol-proteuu 

PMSF: Fluoruro fcnil meliLiulíonilo (1 mM). Inbibidor de prolcuu de aerinL 

SBTI: Inhibidor de \ripsina de frijol de aoya (1 mg/ml). 



que se aplicara un m~todo de ruptura como el de congclamicnto~descongelamient.o. 

en el que no ec disuelve la membrana, para conocer ei la enzima se almacena en el 

chopluma o forma part.e de la est.ruct.ura de la membrana. (Tnhln 6 ) 

La rupt.ura de las c~lulru1 de cilotrofoblnsto por congelamiento-dcscongclamient.o 

produjo oct.ividad colagenolÍt.icn de t.an &olo 41.2% de la que se obt.uvo con t.rit.ón; de 

esa act.ividod aproximndamcnt.e el 67% se encont.r6 en lo fracción 80luhlc del exhacto. 

mientru que el 8% apareci6 en la fracción con loa fragment.os de membrana. 

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA COLAGENASA DE TROFOBLASTO 

Una vea demoetrada la presencia de ndividad coln.genolÍt.ico. en loe célulae de cilot.ro-

Coblaat.o, loa ext.ract.oe obtenidos a part.ir de la rupt.ura celular con Trit.ón X-100, que 

rcpresenb.n la fuent.e con mayor actividad en1imát.ica (Tobla 5 ), fueron cromnt.ogrnfia

doa a travbl de una columna de afinidad de Sepharo81l-Cológena. con el propósito de que 

aJ presentarle 11u ou11trato --colágena- ft la en1ima, és\a fuera retenida en la columna 

por uni6n eepedfica con el Jignndo, en \an\o que el materinl conlnminante serfa excluÍdo 

sin int.eraccionnr con la matriz de Sepharos.n-Colágene. Ln figure 14 mueshn el perfil 

cromat.ogrAfico del malcrial eluÍdo de la columna dcepuée de la aplicación de un choque 

iónico con NaCI 1.5 M para despegar ias moléculae o compuestos que se adsorbieron 

a la mat.ria. La prot.eÍna dieociadn oc diet.ribuy6 princip11lrnent.e ent.re lu frncciones 1~ 

a 33, que fueron agrupad&B y dialiu.dns conSra un amortiguador sin NaCI ya que en el 

aiguienla paBO de purificaci6n se emplearía un gro.dienh' de NaCI que part.irÍa de una 

concent.rnción igual a cero para separar el ma,erinl unido a una ma&ris de DEAE. Todas 

la11 mucal.ra11 qua fueron purificada.e por cromatograrla de afinidad exhibieron actividad 

colagenolÍ&ica. El material que eluyó con el nmort.iguador de Tria O.OS M pH 7 .4 con 

NaCl 0.15 M y que fue cromat.ograflado por IM!gunda ocnsi6n n havée de la mat.r(1 de 

Scpharoaa-Col,geno no exhibió actividad colagenolÍ,icn (dat.oe no most.radOB). 

La inapeeci6n de la purificaci6n del edrado se llevó a co.bo mediante del examen 

visual en geles de poliacrilamida con SOS de las mues,ras con ae&.ividnd obtenidas en 

cada etapa.. U'iliaando est.a tknieá, el exl.rado crudo de citol.rofohlnsto manifesl.Ó 

múltiples bandas con muy diversoe pesos moleculares: sin embargo. lu rnuc&trA purifi

cada por cromat.ograda en Sepharoea-Colágcna únicamcnt.e exhibió eiete bnndae (figura 



TABLA 6 

ORIGEN DE LA ACTIVIDAD COLAGENOUTICA EN CITOTROFOBLASTO 

RUPTURA CELULAR ACTIVIDAD ESPECÍFICA• 

Tritón 0.119 

Coagelamieoto-descoogelamien&o .. 0.049 

Precipitado 0.004 

Sa6~e 0.033 

Precipitado + 1rit6n 0.000 

Sa6rena4anle + lrilón 0.024 

•Mierograrrw:i. de coljgena degradado• por ua miligrwno de protefna /miauLo/30 ºC. 

•·oaipu& de la ruptura por cou¡damienlo-de9C11ntdanüento se centrifugó a ID 000 e como es 

daicrito ca Mucrialai 1 MKodoa. 
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16). PueHt.o quo la pureaa lograda durant.e la cromatografia de afinidad no fue aaliafac

torin, fue necesario empicar un procedimiento de puriflcación adicional. 

Lan mucnt.raa con act.ividad provenient.ee de la croma\ogrnfift en Sepharo88-Colágena 

fueron inhoducidns en una columna rt~ intercambio nniónico (DEAE), en la que ee aplicó 

un gradicn\e de NaCI de O n 1.5 M. La actividad cologenolrticn opnreci& como dos picos: 

el primero estuvo localilado en la fracci6n 16 con una actividad de l l .M6% mientras 

que el segundo, el pico principal. tuvo un despliegue que inici6 en la fracción 21 y se 

extendió hasta la fracción 33, con actividad máxima de 57.37% en In fracción 21 que 

eluyó con 0.95 M de NaCI. (Figura 15.) Las fracciones 21 a 26 fueron reunidas para 

constituir lo muestra. de DEAE. 

Por SDS-PAGE de la muestra de DEA8 se observó unn. sola lmndn Que migró n uno 

posición de 40 KDa (figura 16). Pnra confirmar que CBta banda era de In en1ima con 

ttclividad se eluyó In prot.eina de un gel que fue corrido elcct.roforéticnmen\e en formn 

similar ft como se hi110 con loa gclCft que se utili11aron para tinción, pero Rin fijar ni teñir. 

y af en.iuagado con Tri\6n X-100 (que deepla•n ni SOS que de otra mnnero man\endrfa 

deenahtralisad.:t a la proternn). 

Cómo se 11precin cl1uomen\f" en lo fi.gurn 17. el material elu{do de la accci6n de gel 

eiete, que comprendia una sonA. en la que deberra r.star locnlisodn unR banda de protcfna 

euuivaJenl.e a la aue aoareció en el carril con la muestra de DEAE del ii.cl teñido, exhibió 

la moe alLn adividnd colngcnolftico en comparación con el mnterial de las seiA 21onRR 

restant.ea. en los tres cerriles con 18.8 distintas etapas de purificación, alcnnundo en el 

carril de DEAE una actividad de 100%. 

En la tablo 7 se resumen los datos sobre la purificación de la cola.gcnaea ,Je citoho

foblasto. Lo actividad especffica de la mueaLra de extrncto crudo de células fue de 

0.005 u. que AUmenl.ó 37.6 vecett (0.188 u) deepués de la eromatograffa en Sepharoea

Coló.gcna. hasta increml'ntar 20610 veces ( 103.2 u) luego de la croma\ogrnfia en DEAE. 
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TABLA T 

PURIFICl\CION DE U\ COU\GENl\51\ DE CITOTROFOBU\STO 

ETAPA PROTEJNA UNIDADES ACTIVIDAD CRITERIO RENDIMIENTO 
(mg) TOTALES• ESPECIFICA•• DE PUREZA % 

Ex,racto 
de Célulaa 25.68 0.128 0.005 1 100 

Sepbarosa 
Colágena 0.2772 0.052 0.188 37.6 40.6 

DEAE 0.00264 0.381 103.2 20640 297.7 

•una unidad de colaccna.sa es la ca.nt.idad de cnz.ima nKCAtia para degradar un microcrzmo de colá¡t:na/miuuto/25 ~c. 
MMicrogramos de coügcna degradadOI por un miligramo de prot.elna en un minu'o 



Discusión 

EN C91.e Lrabajo se presenlnron evidencies de que el t.rofohla•to humano de plncentnR 

de segundo y tercer t.rimeut.rce tiene unn enzima eon oct.ividad cola.genolh1ca que com

parte las caract.edsticM de las colngena&Qe de vcr,ebradoe, yo que degrada coló.gena a 

temperat.ura y pH fisiol6gicos, y es inhibible por EDTA. Lo enzima nparentemenle se 

localisa e:n el interior de células de cit.0Lroíobhu1to. Ut.ilisondo extractos de estos células. 

la coaimo fue purificada o homogeneidad como una eola banda de 40 l\Dn en geles de 

SDS-polincrilamida. El csquemn de purificación consistió de dos pnAOA: cromnl.ogrof'Ía 

de afinidad en Sephnrosa-Colé.gena y cromatograÍia de intercornbio iónico en DEAE 

utiliaando un equipo de 11 PLC. 

Lo colagenasn purificado de células de cit.otrofoblnsto es uun colagenasn que está 

asociada con la dcgrnci6n de los tipos interBticiales de colñgena. yn que para detectar 

11u actividad se utili1ó colágeno tipo 1 marcndn rodinctivament.e. 

Como en el cnso de In colngennsn de leucocit.os neutrOfilos polinrnrfonucleares hu

manoR, quo so almacena en loe grAnuloe eepcc:ficos46 • la colngonnsa de citot.rofoblnat.o se 

~cumula en el inLerior de lns célulRB como pudo deducirse del incremento de 5 veces en In 

actividad colngenolÍ&icn deapuén de que lan células aiulndas fueron lisadae con Trilón X-

100. En un intento por establecer unn locnli1aci6n más precisa de In enzima y descnrt.ar 

la pOftibilidad de que éstn ae encontrara distribuÍdn en la auperficie del citoLrofobleaLo 

uociada n la membrana plasmática. He emplc6 tm método de ruptura celular que no uti

li1a de&ergentes ni disuelve In membrana plnsmdtica. sino Que solamente realiza grietns 

a Lrav~s de ésta permitiendo que los frn¡¡:menios de membrana o dominios se separen y 

el con,enldo celular St:n liberado. Con el método de congelamienio-dt."SCongelamiento IJC 

pudo obocrvor que la mayor pnrt.e de la nciividad colAgenolÍ&icn (67%) esLuvo naocindn 

a la fracción soluble del extracLo. Sin embargo, debido n que ni exponer las célulns 

en,eraa ante col&igena tritiada exieti6 liberación de mnrcn rndincl.iva. sN:n conveniente 

realiaar un eetudio hie\oQuÍmico con nnt.icuerpos nnt.i-colngt'nRAA ncoplndos n un in<li-

cador, para det.erminar el sit.io exacto de residencia de la enzima. Es probable qur In 

enaima ect encuenl.rc asociada n un orgonelo o gránulo capccifiro. como en el caso Je IDfl 



leucoci1.oM polimoríonuclearPS humanos. Un anticuerpo monocfonftl dirigido contra el 

si&io ca&alhico de unn cologenaen que degrade loe &ipm1 in&ers\icialce de col&gena puede 

ser tHil en ~sta empresa. 

Qué significado fisi0Jóg1l.!o en rl ca&aboliemo de la i=olágeno represento el hecho de 

que lo cologeno.sn '""cncuen\re albergada en el citoplasma de Ja céluln o seo libernda 

al espacio exC.racelular sin almncenarse? La in1.erpre&ar'.'ión más sencilla radica. en el 

\iempo que \ranscurre para In mnniíee&nción de lo nc\ividad colngenolhicn. Cuando 

exis&e inducci6n de sfntesis de colngcnnsa, n In expreeión del RNA men6ftjero proeiguen 

la (ormaci6n de la cadena polipeptldica, el procesamiento de las formas precursoras, 

el ernpaquetamien1.o, y finaJmenh~. lo secreción de procolRgennsa. En es&udios in oilro 

se ha determinado que Ja colagenasa de fiLroblastos sinoviales de con~o u&iliaa n1>ro

ximndamente 50 minutos en llevar a cabo &odas es\ne etapAR.u En células que cuentan 

con una reserva de colagenaea. nlmncenadn r.n su ci\oplnsmn lrut eLnpns de sÍnLesie del 

RNA mensajero, de ensamblaje de la cadena polipeptÍdica, el proceeomien&o de loa 

precursores y el empaquetamiento. ocurrieron en un momento previo al de la inducción 

de In libernci6n de la en1ima. por lo que el inLervalo de tiempo entre In mnnirest.aci6n del 

ea\fmulo y la. secreción de In en11imn al m<"dio debe eer necesarinmcn"te más corLo que en 

la inducción de notro. Hnst.a el momento se desconoce con qué prop6sito las células de 

citot.rofoblast.o de la placcn\e humana cuentan con un mecanismo de respuesta rápida 

de liberación de colaacnnsa. 

Uno puede especular que la degradación eniimA.tica de Ja c~ll\gcnn placcntnl y de 

ot.roa componcnt.ea de In mn\.ris cx:tracelular llego a ser imporLnnte ccrc.'\ del pauto 

cuando la p)nccnC.o. debe scparlUSC de In pared uLerina. 

La inapecci6n de acLívidad colagenolÍt.icn en sobrenadanLes de homogenndoe de ~ 

IJosidndes placentarias y en fracciones de sobrenitdnnh~s de homogenndos precipitados 

con sulíato de amonio no tuvo éxito. nún cuando RC emplearon IOH nct.ivadorcs APMA, 

PHMB o tripsinn. Sin embargo. al u&iliznr el compuesto DPN-111. que es un derivado 

2.4- diniLrophenyl de un oct.apeptido sintético basado sobre la secuencia aminoácida 

nlrededor del si&io de división de la colágena y que conLiene el enlace Gly-lle, como 

sustrato de Jos fracciones de sobrenadantes de homogenados precipitados con sulfa&o 

de amonio. se detecLó actividad enzimática. Hori y Nagni han demostrado que IR 

colagenasa en complftios con urmacroglobuJina aún tiene un sitio activo no comas-
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carado al que el pépt.ido eint.ét.ico DPN· 111 t.iene acceso. 11 • Por lo tanto. euponirudo 

que en las fracciones de eobrenadant.es de bomogenadOH de vellosidades placentnrias 

la adividad colagenolft.ico se enconLrnba inhibida por or mncrog?obuliuo, ac ut.ilísó el 

agent.e caotrópico ÍBOt.iocianat.o de sodio pnrn dCtJCst.nbilisnr n cstn protefnn y revelnr 

la actividad de degradaci6n de colágena. A pesar de que se realizaron vnrios int.cnt.os 

de acUvación con el compuest.o isot.iocinnnt.o de sodio, no se cncont.r6 oct.ividod co

lagenolhica. Ea necesario cfcct.uar un moyor número de cxperimc.-ntoe de detección de 

actividad en1imát.ica con el pépt.ido DPN· 111 y de activación con ogent.es caot.r6pic<>11 

t.ales como el isotiocianat.o de sodio o el yoduro de sodio para dderminor si en loo 

bomosenn.do& de vellosidndes plncentarin.s cxist.e ac1.ividnd colngenolÍtica bloqueada por 

a:a-macroglobulino. 

Mú t.arde se pen&Ó que las enaimas r:on act.ividad colagenolhicn que probablemente 

eet..aban locnliaadaa en las vell08idadea placcnl.arias podrfnn luricer contacto con la ol

macroglobulina (dishibufdn en rest.oa de aangre) durnnl.e In rupt.ura del l.ejido por 

homogeneiuci6n. TrMando de encontrar una fuenl.e de colagennM se seleccionaron las 

clilulns de cHot.rofoblast.o por sue cn1'aderfet.icas invnsivaa y nos propusimos purificarlas, 

para después hacer la det.erminación de la nct.ividad colagenolftica. Est.a esl.ratcgia tuvo 

cxccleates rcsultodoa. Se obtuvo una cn1ima con lo propiedad de deiuador coláaena. que 

ce exclusivamente inhibida por EDTA. No obel.anLc, uno de los principales incovenieotes 

de esta aproximación radico en que lo cantidad de cn1ima que puede conseguirse es 

poca, debido a que la muestra inicin.J de trjido está limitada por diferentes fact.ores 

tales como lo cantidad de tripeino neccsn.ria para Practicar la disgregación del tejido. 

Ademd.11 de cst.e factor. existe uno ligado a lo not.urale1a misma del procedimiento de 

purificación de célulae, en el que neccsariament.e existe una pérdida enorme de loo 

citotrofoblast.oa que componen In población original. Una de las soluciones ni prohlcma 

del rendimiento en el número de célulaa serla. nument.ar su número por expansión in 

1'Í.lro. No obstante, en estas condiciones los células al cabo de unns cuantos generncion~s 

mueren. Para evitar este problema ae hon dcsarróllado técnicn.s Que "inmortalizan" 

lfneaa celularos. llna de ee'u t.écnicns com11is'e en infect.nr ·n las célulM con el virua 

de Epat.ein~Barr o en inoculu nncogenel!I corno el Rnt.fgeno T de SV40 (Tng)119 , de 

&al modo que se habilita a lRB células para crecer en cultivo en forma permanentl'. 

Durante el proceso de transformación pueden ocurrir algunos modificnciones gcnétir.as. 
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bioquÍmicaK y morfológicas cu las célulns. con lo cual In cualidad de interés en nucsl.ro 

estudio puede perderse o alterarse dramáticamente. Este mismo fenómeno ocurre en 

lna células mntignns, por lo que un In mnyndu Je IB.B ocasiones reeuha indesaablc uiilianr 

este tipo de células para inferir nlsún proceso o caredcrfsiica normnl del orsnni&mo. 

Sin embargo. cuando las células transformadas no han modificado eignifü:ativamente 

sus propiedades. son de gran utilidad para conocer cualquier evento biológico. El 

cuhivo in 1:1iiro resulta insustituible cuando ee desean annlh1er loR est.fmuloa adecuadoe 

que desencadenan alguno nct.ivi<lnd celular. Por ejemplo, ecrfa conveniente conocer loe 

factort.-s que inducen la liberaciOn de la colagenaaa en les células de citotroíoblasto. 

En leucocitos ncutrófilos polimorfonuch·nrea humnnoff la liberación de la colagenasa 

puede ser estimulada por esteres de forbol. 1l 0 Esto podr:n &yudornoe & discernir en 

qué fenómenoo interviene direct.nmentr. la colagenasa de trofoblasto y cuÁlca son sus 

mecanismos de regulación. 

Para l:i detección de la actividad cologcnolfiicn en los exl.ractoe de célula& de cit.otro

foblast.o no fue necesario u\i!iJnr ningiín ect.ivador. Puesto que las colagcnnsas son sin

tet.i1adas como aimógenos, In nctivnci6n de la colngcnase de dtotrofoblas\o pudo haber 

ocurrido por la interacción de ésto con otras protensae de In célula en el ex\racto. 

Una de las eet.rnlegias que ben revolucionado el proceso de purincnción de proieÍnas 

ee In cromatogrnfift de afinidad. Eeta técnica consiste en ncoplar n uno mnt.ri• iner\e 

una molécula o cualquier cotf.A que reocione con gran afinidad y oltn especificidad con 

la proteína que desea.moa purificar. De eflte modo, únic.1tmen\e la prote:na en cuestión 

se une a la mnhi• mientrne que otras protcrnnB contnminnn\es son eliminndns duranle 

el lavado del conjugado. En condiciones ópt.imM, puede obtenerse In purificación de 

cualquier prot.efnn utiliaando como único proct"dimien\o la cronmtograrln de afinidad. 

Fue preci8tlmente la cromniograÍ.n de nfinided el nu-;todo que oo nplicó para purificnr 

la enaimn con actividad cologenolhicn de 108 extrndoe de células de ciLotrofoblaat.o. A 

una motriz de Sepharosa se ncopló colágena t.ipo 1 de tendón de cola de rata que sirvió 

como sustrato en la purificación de la cnaima. El empico de este técnica fue de gran 

u\ilidad ya que el número elevado de bandas que originalmente estaba presente en 

el potrón electroforét.ico del extracto de células se redujo solament.e a siete deapu~ 

de incubar el extracto con la mAtriz de Sephnrosa-Colágenn. Entre esLas bandas de 

pro\eina algunas tuvieron un arreglo similar ni pal.rón elechofor.:tico de le colágena, 
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por lo que probablemen&e par&e de IA proteína acopledn a la mnhi:i se desprendió 

durante la eluci6n de la ensima. Sin embargo, no se reelil6 ninguno pruebo adicional 

para &ra&ar de idcn&ificar es&as bandos. Por o&ra par&c. la u&ilianción de la colágena 

como euaha&o de cap&ura de en•ime11 con actividad cologenolhicn en cromatogrofia de 

afinidad Ueno la d81!1ventll,in de que a ée&a pueden unirec oLrea proLc,nne o.dernó.s de le 

colasenaaa, &ale11 como fibronec&ina y laminina.105•1ºft,IOT Est.tae y otros pro&e:no.s pudieron 

haber permanecido unidns a In superficie de las células si el proceso de digcs&ión de la 

mahis extracelular de lea vellosidades con t.ripeina fue incomple&o. 

Enlre )&11 melodologfae que se han dooarrolll11do para purificar con gran especificidad 

cualquier &ipo de pro&efna cs&á In cromo.Lograrla de afinidad con anticucrpoa monoclo

nalea. Loe an&icuerpoe monoclonales reconocr.n un solo epÍ&ope de la molécula a la cual 

C8l4o dirigidos. lloyhiya d al (1990) han obtenido anticuerpos monoclonales contra 

la eolagenasa tipo IV de c~luln.s de mclonoma humano. que acoplaron a columnas de 

Sepbarooa-ProtcÍna A. De ente modo, los investigadores lograron la purificación de la 

en•imn en un sólo pquo cromal.ográfico.121 Serfn recomendable utiliaar esta estrategia 

como un procedimiento alternativo en In purificación de In colagcnaso. de troíoblasto. 

Como 110 ob&erva en In figura 12, deapuée de la croma&ografia en DEAE se ob

tuvo una muestra homo¡¡:enea que mieró como uno solo banda de 40 l<Da en un ¡:el 

do SDS-PAOE. F.al.a bando. reprcsenl.a la protefna con actividad colagenolhicn, como 

lo demueahan loe experimentoe de elución de prote:na del gel de polincrilamida. Sin 

embargo, peraiete la duda de ai la actividad colagenol:tica es 0Ct1.sionada por una o 

por variu especies moleculares (iaoen1imas) que migran en la misma posición. Esta 

inc6gni&a no podrá ser disipada hasta que se lleve a cabo una electroforesis bidimcn~ 

aional del cxirac&o cromal.ogrofindo por DEAE. Por o&ra parl.e, estudiDff preliminares 

han demoehado quo la protefnn. de 40 KDa también exhibe actividad de gelatinll.Jla, 

pero ce incapas de degradar a:iioproteÍnns 1'1l &alea como uocoll, a11oalbúmina y aso

case:Ína (datoe no moetradoe). 

La puresa alcansada por la colagennsa de ci&otrofoblasto fue de 20640 veces. La 

actividad eepecfflca quo ee ha reportado en la purificaci6n de otras colagena.80& es de 

3 884, 16 310 y 53 400 para la de piel de cobnyo, para la de riñon de rata. y para la 

co1agenaaa sinovial de cerdo, reepect.ivamen&e.41·~·n Por lo t.anto, In actividad eMpecÜieo 

de la colageaua de ci&o&rofoblasto puriflcada es aceptable. Por ot.ra p.ar&e. la cantidad 



de enzima purificado fue de solo 2 µg. Est.a es una de los principales deficiencias del 

mét.odo de purificación que est.amos proponiendo. La cant.idnd de ensima purifica.do ee 

tan pequeña que sólo puede ut.ilisarRC en unos cunnt.os ensayos de act.ividod ensimát.ica., 

pero no en una carnct.erisación más completa de la ensimn, ni puede ser empleada en 

estudioe de secuenciación o en la producción de anticuerpos. Este problema enfat.i1n la 

import.ancia de increment.nr In cant.idad de rnuest.rn inicial o de llevar a cabo mét.odoe 

de purificación alt.ernat.ivos. 

La tabla 5 exhibe una disminución del 60% en el rendimient.o de la proteína con 

adividad colagcnolftica dcepués de pasar la muestra por lo cromat.ograrfa de afinidad. 

Eat.e es uno de los factores que cont.ribuyen a la obt.ención de muy poca cantidad de 

cosima al final del procceo de purificación. En el mat.erial que eluyó de la columna de 

afinidad con el amortiguador de lavado no se detect6 nctividad cologenolhica (dat.oe no 

mostrados). Probablement.c uno de las razonee de la pérdida radica en que la colagenaaa 

es degrn.dnda por otras enzimM en la muestra (a Pesar de que se mant.iene a 4• C), 

por lo que reeuharfa conveniente añadir al extracto de célulao inhibidores t.aleH como 

NEM, PMSF y SBTI que no disminuyen la act.ividad de dcgrndación de colágena (Tabla 

4) y sí pueden proteger a In colngenaRa de pro&eólisis. Ser'o recnmendable que ca&on 

inhibidores estén presentes, inclusive, desde d momcn&o de liso.r lru1 células con t.rit.ón. 

Despuée de la cromat.ograrlo en DEAE el rendimien&o aumentó a 207.7%. Eate 

iucrement.o puede deberse a la act.ivación de colagena&11 lat.ent.c que probablemcnt.c 

est.oba prl!&ent.e en 111 mues&ra derivado de In cromat.ograffa en SepLnro88-Colágcna. 

Eato es posible ya que se ha descrito que la procolagenasa de hueso de rat.ón puede 

unirse a colágena, aunque en menor grado que la en.1ima act.ivn."' Por lo t.anto, •i en 

una mueetra de prot.efna existen colagena.sa act.iva y la&en&e, ambos pueden adherirse 

a una mat.ris de Sephorosa-Cológena y eluir jun&.M. Poet.eriorment.e, la interacción de 

la cola.genaea la&ent.e con la columna de DEAE posiblemenie promovió la act.ivaci6n 

de la enaima. De haber ocurrido esto. el aumenio en el rendimiento ocasionado por 

la act.ivnción de 111. enaimn la&ente enrnoBCnrnr:a In disminuchln en el rendimient.o de la 

enaima que ya se encont.rabo act.ivo. 

R.ajabi d al en 1990. lograron ext.raer una eolagennsa de placcniftB humanas a 

t.érmino por homogeneisadón de t.<tiido de loe lado& materno y fet.al en Trit.ón X-100 

al 0.1% y CaCh 10 mM, con un peso molecular de 60 KDa. Ademfts del ext.rado con· 



seguido por homogeneisaci6n, esLas personne lograron ob\encr un .. ext.rncLo calicn\e" 

colocando el Lrjido residual en un amorLiguador de Tri~HCI 50 mM, pH 7.5. con CaCh 

100 mM a. 60• C por 4 min. La proporción de colagcnnsa que se obt.uvo en el ex

\rado calieut.e fue mayor que la del ext.rnct.o con TriLón. Lo nct.ivación de In colagcnnsn 

lat.ent.e ee realizó con APMA 0.5 mM. Después de reducir el cxhact.o plncent.nl con 

dit.iot.breit.ol 2 mM y de alquilarlo r:~n iodoacet.amidn 5 mM parn inact.ivnr ni inhibidor 

t.ilular de me\aloprot.einaaas (Tlt.1P), la ncUvidad de la colagenasas ect.ivn y lot.ent.e 

aument.ó eignificalivnmeot.e. También por medio de cromt1.,ografi{11 de fihraci6n en Ul

t.rogel ACA-34, Rajabi el al pudieron separar al inhibidor de met.nloprot.eina&as de Lcjido 

de la colagena88, de t.al manera que la formo lat.ent.e de lo encime mosh6 un peso de 

66 KOa, mient.raa que la act.ivada con APMA t.uvo un peso de 60 KDo.m 

Exist.e la poeibilidad de que In colagennsa ext.ra{da por Rajnbi et al de placent.u 

humanas a t.érmino sea la misma enzima que nosoiroe logrnmos purificar. Sin embargo, 

hay una diferenci11. en el peso molecular de eat.aa dos enaimas, ya que la enaima reportada 

por R.n.iabi d al iicne un peso de 60 KDa, mientras que nuestra colagcnasa sólo pesa 40 

KDa. No obst.ant.e, es probable que nuestro colngenasa sea un producto de degradaci6n 

do la en•ima de 60 KDa, que conserva el sit.io de rcconocimient.o y el Hit.io cat.alÍt.ico de 

la en•ima (que pueden eer uno a6lo). Una mau~ra de diaipnr et1\a duda eerCa a t.ravés 

de un análisis de WedeM1 blo& con un nnt.icuerpo policlonal ant.i-cologenasa, ut.ilianndo 

las muestras logradas de cado uno de (Of', P8808 de purifk.nci6n. Si el ant.icuerpo re-

conoce una banda adicional a la de 40 KOa. pueden exiet.ir t. res posibilidodea: i. ae ha 

ident.ificado unn colagenSJUI diferente a In de 40 KDo, ii. se ha reconocido lo colagcnaM 

de dt.ot.rofoblast.o complct.a, de In cual derivo In colagenaen de 40 KDa. o bien, iii. se 

ha ident.iflc.odo ot.ro fragmento que junt.o con In colngcnasn de 40 l<Do constit.uyen una 

co)agenasa con un peso molecular más elevado. O\ra posibilidnd es que la co)agenasa 

de 60 KDa 11ca In forma slicosilada de la enzima de 40 KDa. 

Por ot.ra parle. en un 6rgano Lan compl<Uo como la placenta es fact.ible que varios 

colagenasu interst.iciales cont.ribuyan ni recambio met.abólico de la colágena. por lo Que 

ee plaueible que la colagenBBG ext.rafda por Rajobi d ni y la nueet.ro sean die,int.oe. 

Ademtl.a, la obt.cnci6n Je la colagenasn. de Rajabi el ol sc hiao a part.ir de fragment.oe de 

t.cüido de loe ladoe ma&.crno y feta1. en t.ant.o que la cologenUR de 40 K Do Que nosotros 

puriflcamoe ec recobr6 del int.erior de loa células de cit.ohofoblas\o nisladas. 
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Dos aspcci.08 imporlan,cs en el repor'e de Rajabi d al son, por un lado, que la 

e:.dracción de la colagenasa de placenht se hi•o por homogcneiución del tejido, y por 

el ot.ro, el aumento de doce a diecisiete veces conseguido en la actividad colagenolftica 

después de reducción del extracto pJaccntal con díiiothreitol 2 mM y nlquilad6n con 

iodoacetamida 5 mM para inactivar al inhibidor tisular de mcialoproteinBBBB. Ademú, 

Ra.iabi et al obtuvieron un "f>xtracto caliente .. del lftiido reeidual de los homogenadOl!I 

de placenta, del mismo modo que como se reoli16 en lo extracción de la colngenaaa 

del útero de rala en involución.tll F.ate método se basa en la suposición de que la 

colagenaan. permanece en loa precipitados que se íorman después de centriíugar a los 

bomogenados de loe tejidos, debido a que se mantiene unida a las fibras de coliigcna. 

En estas condiciones¡ la extracción de la en sima se ttiecula calentando la colágena a su 

temperatura de de&naturali1aci6n, que ca de 58-62" C, ya que se cree que un cambio 

coníormacional del sustrato íacilita el dCflalojamiento de lo en1ima. De cate modo, 

posiblemente una de las ra•onee para que no delectaramoe actividad colagcmolftica en 

los sobrenadantes de homogenadOll de vcllOBidades placent.ariu es que la colagena8ft se 

mantuvo unida o lee fibras de colágeno en el precipitado. 

Por lo tanto, 11crÍn oportuno reali11nr los enBt'l)'Dft de extracción de colagenaaa por 

homogeneisaci6n de vellosidades pfacentarins utilizando el método de Weelcs d al1~4 • 

e inlen&ar descubrir actividad colagenolhica en loe precipitudoe de bomogenadoa re

duciéndolos con diiiothreit.ol y olquilándolo8 con iodoace&amida. En caBO de que se 

deteet.ara actividad colagenolflica, aerfa interCSAnte conocer ei bit.a so encuentra a.socia-

da a la especie de 40 KDa. 

También es inleresant.c que Ra.iabi d ol señalan que el tratamiento de Jos exlracloe 

placeot.alet1 con iso&iociannla de pot.neio 3M para innct.ivar n la 01-macroglabulinn no 

incrementó la actividad colasonolfticn. 

Ya se mencionó la posibilidad de que el incremento en el rcdimiento de la cofagcnaaa 

de t.rofoblaeto dCBpué8 de la cromatogrnrla en DEAE (Tabla 5) puede eer ocanionado 

por la activación de colagenasa latente present.c en In muest.ra. Es probable que esta 

activación se pradu1ca como consecuencia de la liberación de un inhibidor unido a la 

colo.genaaa, apareciendo como un fuerte candidato el inbibidor tisular de metalopro

teinasas (TIMP). 

Qué probabilidad existe de que la colagenasa de 40 K Da aislada de células de cito t. ro-



Coblae\o de placen\aa a \érmino par\icipe en los proce80s de invasión hlna&ocÍsLicn du

ran\e la implanlaci6n temprana? Como ya se mencionó. unn de las diforencias cnLre 

el habajo deaarrollado por Ra.iabi el al y el nuesLro CM que oqucl tomn tejidos de loa 

lados materno y fct.af de la placenLa para cxLraer In colagenasa, en Lnnto que noROLros 

11<>lamente conaideramoe las vclloeidadee corióricae para realizar los extractos. La rni:6n 

para efectuar cetn discrimaci6o se basn en el hecho de que las vellosidades de las placen

tas a término derivan directamente del L<tiido trofoblibtico que pnrtiripe en la invasión 

del endometrio durant.e el primer tercio del cmbara10. No80t.rm1 hcrn06 establecido le 

•up<>1ici60 de que In colagenaan de cUo&rofoblast.o de placentn.s a término puede man· 

tener una relaci6n cet.recha con IM en1imne que part.icipan en In invnaión blB.Btoc:stica. 

Hula el momenl.o n090troa no contamos con ninguna evidencie directo de que una 

eo1ima con acUvidad colngenol:l.ica participe en el proceso de implanl.nción. 

Debido a que en México In prácl.icn de eborC.os aún es considerada ilegal. rcsull.e 

imposible oblener placentas humanM normales en el primer trimestre del embnre110 en 

un boepilal del nector público como el lnsl.itulo Nacional de Perinol.ologÍo. Sin embargo, 

Mueller el al (1990) han desarrollado una técnica para aislar células l.rofobláslicas de la 

aana:re periférica de mujcrca con 8 a 12 semanas de embara10. La técnica consisl.c en 

uiiliaar loa anticuerpos monoclonales F00660 Y FD033BP. QUC reoccionan exclusiva~ 

mn1.1\e coo una prol.e{na de In superficie de la membrana de célulu de sincitiol.rofoLIB.Bl.o 

velloeo y de chotrofoblaato no velloso (células en la decidua.), acoplados a esferas de 

polie11lireno preforradas con nnl.icuerpoe de ovftia anii-la:O de ratón (fragmento Fe). n~ 

De esie modo, ahora es p08ible obtener células de trofoblaa\o de la sangre de mujeres 

en el primer bimestre del embara10, que pueden examioarse en su capacidad para pro-

ducir colagcnasa. Debido a que éshs célula& deben estar parl.icipando activamente en el 

proceeo de inVD..11ión, eerfn conveniente cuhivnrla11 y examinar la presencio de colagennsa 

en el medio condicionado de cultivo. 

Hoyb&ya º'al (1990) bao producido nnt.icuerpos monoclonalee anti- colagenasa Tipo 

IV de células de melanoma humano (A2058) que inhiben le actividad de In enzima y la 

invuividad da las c~lulas de melanoma o l.ravée de unn membrana basal reconsli&ufJo. 

&dos iovca&ia:adorca lombién obluvieron anticuerpos que, por el contrario, aumenl.an la 

aclividad en1imA&ica e incrementan la cnpacidad invuiva de lee mismas células.U• Por 

lo tanto, exi.l!!lte la posibilidad de que una ves que el problema de la escasa prod un~ión 
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de la colagcnaea de 40 KDa puriflcada de célulfts de cincitiotrofobl11sto sea superado, 

etLa enzima sea utilisada para la producción de anticuerpos monoclonales. Estos an

ticuerpos podrfon emplearse en eet.udioe inmunocit.oqu:micoo con célulne de l.rofoblast.o 

aisl111dntt de la 8llngre de mu.ierCft en el primer trimestre del emharnso, para conocer 

si la colagcnasa de -10 KDo se encuentra en estas c~lulas. En ~-"SO de que las cé:lulas 

de 1.rofoblBBto aisladas de la sangre de mujcre.1 emharn.zndas mostraran capacidad in

vasivo, loa ant.icucrpos t.111rubién ser[an útilett en experimcnt.oe de inhibición o aumento 

de la invnsi6n. TodOA esLos ensayos contribuirian a rechasar o a acept.ar la posibilidad 

de que la eolagennsa de 40 KDa LenKa una contrihuci6n import.ante en el proceso de 

implantación placentaria humana. 

Loa aut.icuerpoe que se generen contra lo colng,mnsa de 40 KDa t.amhién podr:an 

ayudarnos a determinar la localiaación in aih• de la ensima en el tr:jido placenLario. Esto 

resulta importante p.orn conocer las modificaciones en la dishibuci6n de la colagenasa 

en diferentes etapas del embarazo, después del parto, o en ahcraciones patológicas que 

involucren la remodclaci6n de la matriz extracelulnr de In placcnLa. 

En 1988, Yagel et al documentó la participación de la colngenBBn como uno de 

loa mecanismos que facilitan le invasi6n de mcmbronfts por el trofoblasLo. Estos in

vestigadores midieron y compararon la habilidad de Lrofoblnstos humanos de primer 

l.rimcsl.re con la de varias IÍneas tumorales met.neLásicas, ct.iquetadne rnelab61icamente 

con 1l 5 J-deoxyuridina (lnl-dllR). paro invadir un1J membrana amniótica humana lihre de 

epitelio (constiLuÍda por memlunnft baen.l y Cf!lt.romn.) que fue colnClldn. en unn "cámara 

de invasión", en la que, después de un per:odo de incubación, cunnt.ificaroo la fracción 

de radiactividn<l rdenida. De esLe modo deLerminaron que la invasión en la11 células 1.ro

foblásticas fue superior a la invasión producida por lns células tumorales mct.as\úicaa. 

Además. cuando uLilisnron inhibidores de prot.ensns o anticuerpos contra plnsminógcno, 

pla.emina o colagcnas.11 no hubo invnsión; en cambín, ni utili1ar mcrSftlyl (nctivador de 

procola.gcnaAR) observaron qtH~. i.onto en la" l'neas t.rofobláet.icas como en IRe tumorales 

mctaslásicas, lo habilidad invasiva aument.nbn. También logrnron cuantificar producción 

de colagenasa y de laminino en los medios condicionados de las células trofoblásticas. 

Debido a que se ha reportado que el trofoblaaLo produce grandes canLidadee de ac

Livndor de plasminógenoll ··.. que pueden conducir o la producción de plasmina Y 

r~ven\ual activación de procol8g1•nosaº', Yagel et al sugieren •• ... un papel directo de la 
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colaaenaaa promoviendo la invuión en e11ios iipos cclularca ... " º' 

Brenner et al (1989) ul.ilisando l.ranscrit.os aislados de embriones de rat.ón, que 

fueron procesados por medio de la t.écnica de transcripción inverso para luego cfect.uar 

la ampliftcaci6n de eecuencias espec,ficaa por la reacción en cadena de lo polimcrasa 

(TC-PCR). det.erminaroo por SoulAern blot de esias secuencias que los RNA mensajeros 

de colaaenasa, colagenua/gelat.inasa de 68 y 92 KDa y eairumelisina est.án presenles 

en huevos no feriilisadoe y en embrionC!I en ¡..reimplant.ación, incrcmenl.ando aignifico

tivamente au nivel en el estado de blastocisl.o. Tambi~n fueron ddeciadoe t.ranacritoe 

para el inhibidor iisular de mclaloprot.cinasae (TIMP) en el huevo no fert.ilisado y en 

&odas las eiapaa de desarrollo del embrión. Adicionalmenl.e, por medio de lo técnica de 

simograrfa sobre geles de SDS-gelat.ina o SDS-co.sefnn., y por inmunoprecipit.ación de 

p1·01.efnas bioeinl.él.icament.e marcadas con P'SJmel.ionina, Brenner d al del.ecl.aron lae 

miamae mel.aloproieinuas en el medio condicionado de cuhivoa sin suero de embriones. 

cuya aciividad fue inhibible por TIMP.1'11' 

Por •u part.e, Moti y Lana (1990) en un eet.udio inmuoohietflquÍmico con el aot.i

euerpo anii-pColl que reconoce procolagenasa y colageoua humana de los t.ipos inter&

ticialea, Identificaron Linción de la capa hofobhiaiica en la superficie de vellosidades 

cori6nicaa de olacent.ns humanu de orimer l.rimcs\re. Tambi~n del.celaron colae:enasa 

en alguno fibroblael.oe dentro del cal.roma velloso y en el cit.oplasma de dlula.a t.ro

fobláaiicas exl.ravelloaaa. Post.eriorment.e, a nivel ulLraeatructural empleando la i~cnica 

de inm•nogolJ. Moll y Lane locali1aron la colo.geoasa en lae microvelloeidadca de la su

perficie de dlulu irofobláal.icaa exl.ravcllOBU en cultivo y en fibras ext.racelulares del 

t.ipo de la colágena.m 

Un modelo que puede ser utilisado para haiar de obt.encr uno idea m'-• completa 

de loa fenómenos que se desarrollan durant.e la implanl.ación del blael.ocisto es el eriao 

de mar. Eet.e organismo produce una prol.eaaa especffica activada por Cal+ (en1ima 

de broLe) que ca secret.ada por la blútula joven Pllra digerir una cnvoll.ura prol.ectora 

derivada de la mal.ria ex\racelular del huevo, permil.iendo al embri6n nadar libremente. 

La enaima t.ienc un peso de 51 KDa y comp.art.e varias propiedades est.ructuralcs y 

funcionalee con las colagena.aa de mamÍferoe. Empleando un anó.lieie Northern blol no 

.e deiect.aron t.ranecrit.oe del gene de la enaima de brot.e en el RNA preparado de hucvoe 

no fert.iliaadoe, por lo que el mRNA de ésta cnaima no perLenece al conjunto maLerno 
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de mRNAs. Por medio de ensnyoo nln•on con nódeoe aislados de cmbrionee en et11bdOlil 

euceeivoa de desarrollo se midió la t.asa relaLiva de ernt.esie del mena.ajero. Eet.oe fueron 

apenas dc'eclables en los es\adoo más tempranOR examinados (estado de 8 ttlulas); 

su abundancia incremenló agudamente has\a el cslndo de 128 células, después declinó 

rápidamenle y rct.ornó a niveles indct.ec,shles en el estado de blást.ula nadndora.119 

No obst.ant.c que la participaci6n de en1ima.s del tipo de las colagenaaas parece 

ser esencial en la migración celular durante la invuión melas\ásica, la implantación 

blaaLoclatica de loe euterioe o el brole del eriao de mar, t.odavla. no se conocen loe 

mcce.niemoe que regulan la activaci6n del genoma para la etnt.eeie de colagenaae. en 

est.os even\oe. En la implantación la inducción de la colagenBJJa puede es\ar mediada 

por eslfmuloe ex\ernoa que inciden sobre el blut.ocisto o puede es\Rr regulada por 

mecanismos asociados con la divisi.60 celular del embrión. Loe est.udios que se llevaran 

o. cabo en loa próximos años lendrán que cet.ar dirigidos a identificar estos procesos, 

a11f como loa (ac&ores que bloquean la cxpreei6n de la cologenasn, que pueden eer de 

ut.ilidad para el desarrollo de C8f.rat.egiae involucradas con el cent.rol Lcrapéut.ico de 

algunas enfermedades o en In pla.neación de m~t.odoe mán eficaces para el cont.rol de la 

natrJidad. Por ot.ra part.e, yn que s6lo 3 a 5 de cada 100 embriones que &0n hasferidOR 

dcepués de la fcrt.ilisaci6n in tritro complet.an la impltmlación e inician el embara101><>, 

el aument.o en el cnt.cndimient.o 80hre la regulación de la cxpreai6n de la act.ividad de 

la colagenasa y de ot.ras p10Leinasaa en la implant.aci6n '\endrá un impac\o iumedia.t.o 

en el mejoramiento de cate fndice, puca\o que ef'tarft a nueoho alcance la posibilidad 

de manipular la act.ividad invasiva del embri6n. Est.os cst.udios t.ambién reprcscnt.ar¿n 

un avance en el conocimient.o de la met.ást.asis cancerosa, puesto qur. loe mecani11moa 

moleculares compromelidoe con la invasión blaat.odatica nparenLemenLe son loe miemoe 

que ec manifiesLan durant.e la invasión meLBBt.áaica, 
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