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=ANTECEDENTES=

1.- INTRODUCCION.

Cuando pensamos en la varedad de estructuras que componen a un organlsmo,
nuestra mente se pierde entra las dimensiones y las funciones que posee cada una de sus
partes, y si hablamos de uno pluricelular, entonces 1a complejidad es todavia mayor pues
no solamente se puede considerar a la célula como la Unlca especie presente, sino que es
necesario incluir algunas estructuras intercelulares como parte integral de ese ser. En el
presente trabajo, me referiré precisamente a una proteina extracelular denominada
colagena, con una gran importancia e indudablemente 1a mas comun en el reino animal, ya
que constituye parte de la Matriz Extracelular (MEC) en lodos los animates pluricelulares y
es la mas abundanta en el tefido conectivo (mas del 20 % de la masa comoral total
{"Jiménez S.A. 1988]). Ei tejido conectivo, por su parte, comprende una gran masa de
tejido intersticial y estd compussto por una sustancia basal que rodea a las fibrillas de la
colagena, estos componentes, denominados matriz extracelular, a su vez embeben a las
células en tejidos y 6rganos a lo largo de todo el cuerpo. De tal forma que dicha matriz
extracelular (MEC) se encuentra formada de guicosaminoglucanos que consisten en
hialuronato, condroitin  sulfato, dermatan Sl.‘l"a!O. queratan sulfato, hepardn sulfato y
heparina. Con excepcion del hialuronato, los demas glucosaminogiucanos se encuentran
siempre unidos covalentemente a proteinas, por lo que su denominaclén cambia a
proteoglucanos, En cuanto a las proteinas presentes en la MEC, cabe mencionar
principalmente a la colagena, ademas de otras protsinas come son: la elastina, la
fibronectina y la laminina, cuyas funciones diversas al igual que la colagena van desde
estructurales hasta informacionales en sistemas de diferenciacién (“Hay E.D., 1981),

No obstante, la colagena es conocida desde hace mucho tiempo; ya era utilizada en la
época prehispanica como pegamento cuande se le procesaba en forma desnaturalizada;
es decir, hirviendo en agua exiremidades de animales (principalmente hueso y canilago)
para después aplicara como adhesivo o como base en el tratamiento de lienzos para

pintar y otro tipo de obras de arte.



Asi, las proteinas colagénicas se consideran como una familla de moléculas con
estructuras estrechaments relacionadas pero varando su distribucién en los tejidos, los
diferentes tipos de ellas pueden ser divididos en cuatro grandes grupos de acuerdo a su

localizacién y funcién fuera de ia célula:

1. La colagena intersticlal fibrilar, que es el componente principal y mas abundante en la
mayorla de los tejidos conectivos, tales como la piel, el hueso, el tenddn, el ligamento

y el cartilago.
2. La segunda clase comprende a la colagena no fibrosa de las membranas basales.

3. La tercera clase estd formada por un grupo menos definido de colagena pericelular, tal
vez locaiizada en la parte extema del esqueleto de la célula.

4, Ademds, existe una cuarta clase de colagena que comprende varios productos
genéticos diferentes de distribucion variable que no pueden ser clasificados entre los
primeros tres grupos (*Jiménez S.A. 1988}

Los grupos antes mencionades, contienen tipos de colégena que participan tanto en
los sistemas de diferenciacién tisular como en la informacién intercelular. Sin embargo,
entre las principales caracteristicas de las colagenas fibrilares se encuentra la capacidad
de las moléculas monoméricas para polimerizar lateralmente, asi como en asoclacion
"cabeza - cola® para la fommacion de largos agregados fibrlares, mientras que las
colagenas no fibrilares se agregan alrededor de la periferia de ias fibrillas empaquetadas
limitando de tal forma su tamaiio; asi como otro grupo diferente se encarga del anclaje de

las fibrillas a las membranas basales (*Clark R. y Henson P,1988).

De esta manera, al menos 24 genes diferentes codifican para un detemninado patron
de repelicién (cada 3er. aminocdcide es Glicina [Gli]) y para grandes cantidades de
aminodcidos poco comunes como hidroxiprofina e hidroxlisina (OHPro y OHLIs). Estos
genes han sido desarrollados por duplicacién y divergencia de una secuencia ancestral
comuin, cada lipo tiene una estructura primaria Gnica y ha sido identificado claramenlte
como el producto de un gen en particular (*Shaw L.M., et.al, 1991).



Los genes que codifican para las cadenas de algunos de los diferentes tipos de la
colagena en humanos se encuentran en la sigulente tabla:

CADENA Y TIPO DE COLAGENA LOCUS = CROMOSOMAL
Pro-ai(l) 17q21 - 17q22
Pro-a2(l) 7921 - 7q22
Pro-al(ll) 12q13.1 - 12q132
Pro- et () 2q24.3 - 2631
Pro-qi(lw 13933 - 13g34
Pro-a2(V) 13q33 - 13934
Pro-o2(V) 2q24.3 - 2631
Pro-a1(Vi) 216223

Pro-a2(Vi) . 21q223

Pro-a3(Vl) 2937

Pro-a1(iX) 6q

Pro-a1 (X)) 1p2t

("Sandeil L..J. & Boyd Ch.D., 1990)

Una muestra de ia complejidad genética de esta familia de proteinas, son las extensas
modificaciones postraduccionales necesarias para llevar a cabo la transformacion del
precursor hasta la molécula de la coldgena. Por lo tanto, las enfermedades de la colagena
son raras, extremadamente heterogéneas clinica y genéticamente, y muy probablemente

representen nuevas mutaciones.



2.- TIPOS DE COLAGENA, ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS.

Los estudios biogquimicos en las colagenas solubles de varias especies, indican que
los diferentes organismos han desanollado sistemas de seleccién y adaptacién, no solo a
través de medificaciones en la estructura primara de las cadenas alfa (a), sino por medio
de la elaboracién de multiples genes para su sintesis. Por ejemplo, en fa mayoria de las
coldgenas de los vertebrados, la secuencia de aminodcidos (estructura primaria) de una de
1as tres cadenas que componen a la molécula (la cadena u2) difiere significativamente dsl
otro tipo (las cadenas at), 1o que lleva a estructurar a la molécula en dos cadenas al y una
cadena o2 {axlpa2). Existe evidencia de que las tres cadenas o en las colagenas de
algunos vertebrados poco evolucionados e invertebrados son idénticas, y que organismos
ain mas prmitivos pueden tener solamente un gen estructural para la sintesis de
colagena. Por lo que la informacion genética para la sintesis de coldgena puede ir
aumentando conforme se asclende en la escala evolutiva (*Miller E.J., 1971).
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FIG. 1 Secuencias de cadena a1 de los extremos no entrecr (telopep ) en
las coldgenas de diferentes especies.

Cierlos dominios funcionales comunes pueden sin embargo ser identificados; por
ejemplo, fas regiones entrecruzadas y €l sitio de ruptura por colagenasa son fuertemente

conservados en las colagenas tipo i, II, y il

Generaimente se ha convenido que la molécula de colagena nativa tiene una
estructura de triple cadena con superenrollamiento y una nomenclatura establecida para la
composicién de las subunidades de las diferentes moléculas de la colagena es:
[a1{))2a2() para el tipo }, [ 1(Ih]s para e tipo i, etc.



Como ya he mencionado, una forma funcional de algunos de los tipos de la colagena
es {a fibdlla, y el término fibra de colagena esta reservado normalmente para los agregados
fibrilares orientados vistos por e microscopio de luz. Por lo anterior, la colagena tiene fa
capacidad de formar estnucturas como hebras y cintas (tendones y ligamentos), laminas
ondulares (piel y fascia), membranas de fillracién (glomérulo), soporte esquelético
reforzado con sales minerales (hueso y dentina), materiales de sostén lubricados con
proteoglucanos (cartilago y disco intervertebral) y otros tejldos especiales que deben ser
resistentes y ain tener propiedades poco usuales tales como la transmisién de la luz en la
cémea y resistencia a la fatiga de las vaivulas cardiacas ("Eyre D. R., 1880). La colagena
tamblén se encuentra siempre presente como un componente de los tumores solidos
{*Moro L. y Smith B, 1977). Ademds, la colagena tiene una amplia paricipacién en
funclones no estruclurales, como lo es en fa diferenciacién de algunos tejidos junto con
otros componentes de fa matiz extracelular, proporcionando Informacion para el desarrollo

da determinadas estirpes celulares.
CLASIFICACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE COLAGENA

COLAGENA TIPO I

Este tipo de coligena es el mas abundante en los organismos vertebrados. Es un
heterotrimero que consiste de 2 cadenas al(l) idénticas y una «2(l), poseen un peso
molecutar (P.M.) de 300 KiloDaltens (KD). La localizacion por microscopia electrénica
muestra fibras con didmetro promedio de 40-60 nm y un bandeo cruzado en intervalos de
67 nm. La colagena tipo | se encuentra asociada a otras moléculas de colagena (tipos Iii,
IV, Vi, Xil y XIV), asi como a otras proteinas no colagénicas, genseraimente en matniz no

cartilaginosa.

Una variedad de este mismo tipo de coldgena (tipo 1), es el trimero de al(l), que es
relativamente poco comin. Se encuentra en cullivo de condrocitos Crecidos en presencia
de 5-bromo-2'desoxiuridina o en condiciones de desdiferenciacién, en patologias de encia,
cultivos gingivales de teratocarcinoma murino. Tambien se encuenira in vivo en tumores de
hueso y cartilago de ratén inducido por virus de Polioma y en piel de humanos adultos

nommales (*Uitto J.,1979).



&

COLAGENA TIPO Iz

La colagena tipo Il es la contraparte cattilaginosa al tipo |, &sta se encuentra
predominantemente en carilago hialino. Es un homotrimero que consiste en tres cadenas
al(ll), con P.M, da 300 KD. A diferencia det tipo |, colagena tipo || aparece en cartilago
comoe fibrllas sin bandes cruzado de 25 nm de diametro. Este tipo de colagena
interacclona con otras proteinas de carilago (proleoglucancs, glucoproteinas estructurales
y tipos IX, X y XI de coldgena) para formar la matriz del cartilago. También forma
elementos fibrosos en otros tejidos, tales como notocorda, nicieo pulposo y humor vitreo

en ol ojo.

Una de las caracteristicas de este tipo de coldigena es que contiene 9 veces mas
carbohidratos unidos a hidroxilisina que la tipo 1 de hueso y piel, pero es menos estable al
calor (*Miller E.J. 1971).

COLAGENA TIPO lli:

Este tipo de colagena se encuentra en asoclacién con fibras més grandes de colégena
tipo | en 1a mayoria de los tejidos conectivos extensibles como o es la dermis, En contraste
al procesamiento  proteolitico de las procolagenas 'lipo 1 y I, las moléculas tipo Il retienen
el dominio giobular N-temninal (en su estado de procoldgena), observandose una
periodicidad en “rosano® al observar al microscopio electrénico. La molécula tipo It
aparece como una especie homotimérca ai(lli}s , aunque algunos cultivos de células
endoteliales producen una menor varante de la cadena ai(lll}. El P.M. de la molécula es
de 300 KD. y se encuentra presente en piel, aorta y tendén. Por otro fado, esta bien
establecido que las fibras reticulares constan de largas moléculas del tipo Iil. Por otro lado,
los residuos de cisteina en el extremo carboxilo terminal genera las interacciones disulfuro

(S-5) que son las responsables del entrecruzamiento en dicha region.
COLAGENA TIPO 1V:

La colagena de membrana basal, tipo IV ha sido localizada en todas las membranas
basales en asociacién con ofras proteinas (laminina, proteoglucanos de hepardn sulfato,
entaclina y nidégena). Las moléculas de colagena tipo IV existen en dos formas:
heterotrimeros {a1(IV)]222(lV) y homotrimeros a1{V)a, ¢! P.M. es de 450 KD. A diferencia



de los tipos anteriores. por comparaciones de las secuencias de aminoacidos de la cadena
al(lV) y a2(IV), indicaron una complgfidad adicional para este tipo, que consiste en 21
aminoacidos en la cadena o2(lV), que forman una curvatura estabilizada por puentes
disulfuro a! final de la regién helicoidal de la molécula, La asociacién de las moléculas de la
colagena tipo IV conforman un reticulo més laxo que las fibras de las colagenas

ir iclales, Esta ica junto con la susceptibilidad al ataque proteolitico, se debe

a la presencia de dominlos "no-helicoldales” en la molécula madura de colagena tipo IV.
COLAGENA TIPO V:

Un components menor de la mayoria de los tejidos conjuntives, la colagena tipo V, es
sintetizada por todas las células somaticas. Tiene una localizacién caracteristica pericelular
en clertos tipos celulares y esta involucrada en la formacién del exoesqueleto de las células
de misculo liso ("Rhodes R.K. y Miller E.J., 1978). Los filamentos tienen un grosor de 8-12
nm, han sido encontrados solamente en el intersticio y astan eslrechamente asoclados con
la membrana celular de las células de musculo liso. Existen al menos tres especies
moleculares del tipo V, la forma que prevalece es el heterotrimero compuesto por dos
cadenas at(V) y una a2(V) (anteriomnente conocidas como cadenas A y B [‘Sage H. y
Bomstein P., 1979)), con un P.M. de 300 KD. En otros tejidos tales como la cédmea, {a
colagena tipo V forma junto con fas fibrllas del tipo | heterofibrilas como parte del
Intersticio. En ciertas enfermedades como o lupus Ertematoso Sistémico (LES), la
colagena tipo V del mesanglo puede servir como el receptor de DNA y/o Complejos
Inmunes-DNA en Lupus Nefritis. También se ha demostrado gque la coldgena tipo V
purificada de cartilago contiene solaments la cadena a1(V).

La estequiometria de las cadenas en la colagena tipo V ha sido mas complicada por el
descubrimiento de una tercera cadena presente solamente en algunos tefldos a3(V), antes
denominada uC, ha sido aislada de membrana sinovial y placenta por precipitacion
diferencial con cloruro de sodio. (‘Bomstein P, y Sage H., 1980). Se han encontrado
secuencias cortas de esie heterotimero de cadenas al, o2 y a3 en estructuras como

membranas basales (*Chung E. et. al, 1976).




COLAGENA TIPO VI:

La colagena tipo Vi fue llamada inicialmente “"coldgena intima". Los filamenios de
coldgena tipo VI se encuentran en mayor proporcién en el intersticio y frecusntemente son
encontrados en estrecha asociacién con colagena tipo I. La secuenciacion de amino4cidos,
hecha recientements fjunto con estudios de ADN recombinante han confimado la
presencia de tres cadenas polipeplidicas diferentes a1{Vl), a2(Vl) y a3(Vl), el P.M. es de
570 KD y se encuentra en la intima de la aona, placenta, piel rifién y musculo. La molécula
presenta secusncias de Arg-Gli-Asp con un nucleo central colagénico, las cuales son

estructuras unidas potenclalmente a células.
COLAGENA TIPO Wi

La coligena tipo VIt ha sido aislada como un componente colagénico menor en
membranas placentarias, Su localizacién es discreta en 6rganos como !a piel, sus
dimensiones moleculares sugleren su participacién Onica en las fibrllas de andlaje, donde
toman lugar las interacciones con los tipos |, Ill y IV de colagena, asf como con la lamina
densa. Solamente se ha encontrado a esta molécula en forma homotrimérica, de P.M. 960
KD.

COLAGENA TIPO Wil

La coldgena tipo VIll fue descublerta primero como una proteina secratada en cultivos
de células endoteliales, y de esta manera fue inicialmente llamada colagena endotelial.
Aunque existe alguna evidencla pam la presencia de colagena tipo VIl en tejidos como la
membrana de Descemst, la informacién estructural y bioquimica disponible proviena de
estudios in vitro. Esta colagena se encuentra como un homotrimero al{VIll)3 de P.M. 500
KD.

COLAGENA TIPO IX:

La colagena tipo IX es un componente menor de cartilago (junte con los tipos X y Xi).
Esta molécula de coldgena estd compuesta de tres dominios colagénicos espaciados por
cuatro dominios no colagénicos. Se ha demostrado que la colagena tipo X es un
heterotrimero que consiste de tres cadenas polipeptidicas diferentes a1{IX), a2(iX) y



o3(I1X), de P.M. 500 KD. La cadena a2(IX) es sustituida con una cadena simple dsi
glucosaminogiucanc condroitin  sulfato, Estudios recientes han localizado a la colagena
fipo IX en estracha asociacién con las fibras de la colagena lipo Hl del cartilago. La
digestion con pepsina del cartilago de estemon de pollo libera colagenas tipo If, IX y X! en

proporcion  8:1:1. Se han er > entrecruzami covalentes de los lipos de
colagena Il y IX en el cartilago.

COLAGENA TIPO X:

La colagena tipo X representa otra proteina especifica de cartilago hipertréfico. Esta
molécula es un homotrimero el cual contiene un dominio corto helicoidal con un dominio
globular en uno de sus extremos a1({X)s, de P.M. 180 KD. Semejants a la colagena tipo IV,
que la colagena X ha desmostrado por estudios biosintéticos no tiene un procesamiento
proteditico de las secuencias no helicoidales. A diferencia de las colagenas carilaginosas,
ésta se encuentra solamente presente en cartilago que contenga condrocitos hipertréficos,
por ejemplo, en la placa de crecimiento y callo de fa fractura. Técnicas inmunohistolégicas
por microscopia electrénica (ME) indican que 1a localizacién de la colagena tipo X muestra
fibrillas amorfas con un didmetro de aproximadamente 15 nm y algunas veces con una
ligera periodicidad. Aunque iniclalmente se pensé que estuviera involucrada en la
calcificacién de matriz de cartilago, un estudio reciente de ME no mostird evidencia de
colagena tipo X en la periferia de sitios focales de calcificacion temprana.

COLAGENA TIPO XI:

La colagena tipo Xl, previamente referida como 1o2a3a o coladgena tipo K, ha sido
representada como un heterotrimero, que consiste de tres diferentes cadenas de colagena
de P.M. 450 KD. Ademas para cartilago hialino, la colagena tipe XI, se ha encontrado
Como un componenta menor  en el disco intervertebral, oreja, humor vitreo y la cubierta de
la notocorda. Las cadenas de coligena tipo Xl tienen cierlas similitudes a las cadenas de

fas coldgenas Il y V con respecto a estudios quimicos e inmunoquimicos.



COLAGENA TIPO XiI:

La colagena tipo XIl, fue descubierta por clonacién de ADNc de tendén de embrién de
pollo en una genoteca. Recientements {ragmentos colagénicos identificados como
colagena tipo XIl han sido aislados por digestién con pepsina de tendén de embrién de
pollo. Aunque homdloga a la colagena tipo IX a nivel genético, se requieren nuevos
estudios para determinar si estd estrechamente asociada a la colagena tipo | y/o si es
analoga a los tipos IX/ Il en cartilago.

COLAGENA TIPO Xl

La colagena tipo XIil esta desciita como una coladgena humana ne fibrlar de bajo P.M.
Su aislamiento y parcial caracterizacién por clonacion de cDNA de la cadena al de la
colagena tipo XIl! ha sido descrito. La sintesis ds esta coldgena se ha demostrado en
cuitivos de fibroblastos de piel nommal de humanos y también en una linea celular tumorat
humana, la HT-10B0. Esos estudios revelan procesamientos distintos en el ARN mensajero
(AANmM), o que da ongen a cuatro molécuias diferentes de la protelna. ("Stewart
T.E.et.al., 1889, *Jimenez S.A., 1988,).

COLAGENA TIPO XIV:

Este tipo de colagena se encuentra en estudio, por lo que se sabe muy poco acerca
de su estructura. La colagena tipo XIV tiene dominios de trple hélice homdlogos en un
60% con los dominios da la colagena tipo XlI; al menos la cadena al{XiV) y a1{Xll) son

codificadas por una secuencia similar a nivel de cDNA.

Esta coldgena junto con los tipos iX y Xl forman un grupo apare dentro de la
superfamilia de las colagenas, estas se denominan CAFT), Colagenas Asocladas a
Fibdllas con Triple-hélices Intemumpidas (FACIT, Fibril-Associated Collagens  with
Interrupted Tmle-helices, siglas en inlglés).

Las colagenas CAFTI (tipos IX, X!l y XIV) han sido agrupadas juntas en una subclase
especial debido a que comparten regiones con gran homologia y tienen caracteristicas
estructurales unicas. La caracteristica mas relevante de este grupo, es que las moléculas
presentan mas de un dominio de triple hélice (con repeticion de la secuencia Gli-X-Y
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caracteristica de los dominios colagénicos) separado por segmentos que no son
helicoidales. Estos lipos no tienen el procesamiento protediitico (como ocurre en la forma
precursora mas grande) tal como las colagenas fibrlares y de esta manera no son
secretadas como procoldgenas. Ademds, las proteinas CAFTl no se presentan como
polimeros solos, sino que est&n asociadas con fibrllas compuestas por coldgenas
fibrilares. Su localizacion y la diversidad de los dominios perifibrilares, sugieren que fa
expresion regulada de los diferentes componentes CAFT! pueden representar parte de las
bases moleculares para la diversidad estructural de la colagena del tejido conectivo ("Shaw
L.M. y Olsen B.A., 1991).

3.- ESTRUCTURA

Los estudios acerca de la molécula de la coldgena han mostrado un intenso grado de
uniformidad en la naturaleza general de la composicién de los aminoacidos, dicha
composicién fus conccida en fos afios 40. Considerardo el nimero fraccional de residuos
en la cadena polipeptidica, es bien conocido que Glicina (Gli) se encuentra como un tercio
del total de los aminodcidos presentes en una variedad de muestras estudiadas,
incluyendo no solamente a la coldgena de los mamiferos, sino también de los anfibios y las

aves.

La consecuencia de que cada tercer rasiduo sea Gli, es el sentido y el giro de cada
una de las cadenas a en la triple hélice, en donde el carbono de la G estd ubicado al
centro de fa motécula y solo hay espacio para dos atomos de Hidrégeno en la posicion a.
pero no es asi para los carbonos exteriores (carbono (B} que Interaccionan con otros

4tomos de carbono diferentes.
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FIG.2 Proyeccién de Ia de Ia triple hélice do Ia coldgena,

Por otro lado, las tres cadenas a de la molécula estdn unidas entre si por puentes de
hidrégeno Intercadena, y los atormos de carbono B se unen covalentemente al carbono a

de la Gli interor.

o—H
©-N
®-c
O-o0

FIG. 3 For idn de los p de bgeno intercad

La estnuictura superenrollada de la coligena se debe a su "empacamiento” molecular;

mientras que el carbono 4 se ubica sobre el carbonc 1, éste gim en un angulo de
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aproximadamente  30° sobre el ge central. Como una consecuencia, los atomos de
carbono 1 tienen un giro de -110° entre ellos, llevando a 3.3 unidades de aminoacido por

vuelta.

CADENA C

CADENA B CADENA A

FIG4 Estructura super k de la colkig

Otra caractenstica significativa de la composicion de aminodcidos de la colagena, es
que la profina (Pro) junto con [a hidroxprolina (OHPro) forman aproximadamente el 25 %
de los residuos en la cadena a de esta proteina, La consecuencia de ello es que la unién
peplidica que une e aminocicido previo al residuo del iminoacido (Pro o OHPro) liene
relativamente poca libertad de rotacién en la unidn nitrégeno-carbono (N-C). Esto impons
una considerable rigidez a la molécula de la coldgena requerida para estabilizar su
estructura de la cadena. Considerando a los otros residuos de aminodcidos, la alanina

(Ala) constituye aproximadamente el 10 % y las cadenas laterales polares, como la
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arginina (Arg), lisina (Us), acido aspartico (Asp) y dcido glutamico (Glu), componen el 20 %
de los 1014 resfduos por los que estd formada cada cadena en toda su extensién. Aunque
ellos no jueguen un papsl esencial en la formacion y la estructura de Ia triple hélice, son
importantes en las uniones inlercadena, lo cual lleva a la formacion de las fibrillas
("Ramachandran G.N. y Reddi A.H.,.1976).
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FIG. 5 Secuencia de aminodcidos de la cadena a1 de la coldgena en la plel de rata
(residuos 1-402) y ovino (residuos 403-1011), el N-terminal es de rata y el C-terminal
es de ovino. Las regk no helicoidales estin sepa de la reglén del triplete y

no estin numeradas. (*Hulmes D.J.eLal,1973).
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Las regiones terminales amino (N) y carboxilo (C) de las cadenas o en la colagena
tipo |, llamadas telopéptidos, consisten en secuencias de 10-25 residuos que no contienen
Gli en cada tercera posicion, como se encusntra en el resto de la molécula y per lo tanto no
pueden tener una estructura ddl tipo de la triple hélice. Esas regiones, son los sitios de
donde los residuos de Uis originan los entrecruzamientos responsables de la orientacion en
la molécula para la formacién de las fibidllas. Ei residuo de Lis en la posicibn 9 es
convertido al aldehido de alisina, e cual es un precursor da los entrecruzamientos. Se sabe
que en algunos casos, primero se hidroxila y luego se convierte en hidroxialisina, que
también es un precursor de entrecruzamientos. En el caso de la Pro, el proceso de
hidroxilacién ocurre durante la sintesis de las cadenas polipeptidicas hasta que suficiente
OHPro estd formada (4-OHPro y 3-OHPro) para hacer mas estable a la molécula, la
cantidad de hidroxilacién requerida en general es menor a la cantidad posible.

Sin embargo, las moléculas de la colagena en la fibra “nativa® estan escalonadas por
miitiplos de 234 residuos, a ests valor se le ha referido como D. Este efecto es originado
por los enirecruzamientos de los residuos de Lis 9 y 1044 de las regiones terminales
no-helicoidales de la molécula. Si se asume que eslos telopéplidos son extendidos con un
espaciamiento de residuo similar al espaciamiento en la hélice, entonces parte de los
residuos 9 y 1044 de una cadena o deberian tener contacto con las moléculas adyacentes
escalonadas por D, 2D, 3D y 4D.

15



P BN | k] 4 S + e
1 2 ] 4 -
—
) )| —l 3 3 3 - -
1 ? 3 LR O
[E— . 1 . —
FIG.6 Repr & Q del glo axial de las moléculas de la coligena
I Las o estin sep una de otra por la distancia D de 234

aminodcidos o 670 Angstroms.

Dado que fa distancia enire los residuos 9 y 1044 es de 1035 residuos o 4.42 D
(1035/234), el residuo 1044 tendrd contacto con moléculas adyacentes 0.420 después de
los valores integrales de D del residuo 9 (Ramachandran G.N. y Reddi AH., 1976), es
decir que la molécula de 1a colagena tiene una Iohgitud de 4D + D/3, y las moléculas se
sobreponen una longitud de D/3. Esto lleva a dos diferentes densidades de regiones
empacadas a lo largo de la fibdlla, una zona de superposicién *Densa® D/3 con cinco
moléculas por seccién cruzada y una zona *Vacia® 2D/3 conteniendo cuatro moléculas por
seccion cruzada (*Kithn K., 1882),

Por otro lado, se ha reportado que proteinas analogas a fibronectina pero especificas
para condrocitos (condronectina) y células epiteliales (faminina) se unen especificamente a

esas células y sus respectivas coldgenas (‘Cholappadi V. S., et. al.,1977)
4.- BIOSINTESIS DE LA COLAGENA.

Las moléculas de fa coldgena son principaimente sintetizadas por las células del
mesénquima tales como los fibroblastos, osteoblasios y condroblastos, (10 % de su
produccién proteica esta destinada a la colagena), ademds de sinletizarse en menor
proporcién por otras células. La biosintesis de la coldgena sigue los principios basicos de la
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biosintesis de proteinas. Sin embargo, en este caso hay varias reacciones Unicas y una
caracteristica especial es que las cadenas polipeptidicas iniciales son medificadas por
varios pasos post-traduccionales; 0 sea, despuss de que toda la informacién fue traducida
por el ARN mensajero (ARNm) correspondiente.

TRANSCRIPCION Y TRADUCCION:

Como ocurre con otras proteinas, en e nucleo se transcribe of ARNmM del 4cido
desoximibonucleico (ADN) y fas cadenas polipeptidicas son sintetizadas en los complejos
ribosomales que contienen al ARNmM. Ademas, en la biosintesis ribosomal de la colagena
existen dos caracteristicas no usuales. Los dos aminoacidos caracteristicos de la colagena
OHPro y OHLis, no son incorporados directamente en las cadenas polipeptidicas, sino que
son derivados de Pro y Lis que se hidroxilan solamente después de que han sido

incorporados por uniones peptidi Otra isti interesante en la biosintesis

ribosomal de la colagena, es que las cadenas polipeptidicas sintetizadas Inicialmente son
cadenas pro o, debido a que las extensiones peptidicas en Ssus extremos son
aproximadamente 40-50 % mdas grandes que en las cadenas o, esas extensiones difieren
en la composicién de aminoacidos de la region colagénica. Otra diferencia importante es
que fas extensiones no colagénicas contienen cisteina (Cls), la cual no se encuenira
presente en las cadenas o de las colagenas tipo | y Il , unicamenie se han descrito en la

regién C terminal de la colagena tipo it

Conforme las regiones amino temminal de las cadenas pro o entran en la cistema del
Reticulo  Endoplasmico Rugoso (RER) {‘Prockop D.J. et.al.1979), ellas encuentran
aparentemente unidas a la o las proteasas que eliminan a la secuencia sefial, y tamblén
se encuentran con las tras enzimas hidroxilasas que convierten los residuos da Pro y Us
en 3-OHPro, 4.0HPro y OHUis. Las reacciones izadas por las hidroxi involucran

la utilizacién de cofactores como Fe, Oz, o.-cetoglutarato y un agente reductor como el

acido ascorbico. El a-cetoglutarato es estequiometricamente descarboxilado a succinato y
CO2 durante las reacciones, y un atomo de la molécula de oxigeno es incorporado en la

OHPro u OHLs, mientras el otro atomo queda para el succinato,

La secusncia minima requerda para la interaccién de la prolil-hidroxilasa es un

tiplete -X-Pro-Gli-, donde X puede ser cualquier aminodcido. Sin embargo la hidroxilacién
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del residuo prolil en esta secuencia estd claramente influenciado por varios factores
adiclonates, que incluyen: la longitud de la cadena del péplido susirato, la naturaleza del
aminoacido de la posicién -X- del trplete y la naturaleza de los aminoacidos en otros
tripletes. La conformacion del péptido sustrato tiens un marcado efecto, mientras que la
conformacién de la triple hélice previene completamente Ila hidroxilacién de los residuos

proiilo,

El requerimento minimo por un péptido para servir como sustrato da la lisil hidroxifasa,
es tener una secuencia -X-Us-Z-, donde Z puede ser Gli y probablemente también serina
(Ser). La interacclon con la lisil hidroxilasa es nusvamente afectada por la longitud de la
cadena del péptido sustrato, la naturaleza del aminoacido en la posicién -X- del trplete
para ser hidroxilado y los aminoacidos de los demas tripletes, Como con la prolil

hidroxilasa, la conformacién de triple hélice previene la hidroxilacion de los residuos lisil.
GLUCOSILACION:

Después de la hidroxilacién de los residuos de Lis, ciertos residuos de OHLis son
glucosilados a galactosil hidroxilisina y a glucosil-galactosil hidroxilisina, dado que el grado
de hidroxilacién de Lis en la colagena tipo | es vad'able se puede esperar lo mismo para su
glucositacion. La reaccion es catalizada por dos enzimas especificas, la galactosil
transferasa y la glucosil transferasa. Ambas enzimas catalizan la transferencia del
monosacarido del correspondiente uridil-difosfato  glucéside  (UDP-glucdsido), utilizando
como cofactor el manganeso. La galactosil transferasa no actda en los residuos de OHLS
lipres, mientras Qque la glucosiltransterasa actia sobre los residuos libres de
galactosilhidroxilisina, Simiflar a como sucede con las enzimas hidroxilasas, ta

conformacién de la triple hétice detiene las reacciones de glucosilacién,

Desde el punto de vista cuantitatvo, la colagena tipo Il contiene aproximadamente 10
% de los carbohidratos mencionados y todas las OHLis identificadas en la secuencia se
encuentran glucosiladas. una situacion similar se presenta para la colagena tipo IV; por io

tanlo, la colagena es una glucoproteina.

ASOCIACION DE LAS CADENAS «« Y FORMACION DE LA TRIPLE HELICE:

18



Una de las furciones en las extensiones de la cadena de colagena (pro-péptido), es
facilitar la formacién rapida de ia triple hélice en la porcién colagénica. Este fendémeno se
lleva a cabo por medio de uniones covalentes (via puentes disulfuro) en las extensiones
peptidicas. Un requerimento adicional para la fonmacién de 1a trple hélice es que un
numero apropiado de residuos de Pro estén hidroxilados antes de que tome lugar el
proceso, esto a su vez se traduce en la resistencia de la molécula, dado que se ha
encontrado que la presencia de OHPro incrementa fuertemente |a establlidad témmica de

sus hélices.

Come se menciond anteriomente, las hidroxilaciones y glucosilaciones se llevan a
cabo en la cistema del RER conforme las cadenas o van siendo sintetizadas en los
ribosomas, esto se debe a la conexién de los ribosomas con las cistemnas del RER. Asi,
astas modificaciones post-traduccionales contindan aun después de que las cadenas o ya

fueron liberadas a las cistemas y se detienen con la formacion de la triple hélice.

1

de la pr g

FIG. 7 Esquema de los pasos inli
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SECRECION DE LA PROCOLAGENA A LA MATRIZ EXTRACELULAR:

Se ha encontrado que para la secrecidn de la procolagena se requiere energia y se
propone como mecanismo de translocacion que los microtibulos la desplacen desde su
sitio de sintesis en los polisomas hasta cerca de la membrana celular (*Ehrich H.P.,

Bomstein P, 1972).

Para que ia proteina sea acarreada en el interior de Ia célula es necesario que se
mantenga en forma soluble, y ello  probablemente dependa del péplido C teminal
determinando la solubilidad de la proteina, dado que ja eliminacion de esos péptidos esta
asociada con la precipilacion en fibras de las proteinas {*Paglia L.M.et.al.,1981).

MODIFICACIONES EXTRACELULARES
CONVERSION DE LA PROCOLAGENA EN COLAGENA:

La conversion de la procolagena en colagena ocurre fuera de la célula, y se lleva a
cabo al menos en dos pasos que involucran dos enzimas diferentes. Ambas enzimas
tienen como funcion la eliminacién de las extensiones peptidicas amino y carboxilo (*Clsen
B.etal., 1977, Duksin D, y Bomslein P.,1977). La actividad catalitica de estas enzimas se
denomina procolagena peptidasa (*Fessler J.H. y Fessler L..,1978), es dependiente de

calcio (Ca) y ia reaccién se lleva a cabo en un solo paso.

La cadena proa1(l} de procolagena tipo | de pollo 8s sintetizada como un precursor de
alto peso molecular con una secuencia lider hidroftbica. Tal secuercia contiene
repetidamente residuos hidrofilicos cerca del N terminal, pero casi sismpre contienen un
segmento de 9 a 12 aminoacidos que son altamente hidrofébicos en la region central de la

secuencia (*Palmiter R.D., etal., 1979).

Por lo tanto, la region N teminal también tiene influencia en la formacion de la triple
hélice, en el mantenimiento ds! estado soluble de la proteina (al igual que la regién C
terminal) y pueden ayudar a la molécula de la procolagena en la orentacién para formar

finaimente las fibras de la colagena (*Becker U.et.al.,1976).

Otra funcién muy importante de la region N terminal en la  biosintesis de la colagena

es su capacidad reguladora. se ha demostrado in-vitro, en sisterna libre de células
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derivados de reticulocitos, que estos péplidos tienen efecto supresor sobre la traduccion del
ARNm de la procolagena (*Paglia L., etal., 1979).

La sintesis de la colagena durante el estado embrionario alcanza un méximo entre los
dias 14 y 15 del desarrollo, dicha sintesis constituye sl 60 % del total de la aclividad
biosintética, Estudios invivo han demostrado que este pico se encuentra en e dia 13,
sequido por un estado decreciente hacia el dia 16 (*Braitkreutz D., et.al., 1978).
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AGREGACION Y ENTRECRUZAMIENTO DE LA COLAGENA (FIBRILOGENESIS).

Después de la conversion de la procolagena en colagena, las moléculas se agregan
de manera especifica formando las fibrillas de la coldgena, este proceso se lleva a cabo sin
necesidad de caldlisis enzimatica. las fibrillas fonmadas tienen ain poca fuerza tensil. La

fuerza tensil se denva de la formacién de entrecruzamientos,

El primer paso en la fibrlogénesis es un proceso enzimatico, con la oxidacién de los
grupos £-amino en ciertos residuos lisil e hidroxilisil en aldehidos, la reaccion se lleva a

cabo por la enzima Lisil oxidasa. que requiere de cobre {Cu) y oxigeno para su funcién.

De esta manera, existen dos tipos de entrecruzamientos en la colagena:

entrecruzamientos intramolecutares, uniendo las cadenas polipeptidicas en la misma
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molécula; ¥y entrecruzamientos intermoleculares, uniendo las cadenas con moléculas
adyacentes. Los entrecruzamientos intramoleculares son formados por condensacion
alddlica de dos aldehidos y estan presentes cerca de la regién N terminal de las cadenas o
de la colagena. Los entrecruzamientos intermoleculares son producto de reacciones de
condensacién de un grupo t-amino de Lis o principalmente de OHLis con un grupo

aldehido de otra malécula (*Kivirikko K.l y Risteli L., 1976).

El papel de los glucosaminoglucanos (GAG) (acido hialurdnico. demmatan, condoritin y
queratan sulfato) en el desarrollo de las fibrllas de la coldgena, es dependiente del tipo de
glucano ¢ glucanos presentes en la fase de nucleacion o *fase iag®, los cuales afectan la

densidad y el nimero de fibrillas de coladgena formadas.

Se sabe que la composicién de los GAGs cambia con la profundidad de la demis y la
distribucién del diametro de las fibrillas tienen varaciones locales en el cuerpo de los
animales. Sin embargo, la capa superficial de la demis (papilar) de muchos animalas
(bormegos, cerdos y humanos) liene un contenido mas alto de GAGs, las fibrillas de
colagena son de diametro mas fino y existe una mayor relacién de acido hialurdnico y
denmatan sulfato que en la dermis inferior. Por ejemplo; en determinaciones de GAGS en
el tenddn, cuando un 60 % de ellos es condroitin sulfato, el didmetro de la fibrilla es de
aproximadamente 150 nm, y si el contenido de dermatan sulfato es de 70 % el didmetro

promedio es de 200 nm aproximadamente ("Parry D.A.D.;et.al.,1982. Veis A., 1982).
5.- DEGRADACION DE LA COLAGENA.

El proceso catatolico de la coldgena se lleva a cabo principalmente por medios
enzimaticos y es definido como ia ruptura de uniones peptidicas en la porcién helicoidal de
las moléculas de la colagena nativa. La identificacion de los péptidos remanentes nos

indica e tipo de enzima y/o proceso por el cual la motécula fue degradada.

Asi, existen diversas enzimas que presentan aclividad colagenolitica, tales como la

catepsina colagenolitica a pH &cido, la pronasa, etc.

La enzima especifica para llevar a cabo este proceso es la colagenasa, fa cual se

encuentra en tejidos anmales y fluidos, ésta se presenta al menos en cuatro formas:
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) Enzima latente

liy Enzima libre

iif) EnzZima unida a colagena
iv) Enzima unida a inhibidores

Se considera que las formas moleculares de la colagenasa latente son precursores de
la enzima activa o verdaderos zimoégenos, la cual es sintetizada y secretada por varios
tipos de células. Estas pro-enzimas podrian requerir de la activacién por mecanismos
aspecificos, que puede ser protedlisis parcial, por olras enzimas, auto-activacién o atin
otros factores desconocidos. Otros autores sugieren que todas las colagenasas latentes
son complejos enzima-inhibidor y la activacion representa la disociacion de la colagenasa
de los inhibidores.

La degradacién de la coldgena nativa por enzimas no colagenoliticas, escinde la
porcién heticoidal de la molécula bajo condiciones fisiolégicas da pH, temperatura y fuerza
idnica, esto ha sido documentado solamente para soluciones de colagena tipo Ili incubadas
con tripsina, aunque existe la posibilidad de que la colagena unida a colagenasa pudiera

ser activada por tripsina.

Se sabe bien, que preparaciones puras de casl todos los tipos de la colagenasa
animal escinden a la coligena "nativa’ soluble o fibrllas reconslituidas en una union
peplidica simpie a lo largo de la porcidn helicoidal de la molécula cuando la incubacion es
llevada en condiciones fisioiégicas de pH, fuerza idnica y lemperaturas abajo del punto de
desnaturalizacién de los productos de reaccién { 30 °C). Parece que la cinética de reaccién
colagenolitica depende en gran medida del grado de agregacion y entrecruzamiento del

sustrato.

La unidén peptidica especifica escindida por las colagenasas, se encuentra entre los
residuos 772 y 773 de la subunidad 1 de la colagena taipo |, Ias cuales son -Gli-lle- y
entre los posibles residuos correspondientes en la cadena a2 representada por -Gli-Leu-,
Sin embargo, a nivel de microscopia electrénica, la ruptura ocurre entre las bandas 41 y 42

de acuerdo a la numeracién de Bruns y Gross, los dos péptidos resultantes de la ruptura
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colagenolitica son de diferente tamario, el mas largo consta de aproximadamente 75 % de
la molécula de la coldgena y el mas pequerio del 25 % restante; los dos péplidos son
conocidos respectivamente como TCA y TCB. Aunque ha sido reponada la especificidad
de las colagenasas para la colagena, las enzimas parecen alacar a pocas o a ninguna ofra
proteina, la excepcion es la colagenasa leucocitaria, la cual en forma altamente purificada
también degradard al fibrindgeno y a los proteoglucanos. Por otro lado, las colagenasas no
reconocen sustratos especie especificos. Por lo tanto, las colagenasas degradan
colagenas extraidas de muchas especies de animales diferentes con la misma eficiencia.
Cabe mencionar que la coldgena tipo lil tiene fa mayor susceptibiidad a colagenasa,

mientras que la tipo Il es la menos susceptible.
Resumiendo, existen dos posibles mecanismos para la colagendlisis in-vivo:

a) Una enzima sola, la colagenasa, es capaz de iniciar la degradacion de la colagena
por ruplura de una unién peptidica sencilla en la porcién helicoidal de las tres subunidades
de la cadena del sustrato nativo y continuar una nueva ruptura de los productos de
reaccién sin ayuda de otras enzimas, pero con la pardticipacion de su desnaturalizacién a

temperatura  fisioldgica.

b) Un mecanismo multienzimatico sugiere que varios pasos enzimalicos son

f i para deg la colagena nativa insoluble, empezando con la
despolimerizacién (catalizada por enzimas proteoliticas no especificas), seguido de la
ruptura especifica por colagenasas y continuada por digestién de los productos de reaccién
desnaturaifzados, primero por endo y exopeptidasas especificas, daspués por peptidasas
de baja especificidad y finalmente por exopeptidasas no especificas (*Pérez Tamayo

A.,1978).

6.-ASPECTOS INMUNOLOGICOS

La inmunologia de colagena es importante por dos razones. primero porque las
coldgenas animales estan siendo utlizadas en humanos, ademas de que en algunas
enfermedades  autoinmunes se presentan autoanticuerpos contra la  colagena del
organismo; y segundo, porque los anticuerpos contra la colagena son una herramienta util

en el laboratorio.
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Ahora bien, el témmino "inmunogenicidad® relaciona la capacidad de un material para
inducir la produccion de anticuerpos en los animales a través de la interaccién de dicho
material (antigeno} con las células de respuesta inmune del organismo, conocidas como
las células presentadoras del antigeno (CPA), entre las cuales se encuentran los

macrofagos, las células endoteliales, los linfocitos B, etc. (*Roitt {.,1991).

Existen dos formas para inducir anticuerpos en un organismo por medio de una
protelna, una de ellas es debido a la estructura primara, es decir sus “determinantes
antigénicos secuenciales”, y la otra es por su conformacién espacial, "determinantes
antigénicos conformacionales®. Ademas, en la produccién de anticuerpos influye la ruta de

administracion y la frecuencia con que se realice ésta.

Entonces, los determinantes antigénicos conformacionales estan dados por la triple
hélice y las regiones no helicoidales que se encuentran en los extremos de la molécula;
mientras que los delerminantes antigénicos secuenciales, pueden ser detectados por
anlicuerpos que interaccionan con cadenas o no enrolladas. Estos estan localizados en la
regién de la trple-hélice (aunque ia estructura en la colagena nativa los enmascara ante los

anticuerpos).

COLICRNA KiTIVA

i

@ Saa e eamaee” ®
COLAGENA DRSNATURALIZADA
FIG. 9 Localizacién esquemdtica de los tres grupos diferentes de determinantes
o en la lécula de la coldg (1) Deter igé
helicoidales, (2} deter igénicos ter y (3) deter 1

antigénicos centrales.
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Dadas estas razones, la colagena tipo | es la proteina menos inmunogénica, pues
como ya he mencienado, su esliuctura primaria es muy semejanie entre fas especies, al

igual que su estructura secundaria y terciaria ("Ramachandran G.N. y Reddi A.H.,1976).

7.- IMPORTANCIA DE LA COLAGENA

La colagena es una de las proteinas mas esludiadas y de mayor importancia
bioldgica, entre otras se encuentran por ejemplo a la albumina y la hemoglobina. La
importancia de !a colagena reside en su funcion como material estructural en el tejido
conectivo. Ademds de ser el soporte celular de los tejidos, es reconocida como marcador
de diferenciacion celular (*Gurdon J.B..1987). Existen ademas, una gran variedad de
enfermedades asociadas a la colagena, por lo que su estudio clinico también la hace

importante.

Dentro del uso que se ha dado a ia coldgena (en sus principales tipos), es el de
soporte para cullivos celulares y marcador de diferenciacion celular, por ejemplo en fa
condrogénesis en donde se presenta caracteristicamente el tipo Il. También se ha utilizado
marcada con Isétopos radiactivos (lrtio por ejemplo), para obsernar e metabolismo de
algunas células en diferentes condiciones, como los fibroblaslos, macréfagos, células

epiteliales, endoteliales, hepatocitos, elc.

Debido a que la colagena se encuentra en proporcion elevada como proteina de
matriz extracelular y dada su baja anligenicidad en forma nativa, se ha utllizado desde
hace algun tiempo como material de bicimplante en diversos tejidos, como son: la piel, 6!
hueso, el canilago, etc. Teniendo ademds la propiedad de reabsorberse sin
consecuencias, esta absorcién es relativamente rapida lomando en cuenta su velocidad de
recamblio, por lo cual se ha combinado con polimeros inertes como son polietileno,

polivinilpirrolidona,  etc,

El tipo | de la colagena es e mas abundante en piel y hueso, como ya he mencionado
y se ha ufilizado ampliamente como material de bioimplante ya que las caracteristicas de la
colagena en las diferentes especies son muy similares, penmitiendo asi realizar injentos con

un amplio margen de seguridad.
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Son blen conocidos {incluso en e mercado) los implantes de la colagena en heridas
en donde por la disposicién da la lesion es dificil que el organismo repare por si solo o lo
haga en un periodo breve. Asi como también los bioimplantes en cirugia reconstructiva, en
donde se ha injertado coldgena heterdloga (del cerdo y ovino) en el hueso, teniendo muy
buenos resultados y se hace mencién que la regeneracidn es mucho mas acelerada que
cuando e implante se lleva a cabo con materales alopiasticos que muestran la desventaja
de no transformarse en hueso o eliminarse en periodos cortos como es el caso del fosfato
tricalcico {*Joos U. y Vogel D.,1980). Ademas, las 4reas tratadas con el implante de la
colagena, no presentan céfulas gigantes del tipo cuempo extrafio y tampoco se observa
ningUn problema en la cicatrizacion (*Joos U.et.al.1980). Joos y cols. concluyeron que el
proceso de extraccién, purificacién y regeneracién de colagena son un factor esencial para
la calidad del material de implante y por lo tanto, en su compatibilidad con el organismo
(*Joos U.etal.,1978. Bioceramics Symposium,i978. Koehenlein H.E.,15872).

8.- METODOS DE EXTRACCION, PURIFICACION Y CONTROL

Generalmente, todos los métodos de extraccién de la coldgena se basan en la
disolucién de la proteina en un medio con pH acido © neutro. E! proceso consiste en el
disgregado del material; sea en general pigl, cartilago o hueso, agitacién suave en el medio
ideal; para las colagenas tipo | y Il es e medio acido y para las colagenas tipo If y IV es el

medio neutro, aunque estos ultimos también son muy solubles en medio acido.

Los pasos involucrados en la extraccion de la colagena son:

e Adquisicion del tejido, se refiere a la seleccién del maleral que contenga en mayor
proparcion el tipo de la colagena que se desea.

e Deslipidacién, es el tratamiento previo a la extraccién, con solventes organicos que
disuelvan la grasa contenida en el tejido,

e Extraccion, involucra el medio ideal para disolver (si es posible de manera selectiva) el

tipo de la colagena en cuestion. Esto puede incluir la adicion de inhibidores de
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proteasas y quelantes como e EDTA y otros, asi como proteasas inespecificas del tipo
de tripsina, para facilitar la disolucién sin degradar a la molécula nativa ("Miller E.J, y
Rhodss R.K.1982. Bloch A., 1961).

e Purificacion inicial, se lleva a cabo por sistemas de solvatacion diferencial; es decir,
cada tipo de colagena nativa se precipita en fibras a diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NaCl). Ademas de incluir sistemas mecanicos del tipo de la
ultracentrifugacion.

*  Purificacion selectiva, se lleva a cabo por métodos varios, los mas empleados son las
técnicas cromatograficas, por ejemplo con resinas de intercambio idnico o resinas de
afinidad.

e Fl control de la proteina se lleva a cabo de dos maneras, la cualitativa, que se refiere
a los tipos de la colagena contenidos en la muestra y que generalmente se evalua por

en gel de poli nida, la cuantitativa, que utiliza principalmente un

método donde se hace reaccionar el aminoacido caracteristico de la colagena
(OHPro) en fomma oxidada, con p-dimetilamine benzaldehido para dar un compuestc
colorido que se lee en el espectro de {uz visible por un colorimetro (*Neuman R.E. y
Logan M.A., 1949. ‘Woessner J.F.1961).

Otros métodos para la cuantificacion, son sistemas automatizados con analizadores

programados (*Jackson D.S. y Cleary E.G.,1967).
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= OBJETIVOS =

OBJETIVO GENERAL.

*  Elaborar modificacionss a un método para la extraccion y purificacion de la cotagena
"nativa” con el fin de mejorar el tiempo y el rendimiento, utilizando como matena prima

la piel de! ovino no-nato.
OBJETIVOS PARTICULARES.

o  Disminuir e tiempo y mejorar el rendimiento de la extraccidn y purficacion de un
método de rutina (Methods in Enzymology Vol. 82) para la extraccién de la colagena
“nativa®,

e  Extraer y purficar la colagena “nativa® a partir de la piel de! ovino no-nato.

e Evaluar la calidad de la coldgena obtenida por el método propuesto contra las
muestras extraidas por los métodos de rutina.
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=MATERIALES Y METODOS=

EQUIPO 'Y REACTIVOS EMPLEADOS EN LA EXTRACCION
PURIFICACION DE LA COLAGENA

EXTRACCION Y PURIFICACION:

e  Homogenizador °*Polytron® Birkman,

e Potenciémetro.

e Vasos de precipitado 1000 ml.

e Probatas 50 y 100 mi,

e Pipetas 1,5, 10 m.

e  Cristalizador,

e Gasas.

e Agitador magnético,

e Bamas pam agitacion.

e Centrfuga "Sorvall®,

» Tubos p/centnfuga.

e Vortex,

®  Viscosimetro "Brookfield”.

e Filtro de flujo tangencial "Minitan Acrylic Ultrafiltration System Millipore®
e  Membrana Durapore 0.65 mm, 60 cm2,

e Membrana Poiisulfona 100,000 NMWL. (KD), 60 cm2.

e Camara refrigerada 4 °C.

e Materia Prima = Piel de ovino (Borrego) no-nato, peso aproximado

100 gr.

®  Acstona.

e  Acido acético Glacial 0.5 M y 5 mM.

*  Acido Clorhidrico cone. (HCI)

e  Pepsina "Sigma 1:10,000, actividad 800-2500 U/mg.”.
¢ Cloruro de Sodio cristales (NaCl).
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Cloruro de Sodio 4.0 M.

EQUIPO Y REACTIVOS EMPLEADOS PARA LA EVALUACION Y EL
CONTROL DE LA COLAGENA:

Ampolietas de vidrio 2 mi.

Tubos de ensayo 16 x 150 mm.

Tubos "Ependori”,

Pipeta automatica 20 - 100 pl.

Soplete,

Homo 104 °C.

Plancha de calentamiento.

Bario maria 60 °C, 92°C.

Espectrofotémetro UV-Visible *Secomam 1000 G°, con impresora,

Sistema para elsctroforésis con fuente de poder “Buchler 3-1500"

HCIOO01I Ny 6N

NaCt 0.2 M.

Metil Cetlosolve.

Amortiguador para OHPro: 5.0 gr de acido citrico. H20, 1.2 ml de 4cido acético
glacial, 12.0 gr de acetalo de sodio.3H20, 3.4 gr de

Hidréxido de Sodio, aforar a 100 ml con agua destilada, ajustar el pH=6.0.

Cloramina T (Reactivo) =Solucién 0.05 M, se prepara para cada determinacién poco
antes del analisis (menos de 1 hr). 1.41 gr de Cloramina T en 20 mi de agua, 30 m| de
Melilcellosolve y 50 mi de Amoriguador para OHPro. {La soiucion se mantiene
almacenada en un matraz con tapon).

Acido Perclérico 3.15 M.

p-Dimetilaminobenzaldehido 20 %, en Metilcellosolve. Preparar poco antes de cada
analisis.

Solucién estadndar de OHPro. Preparar una solucién base disolviendo 25 mg de
L-OHPro seca por vacio en 250 mi de HCI 0.001 N. Los estdndares se preparan para
cada determinacion diluyendo la solucién base hasta 1-10 pg/mi.
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e Acrilamida 30 %, 0.8 % N,N'-metilenbisacnlamida. Diluir ambos reaclivos en 50 m! de
agua deslilada y aforar a 100 ml.

*  Amortiguador para Gel separador: Tris 2.25 M, 0.6 % SDS, pH=8.8. Disolver 272.6 gr
de Tris y 6.0 gr SDS en 700 ml de agua dest. Ajustar pH = 8.8 y aforar a 1000 ml,

o  Amortiguador para Gel concentrador: Tris 0.125 M, 0.2 % SDS, pH=8.8.

*  Amortiguador de corrida: Tris 0.063 M, 2 % SDS, Glicerol 10 %, Azul de Coomasie
0.01 2%, pH = 6.8,

e Amortiguador para electrodos: (5X) Tris 0.25 M, SDS 0.5 %, Glicina 1.92 M pH = 8.3.
NOTA: El ajuste de pH se hace con HCI cone.

e TEMED

e  Persulfato de amonio

*  Solucién filadora y para tincion: Disolver 2.5 g de Azul Brillante de Coomassie-R250
en una solucién compuesta de 200 mi de agua destilada, 500 ml de metano! absoluto
y 100 m! de 4cido acético glacial, agitar minimo 2 hrs y lievar a 1000 mi con agua dest.
Filtrar.

»  Solucién para destedin mezclar 100 ml de metanol absoluto, 100 ml de &cido acético
glacial y 800 ml de agua dest.

s 2-mercaptoetanol.

METODO A SEGUIR PARA LA EXTRACCION, PURIFICACION Y
CONTROL DE LA COLAGENA

La preparacién de una muestra de coldgena involucra generalmente varios pasos, que

van desde:

* [a adquisicion del tejido de donde se va a extraer.
¢ Procesamiento inicial, es decir, el aislamiento de la proteina junto con los otros
componentss de la matriz extracelular en un medio adecuado.

* Y su punficacion por los sistemas selectivos,

De esta manera. se conocen vanos medios para la extraccion de la colagena: las

soluciones salinas neutras y las soluciones de acidos organicos.
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Las primeras, involucran soluciones de cloruro de sodio (NaCl) en amortiguadores a
pH neutro, estas soluciones muestran la menor capacidad para disolver a fa coldgena,
especialmente de los tpos | y i, pero funcionan bien para extraer la coldgena de otros
tipos (no fibrilares principalmente). Las segundas incluyen a ios acidos orgdnicos débiles o
soluciones amortiguadoras organicas &cidas. Estas favorecen la disolucién de la mayoria
de las colagenas incluyendo ias fibrilares (*Miller EJ. y Rhodes R.K.,1982).

Por o tanto. e presente método se basa en la extraccion de la coldgena en una
solucion orgénica acida.

El tejido seleccionade para el aislamiento de la coldgena, es la piel del ovino (borrego)
no-nato. Y el sisterna de purificacion es por disolucion y precipitacion diferencial con NaCi,
ademas de métodos mecanicos como centrifugacion y filtracion tangencial.

La filtracién tangencial, es la parte de inovacion del presenle método. Consiste en un
sistema con membrana de microfilfracién 0.65 um, en donde el flujo de la suspension porb
fiitrar recorre a la membrana en forma paralela , pemmitiendo asi recuperar la fraccion
filtrada y ia no filtrada (rechazo). Ademas que la fraccion de *rechazo® no se queda en el

d4rea filtrante y por lo tanto, el sistema no se satura de inmediato.
DISENO EXPERIMENTAL DEL METODO DE EXTRACCION

1.Piel de ovino no-nato, se lava con agua cordente y se elimina manualmente el hueso y

miusculo que contenga, asi como la mayor parte del tejido adherido a la piel y sangre.
2.Se sumerge en acetona y queda en refrigeracion (4 °C) por toda la noche.

3.La piel libre de grasa se lava con agua desionizada y se disgrega en un homogenizador
“Polytron® en una solucidn de acido acético 0.5 M, pH = 2.5 (previamente ajustado con

HCI), hasta obtener un homogenado sin particulas gruesas.
4.Filtrar por una gasa para retener el tejido no disgregado.

5.Adicionar pepsina en relacion 1:10 (peso de la enzima:peso seco del matenal inicial) y se

agita suavemente a 4 °C por toda la noche.
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PURIFICACION:

1.Precipitar las fibras de la colagena “nativa* en la suspensién, por adicién de cristales de
NaCt a una concentracién de 2.0 M con agitacion suave y constante. Dejar en

agitacion por toda la noche.
2.Centrifugar la suspension a 15,000 x g por 1:00 hora, a 4 °C.
3.Resuspender los botones en acido acético 0.5 M y dejar en agitacién por toda la noche.
4.Repetir los pasos anteriores de precipitacion y redisolucion una vez més.
ELUMINACION DE PARTICULAS MAYORES DE 0.65 pm.

1.La suspensién anterior se centrifuga a 15,000 x g para eiminar las pariculas de mayor

tamaro,

2.El sobrenadante debe tener una viscosidad menor a 25 centipoises (cp), en caso de

estar mas concentrado diluir al limite mercionado.

3.Filtrar en un sistema de flujo tangencial: *Minitan Acrylic Ulirafiltration System® (Millipore)
por una membrana de 0.65 um, 60 cm?. Recuperando la solucién de rechazo y
resuspendiendola en acido acético 0.5 M, agitar toda la noche y volver a filtrar de la

misma forma, mezclar los filtrados y continuar el tratamiento,
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ILTRADO

RECHAZO

Fig.10 Esquema del principio de fiitracion tangencial por membrana,

Fig.11 Aparato empleado en la filtracion tangencial,
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PRECIPITACION SELECTIVA.

Este procedimiento se ulifiza para recuperar de manera selectiva diferentes tipos de

coldgena en mezclas complejas como la matniz extracelular,

1.- El filtrado claro obtenido anteriomente, se precipita con una solucion de NaCl 4.0 M,
suficiente para alcanzar una concentracién final de 0.7 M, en agitacién constante y a

4 °C. La suspensién de fibras queda agitindose por toda ia noche.

2.- Centrifugar la suspensién a 15,000 x g y resuspender los botones en acido acético 0.5
M.

3.- Cuantificar colagena y observar el patrdn electroforélico (ver adelante "Métocdos de

Evaluacién de la Colagena Nativa®).
4.- Diluir o concentrar st es necesario.
CONCENTRACION.

Si la muestra se encuentra diluida se puede concentrar en el sistema de filtracion
tangencial "Minitan®, colocando una membrana de 100 KD, eliminando el fitrado y
regresando el fluo de rechazo al recipiente original, hasta obtener la concentracion

deseada.

METODO PARA LA EVALUACION Y EL. CONTROL DE LA COLAGENA

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION.

Existen varios métodos para determinar la concentracion de la coldgena, y se pueden

aividir en especificos e inespecificos.

Los inespecificos involucran la determinacién de las proleinas totales, bien por su
contenido de nitrégeno proteico, como es el método de Kjeldahl, o la cuantificacién por
eniaces peptidicos, como en los métodos espectrofotométricos, Lowry y Biuret, ("Harns

ELV. y Angal S. 1989).
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Los especificos se refieren a la cuantificacidn de los amino&cidos particulares
presentes en la proteina, que en e caso de la coligena es la hidroxiprolina. Algunos
métodos la determinan en tefido y otros también lo hacen en las muestras proteicas

("Neuman R.E. y Logan M.A. 1950), (*Woessner J.F., 1961).

El método empleado para éste trabajo (aunque con algunas modificaciones practicas)
es e de Woessner, en donde 100 p! de ia muestra de !a colagena disueita en Acido

acslico, se colocan en una ampolleta con 900 il de HCI 6 N.

Las ampolletas se cieman con calor y se hidroliza a la muestra en homo a 104 °C por
18h.

E! contenido de ta ampolleta se evapora lentamente en una plancha de calentamiento.

1.- La muestra evaporada se resuspende en 200 u! de NaCl 0.2 M y de aqui se toman (as

alicuotas para la prueba.

2. Las alicuotas dependen del grado de concentracion de la muestra, por ejemplo para
una concentracién aproximada de 1 mg/mi, tomar 50 jl y agregar @ 1.0 ml de NaCl

0.2 M, preparar un blanco con NaCl 0.2 M.

3. Agregar a cada tubo 0.5 m! de reactivo Cloramina T, mezclar e incubar 20 min a

temperatura ambiente (TA.).
4.- Agregar a cada tubo 0.5 mi de acido perclérico 3.15 M, mezclar e incubar 5 min a TA.

5.- Agregar a cada tubo 0.5 ml de p-dimetilaminobenzaldehido 20 %, mezciar e incubar 20

min a 60 °C. Enfriar 5 min y leer en colorimetro a 557 nm.

7.- Las absorciones se interpolan directamente en una curva estandar que contenga

concentraciones de 0 a 10 g de OHPro,

8.- El porcentaje de la colagena esta dade por el producto del porciento de OHPro con el
factor de 7.46.

% Colagena = % OHPro x 7.46
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IDENTIFICACION DE LOS TIPOS DE COLAGENA

La electroforésis en gel de acrilamida es utilizada comunmente en la identificacion de

los diferentes tipos de la colagena asi como para otras proteinas. Esta es una técnica ttit

para el estudio de trimeros, bandas gama (y); dimeros bandas beta (f}), monémeros o

bandas alfa (x) y péptidos de degradacién, ademas que se pueden analizar varas

muestras  simultaneamente.

La técnica empleada en este estudio es una

sistema de amortiguador discontinuo,

PREPARACION DEL GEL

Gel separador;

e Acrilamida 4.5 mi

«  Amottiguador Tris pH=8.8 5.63 ml
. Agua destilada 12,15 ml

e SDS 10 % 450 pl

e TEMED 20 p

* Persulfalo de amonio 2004l

Gel concentrador

e  Acrlamida 1.0 m!

*  Amortiguador Tris pH=6.8 1.87 mi
e  Agua destilada 46 mi

e SDS 10 % 75.0 !

e TEMED 7.5 pl

»  Persuliato de amonio 50.0 i

résis en gel de ida con un

Primero se prepara el gel separador y se adiciona (aun liquido a la camara, esperar a

que gelifique agregando suavemente agua destiada para evitar la formacién de un

menisco,
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Una vez que ya gelificé e gel separador, se procede a preparar y agregar el gel

concentrador. Colocar el aditamento para formar los carriles antes de que gelifique.
PREPARACION Y APUCACION DE LAS MUESTRAS.

1.- Las muestras de la colagena en acido acético 0.5 M, se dializan contra acido acético 5
mM. Una vez dializadas se mezclan con amortiguador de corrida en proporién 1:2
(una parte de muestra por una de amortiguador) o 4 mg/ml de colagena vs

amortiguador.

2.- Las muestras en amortiguador de corrida, se desnaturalizan en bafdo de maria a 92 °C,

5 min.

3.- Colocar las muestras en los cariles y agregar el amortiguador de electrodos para

cubridas.

4.- Cerrar la camara y aplicar coriente continua a 40 mA. Detener la corrida cuando el

indicador del amortiguador {azul de Coomassie) llegue al final del gel.

5.- &l gel se fija y tifie con la solucién de Coomassie por 18 hrs. y luego se destifie en una
solucion de acido acéticoymetancl (AcOH/MeOH), hasta que el gel sea claro y las
bandas se observen nitidas.

IDENTIFICACION DE OTROS COMPONENTES COLAGENICOS
PRESENTES EN LA FRACCION PURIFICADA.

El comportamiento de la colagena tipo Il es mas complejo que la tipo | cuando se
separa en un sistema electroforético. En las condicionss donde los puentes disutfuro
intercadena estan intactos, las cadenas al{lll) se mueven como trimeros (bandas ) con
algunos polimeros grandes. En condiciones reductoras, esos enfaces son eliminados y se
liberan monémeros que migran ligeramente mas despacio que las cadenas ai(l) (*Sykes
B..et. al.1976). L.a resolucion de estas bandas cuando hay una mezcla de los tipos ! y lit de

colagena es muy baja por lo que el presente método realiza una reduccion retardada.
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Las condiciones para la preparacion y aplicacién de las muestras son las mismas que
el sistema antes mencionado, La diferencia estriba en detener la corida cuando el frente
del indicador esté a un centimetro del inicio del gel separador. Entonces adicionar
2-mercaploetanol 10 % (viv en amortiguador de corrida) en los carrles que se desee
realizar la reduccién y continuar la corrida en las condiciones anteriores. El tedido del gel
también es igual.

40



=RESULTADOS=

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA COLAGENA A PARTIR DE LA
PIEL DEL OVINO NO-NATO.

Una vez lavada la piel y estando libre del hueso y musculo, se determind la humedad

con el fin de conocer el paso seco de! material y relacionaro con la cantidad de la enzima y

solucién r ias para la ion:
Cristalizador = C.
Ci = 31,2100 g.

C+m = 31,6240 g.

Cs = 31,2952 g.
mH = 0.4240 g.
mS = 0.0852 g.

Humedad = 79.9 %
Peso seco = 20.1 %
40 g. de piel himeda = 8.04 g. piel seca.

La piel se sumergi6 en acetona por una hora en el cuaro frio (4 °C), después se lavd
con agua comente y se dejé en acetona toda la noche en las mismas condiciones,

eliminando la grasa que contenida.

La piel se lavé con agua comiente y se procedid a disgregarla, obteniendo asi un

homogenado en donde la proteina esté mas expuesta al medio de extraccion.

40 gr de piel humeda se fragmentaron con tijeras en trozos pequenos y se
disgregaron en un homogenizador *Politron* en 400 m! (50 volumenes) de acido acelico

0.5 M, pH=2.5 por cuatro periodos de 20 s clu.
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La suspensién se filtrd por gasa eliminando los trozos grandes del tejido.

Relacién enzima/piel seca = 1:10. Entonces se agregaron 0.804 g de pepsina (Sigma
Com.) y quedé en agitacién por 18 ha 4 °C.

La suspension fue centrifugada a 15,000 x g durante 1:00 h, a 4 °C, de tal forma que

1a fraccién Insoluble junto con el material no colagénico fueran eliminados.
PURIAICACION INICIAL:

La suspensién anterior fue precipitada por adicién de 46.76 . de NaCl 2.0 M (cristales).
Quedd en agitacion por 24 ha 4 °C. Este paso permitié que la proteina fuera separada de
otros componentes no proteicos o con mayor solubilidad por el fendmeno de solvatacion.

La suspension de fibras fue centrifugada a 15,000 x g, 1:00 hr a 4 °C. Los botones se
resuspendieron en 400 mt de acido acético 0.5 M agitando suavemente 18 h a 4 °C,

El proceso de precipitacién y redisolucién se repili6 una vez mas en las mismas

condiciones.
ELIMINACION DE PARTICULAS MAYORES A 0.65 nm.
La densidad de la suspension fue de 17.5 centipoises {(cp).

La microfiltracién tangencial en e sistema “"minitan" se llevd a un flujo de 10 mi/min
{40 min totales) separando e “rechazo® o fraccién no filtrable y conservando el filtrade que

se observé como una solucion ligeramente viscosa y clara.

El rechazo fue resuspendido en el volumen original de acido acético (400 mi) y wuelto
a filtrar como en el paso anterior. Oe esta manera, se redisolvié la parte de la colagena que

no fue filtrada.
Los dos filtrados claros fueron mezclados para continuar el proceso.
PURIFICACION SELECTIVA:
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Los 800 ml del filtrado claro se precipitaron por adicién lenta de 169 mi de una
solucidn ‘de NaCl 4.0 M con agitacién constante, La adicion se realizé con ayuda de una

bureta para que el fenémeno de solvatacion fuera lento.
Al terminar la precipitacion, quedé en agitacion suave por 24 h a 4 °C.

La suspensién de fibras fue centrifugada a 15000 x g, 1:00 h a 4 °C. Los botones
fueron resuspendidos en 400 m! de &cido acético 0.5 M con agitacién lenta 18 h a 4 °C. De =
fal forma que la coldgena ipo | (preferentements) fue selectivamente aislada de otros tipos

de colagena presentes en la fraccidn purificada.

Esta solucién se encontraba lista para determinar la concentracién y hacer

electroforésis.
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION:
L.a delerminacion se realizé por el rétodo de Woessner {ver Métodos).

100 pl de la solucién se mezclaron con 900 pl de HC! 6.0 N, se hidrolizaron para
oblener a los aminodcidos libres y poder determinar la OHPro presente en la muestra,

posteriormente la solucién fue evaporada.

El residuo de la ampolleta se resuspendié en 200 pl de NaCl 0.2 M, ésta es la
solucion de prueba,

a) 25 ui de la solucion de prueba fueron mezclades con 1.0 ml de NaCl 0.2 M en un tubo
de 16 x 150 mm. Se prepararon tubos iguales con un blanco de reactivos, un control y

un estandar:

b) Colagena purificada Pentapharm® (10 mg/mi). De una solucién al 25%, se tomaron 25 pi

de la muestra.

¢) Estandar de OHPro S ug/ml. 50 ul de 1a solucién estandar de OHPro 100 ng/mi.
El contenido de OHPro determinade en el colorimetro fue de:

a) 4.9 ug
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b) 4.25 )ig

c} 5.>1 ng
ng Colagena = g OHPro x 7.46

a) 36.554 ug de coldgena/25 w de solucién de prueba.

b) 31.705 ug de coldgena/25 pl de solucién de prusba.
Enlonces:

a) 292.43 ug de colagena/100 pl iniciales = 2.92 mg/ml

b) 253.56 g de colagena/100 ! iniciales = 2.53 mg/ml
IDENTIFICACION DE LA COLAGENA POR ELECTROFORESIS:
Muestras de 100 ui para la solucién de extraccion (2.92 mg/mi).
Muestras de 100 pl para la solucién controd (10 mg/mi).

Fueron dializadas contra 100 voltimenes de Acido acético 5 mM, 4 cambios, dejando a

la proteina en una solucién debilmente acida.

Las muestras se mezclaron con amortiguador de comda 100 ul (con indicador) y
fueron colocadas a ebullicién 5 min para lograr la desnaturalizacion de la proteina y poder

observar en el gel las diferentes cadenas que la componen.

Alicuotas de 20 u! se corriaron por electroforésis en gel de acrilamida, con un sistema

de amortiguador discontinuo (ver Métodos).
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FIG. 12 GEL DE COLAGENA

1.-La electroforésis en ge! de acrilamida muestra en (a y b) Colagena extraida por el
presente método a una concentracion de 1 mg/ml.a)40 ul, b)20 pul. c) Colagena controt 10
mg/ml, la alicuota fue de 40 i,

La muestra de la colagena extraida por el presente método se volvié a correr en las
mismas condiciones, pero ahora con alicuotas de 50 pl con el objeto de observar mas

claramente a ias bandas de los diferentes monémeros, dimeros y trimeros.

FIG. 13 GEL DE COLAGENA UN SOLO CARRIL
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2.-Electroforésis corrida en las mismas condiciones que la anterior, pero ahora con
una alicuola de 80 ul. Las bandas que se observan en la parte superior del gel,
representan las v o tAimeros de las cadenas a, las siguientes (hacia abajo) son fas B o
dimeros de las mismas y las dllimas son las @ 0 mondmeros de coladgena tipo 1, la superior
con mayor grosor es al(l) y la inferior a2(l), recordar que colagena tipo | es un
heterotimero de al(i}2a2(l). Obsérvese que no aparecen bandas de degradacién abajo

de las «2(l), lo cual indica e! grado de purificacion,
ELECTROFORESIS DE COLAGENA CON REDUCCION RETARDADA:

Una vez concentrada la muestra de coldgena a 7 mg/ml se volvié a correr por
electroforésis, ahora con reduccién retardada para observar si se presentaba la colagena

tipo Il mezclada con ia tipo |

Alicuotas de 20 ul de la muestra dializada vs acido acético 5 mM, fueron colocadas en

el siguiente orden;
a) Control de cotagena 10 mg/ml.
b) Colagena extraida por éste método 7 mg/ml.

{c y d) son Iguaies que (a y b respectivamente) tratadas con 5 pf de fi-mercaptostano!

20 % para su reduccion,
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FIG. 14 GEL CON REDUCCION RETARDADA.

3.-En el gel se observan las muestras sin reducir, las muestras reducidas presentan
una banda adicional entre las fi y las « tipo |. Esta banda representa el homotrimero a1{lll)
de colagena tipo Il
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=CONCLUSIONES=

La colagena ha sido desde hace mucho liempo de gran interés en el laboratorio de
Investigacién, tanto para el propio estdio de la proteina y por su utilidad como hemramienta
en metodologias, en donde la colagena es una molécula importantements reconocida
como un marcador, sea del metabalismo tisular/celular, en el desarrolio de los tejidos en la
diferenciacién c::ular, biosoporte pam cultivos celularss, etc. Otro aspecto importante de la
colagena, es su uso en el area médica de cirugia piastica y reconstructiva; ésta malécula
ha demostrado tener propiedades restauradoras de tejidos donde el dafo ha ido mas alla
de lo que pueda resoiver el propic organismo. Asi, los implantes de la colagena *nativa® en
foma liofilizada y soluble fueron denominados "bioimplantes®. La industria cosmética por
su parte, la emplea de manera rttinara, pues existen formulaciones que contienen
coldgena en estado "nativo® y como hidrolizados, las primeras son utilizadas como agentes
fuertemente humectantes y los segundos se utilizan en sistemas ionoforélicos; es decir,

impulsando a las moléculas electricamente a través de la piel.

Dados los requerimentos de los laboratorlos de investigacién para utiizar a la
coldgena en estado nativo, aqui he propuesto un método mas mecanico que quimico para
fa extraccién de la proteina en forma pura, aunque con mezcla de dos tipos de coladgena
tipo | y Ill. Esto afectara en la medida que el uso dado a la proteina no sea tipo-especifico,
como es el caso de la generacién de los anticuerpos monoclonales, en donde se puede dar
al producto de purificacion un paso mas especifico como lo es la cromatografia de
intercambio i6nico o de afinidad (repoado en antecedentes parte de métodos de

extraccién © precipitacion diferencial con NaCl).

Sin embargo, la mayoria de los métodos de laboratorio para la extraccion de la
colagena nativa, emplean sistemas de ultracentrifugacién para eliminar delritus y otras
proteinas insolubles como la queratina, éstos equipos alcanzan velocidades de hasta
100,000 veces la gravedad (100,000 x g), este sistema presenta ciertas desventajas; los
periodos de ultracentrifugacion para obtener una buena calidad de colagena son largos (2
a 3 hrs) , las muestras que pueden trabajarse deben ser de volumenes pequerios, pues los
rotores tienen poca capacidad, ademas que requieren de tiempo para generar vacio y

mantener una temperatura relativamenie baja (4 °C). Finalmente, el poseer una
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ultracentrifuga para un laboratorio de montaje reciente, es un gasto monetario muy fuerte,
aunque su utilidad es también muy grande para una diversidad de procesos.

Por lo tanto, el presente método para la extraccion de la colagena "nativa®, fue
desarrollado pensando en un sistema gue pudiera suplir la ultracentrfugacion y algunos
pasos de la purficacion. Asi, la implementacion de un sistema de microfitacion y

ultrafiltracion fue la clave para este problema.
Las ventajas de este método consisten en lo siguiente:

Se pueden trabajar volumenes mas grandes que por los demas métodos, pensando
en que los puntos claves para la purificacién de la coldgena son: el sistema de
precipitacidevredisolucion (que no tiene mayor problema), ullracentrifugacion, didlisis vy
concentracion. Oe ésta manera, ultracentrifugar , dializar y concentrar volimenes grandes
son sustituidos por microfiltracion y ultralitracién de flujo tangencial, en donde los

voliimenes que se manejan con respecto al iempe son mucho mayores,

1) La ultracentrifugacién es suplida por microfiitracién teniendo una eficiencia incluso mas
alta, pues la sojucion obtenida es mas clam.

2} El sistema de didlisis liquidofliquido, es mas rpido utilizando el sistema de ultrafiltracién
con una membrana de 100 KD, ademds que por el tamano de la parlicula que migra
hacia afuera se eliminan los péptidos de degradacién generados durante el proceso.

Este sistema utiliza cantidades relativamente grandes de solucion de didlisis.

3) La concentracion con el sistema de ultrafiltracion en membrana de 100 KD, se lleva a

cabo en mucho menor tiempo que por liofilizacién,

4) Bl sistema de fillracidn tangencial, no permite que las membranas se satuten rapido, y
después de haberio usado, éslas se pueden lavar y mantener en soluciones

desinfectantes. Asi, la vida media de las membranas es de aproximadamente 1 afo.

5) La compatibilidad de las membranas con diferentes solventes, Acidos y alcalis a

diferentes concentraciones es muy ampiia.
6) El costo del equipo, comparado con los demas sistemas empleados es bajo.

49



T4 TESIS MO DEBE
gi 15 DIBLIOTECA

N
(BN

ultracentrifuga para un laboratorio de montaje reciente, es un gasto monsetario muy fuerte,

aunque su utilidad es también muy grande para una diversidad de procesos.

Por io tanto, el presente método para la exiraccion de la colagena “nativa®, fue
desarmollado pensando en un sistema que pudiera suplir la ultracentrifugacién y algunos
pasos de la purficacion. Asi, la implementacién de un sistema de microfitracién y

ultrafiltracién fue la clave para este problema.
Las ventajas de este método consisten en lo siguiente:

Se pueden tmbajar volumenes mas grandes que por los demas métodos, pensando
en que los puntos claves para la purdficacion de la coldgena son: el sistema de
precipitaciérvredisolucion  (que no tiene mayor problema), ullracentrifugacién, dialisis y
concentracién. De ésta manera, ultracentrifugar , dializar y concentrar volimenes grandas
son sustituidos por microfiltracion y ultrafiltracién de flujo tangencial, en donde [os

vollimenes que se manejan con raspecto al tiempo son mucho mayores.

1) La ultracentifugacién es suplida por microfitracion teniendo una eficiencia Incluso mas
alta, pues la solucién obtenida es mas clara.

2) Ei sistema de didlisis liquidostiquido, es mas rapido utilizando el sistema de ullrafiltracion
con una membrana de 100 KD, ademas que por e tamafio de la particula que migra
hacia afuera se eliminan ios péptidos de degradacion generados durante el proceso.

Este sistema utiliza cantidades relativamente grandes de solucidn de didlisis.

3) La concentracion con el sistema de ultrafiltracidon en membrana de 100 KD, se lleva a

cabo en mucho menor tiempo que por liofilizacién.

4) El sistema de filtracion tangencial, no permite que las membranas se saluren rapido, y
después de haberlo usado, éstas se pueden lavar y mantener en soluciones

desinfectantes. Asi, la vida media de las membranas es de aproximadaments 1 afio.

5) La compatibiidad de las membranas con diferentes solventes, acidos y alcalis a

diferentes cencentraciones es muy amplia.
6} El costo del equipo, comparado con los demas sistemas empleados es bajo.
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De ésta manera, se puede tener colagena "nativa® para ser empleada en e laboratorio
de Investigacion disponible en poco tiempo, con mejores rendimientos y muy buen grado
de purificacion,

Con base en lo anterior, los objstivos propusstos fueron cumplidos satisfactoriamente,
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