l)()“v( R 4”() ’( UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Ciencia e Ifigenieria
de Materiales

POSGRADO EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES

“EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE COLAGENA TIPO
| APARTIRDE DIFERENTES TEJIDOS BIOLOGICOS”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES

PRESENTA

1.Q. MARIA LUISA DEL PRADO AUDELO
TUTOR: DRA. MARIA CRISTINA PINA BARBA

MEXICO. D.F. 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

e A la Universidad Nacional Autdnoma de México y a el Instituto de Investigaciones

en Materiales por hacer posible el desarrollo de este proyecto profesional.

e A la Dra. Maria Cristina Pifia Barba por su gran interés y asesoria en la realizacion

de este trabajo.

e A la Dra. Maria del Carmen Garcia de Le6n Méndez vy a todo el personal del
Laboratorio de Patologia, Unidad de Medicina Experimental, de la Facultad de
Medicina UNAM, Campus Hospital General de México, por su apoyo incondicional
para el proceso de extraccion, purificacion y caracterizacion por medio de

electroforesis de colagena.

e Al Q. Miguel Canseco Martinez por su cordial apoyo para los espectros de FT-IR,
TGA y DSC.

e Al Dr. Omar Novelo Peralta por su disposicion con los analisis de microscopia

electrénica de barrido.

e Gracias al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca
otorgada para poder llevar a cabo mis estudios de maestria en la Universidad
Nacional Autdnoma de México (UNAM),



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS ...ttt st s h e et b e st e b sbe et e st e et e nbesaeentesaeeneas i
INDICE GENERAL .......ovieveteeee ettt sesesees st sess s sassesassss s ssssas s ssssassessssasssssssssnsasssssssassanenes i
INDICE DE FIGURAS .......ooeteeeieeee et eeees et s seeasses s sas s s s ses s ss s ss st ssssssenassassssssssssnsenes iv
INDICE DE TABLAS ...ttt e sas s s s ssssss s sa s sssssssnassasssssssassanenes vi
INTRODUCCION ..ottt s st ss et sassanae st anassanans vii
OBUETIVOS ..ttt sttt ettt e b e s bt e s he e s ae e et e e beesbeesbeesaeesabeeabeeabeenbeenneas ix
ODJELIVO GENEIAL .....c..eeiiiiciecc et s e et st e st e e e e sbeete e besreeneenre e iX
ODbJEtiIVOS ESPECITICOS. ... cviuirieuieieirieiete ettt sttt iX
CAPITULO 1 MArCO TEOMICO ....vucveveveieieieseeiaeseesee s ss s sss st sssse s s sse s s s sanes 1
1.1 BIOMALEITAIES. ...ttt sttt 1
1.1.1 Materiales implantables..........c.coiiiiiiiiiie e s 2

1.2 PrOBINAS ...ttt ettt ettt ettt b ettt b ekt b et b bbbt et nes 5
1.2.1 Estructura de 185 ProteiNaS........cc.eiieiiiiiiieeiie ettt s sre et s reer e re e e 5
1.2.2 Algunas propiedades de 1S ProteiNas ...........cecureririrrirniiee e 7
1.2.3 Niveles estructurales de 1aS Proteinas..........oceoieririrrinsirse e 9
1.2.4 Clasificacion de las proteinas seguin su conformacion............ccccocvevevecieeve e cvcce e, 10

G 010 F- 1o -1 - FO PSR SR SRS R 11
1.3.1 SINteSiS de 18 COIAGENA. ......ceeiviiieeicctece e st sae e 13
1.3.2 Estructura de 18 COIAJENA..........cccoiiiiiiie ettt 16
1.3.3 Niveles estructurales de 1a COIAgENA...........couieiriiiiee e 18
1.3.4 Estabilidad de la molécula de COIAgENA............ccceciiiiii i 20
1.3.5 Colagena como DIOMALErIal..........ccciiviiiiiiiiiie e 20
CAPITULO 2 Técnicas de CaraCterizaCion .............cc.oevevevrreurussesssssssesssssessessessessessessessssaesassessas 22
2.1 EIECIIOTOIESIS. .. cneeieeeee ettt 22
2.1.1 Equipo y mecanismo de formacion del gel ...........cooveiviiiiiniieiieceeeee e 23
2.1.2 Tamario de poro del gel de poliacrilamida...........cceviiirrii i 25
2.1.3 Condiciones de eleCtrOfOrESIS. ........cuiiriirireecc s 25
2.1.4 Sistemas de €IECIIOTOIESHS .....c..oviiiiiitiieite e 26



2.2 AANALISIS TEIMNICO .ot e e et e e e e e e e et e e e e eee s e neeeesanneeeesaneeeesanneneenn 28

2.2.1 Analisis TermOgravimEtriCO.......c.cceieiieii sttt sre s sre e resreeaesresreenens 28
2.2.1.1 INSEFUMENTACION ...ttt b bbbttt 28
2.2.1.2 GENEIAIUAUES ......c.eiviiiiicii e 28
B AN o] [ Tox: Uod o] 1= OSSP 29
2.2.2 Calorimetria Diferencial de Barrido..........ocoovieriiininenninee e 30

2.3 Microscopia Electronica de Barrido.........cceeveceeeeiieieeiecieceeeseetese e s 31
2.4 ESPECtroSCOPIa INTIAITOJa. .. c.civeuireeiirieieieirteee ettt 33
2.4.1 ESPECtrOmMEtroS INFIAIT0JOS .......cuiveirieiiieisieieie sttt 35
CAPITULO 3 MEtodo EXPEIMENTAL ........cecvvereeiieeeeieeeeeeeeee s essesss et seseeessanes 37
TS\ 1= (oo [o] [T | - RSOSSN 37
KT8 S /- = T W o [ OSSR 37
3.1.2 Procesamiento preliminar de [0S teJid0S. ..........covuiriririieieieee s 37
3.1.3  EXIracCion de COIAGENA.......c.cceeieiie it sttt sttt sttt pe e sresra e 38
3.1.4  Purificacion de COIAGENA ........coeiriiiiiiieste e 38

3.2 Cuantificacion de COIAJENA .......cc.ecuieuieiiiieeieee ettt ettt e ae e st a e e e sae s teernenee s 42
3.3 CArACIEIIZACION. ...ttt ettt b et bbbttt ettt n et 44
3.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) .........ccccvevieneneiieiinene. 44
3.3.2 ANALISIS TEMMICO ...ttt bbb 47
3.3.3 Microscopia Electronica de Barrido..........cocoovieiieinenseniee e 48
3.3.4 ESpPectroscopia INFIAITOJa ........cviveirieiiiisieee e 49
CAPITULO 4 ReSUIRAA0S Y DISCUSION. .....cevvereeiereeesieeeeseesee s esssesessesss s sses s e sesesessanes 50
4.1 Determinacion del contenido de COIAGENA........c.cveieeeirieiececeteeeee e 50
4.2 Caracterizacion de las muestras por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
0E SOUIO (PAGE-SDS).....oicieiieeteciecte ettt sttt sttt s te e e st e e e et e s beebesteesaesbestsensesseensesteesnentens 52
4.2.1 Descripcion del patron electroforétiCo ...........coouveiieiiieiieic s 53

4.3 ANGLISIS TEIMICO ..ottt 54
4.3.1 Analisis TermOgraVimEtriCO.......cucivierererieieeeieese e sie ettt e eneereene e 55
4.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido..........ccoueveiieiiniiesees s 58

4.4 Microscopia Electronica de Barrit0.........ccoeverueieieeeisisese et sae e eeneenens 63
4.5 ESPeCtroSCOPIA INTIAITOJA ..c..eeuieiieieiieieie ettt ettt sttt sttt st eneeseeenee e 71
CAPITULO 5 CONCIUSIONES........ooeveeveieeeieeieieessesee ettt sses s sassassse s s s saesas 75
RETEIEINCIAS ....c..cviiiitcertcee bbbttt b ettt b et 77



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.
Figura 1.

secundari

Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.

1 Formula general de un a-aMINOACIAO .......cveueeuiriiririenienieriesee et 6
2 Reaccion de polimerizacién de aminoacidos para formar proteinas [29] ........cccccvvvvennenee. 6
3 Niveles Estructurales de 1as Proteings.........cceecvereeeerieseecieseeeese et 9
4 SINESIS A€ 12 COIAGENA ....vecveeieeteeieeeeeee ettt st re e s tesreenee s 13
5 Hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina, asi como la glucolisacion.................. 14
6 Estructura de 18 COIAJENA ........c.eeviiiieieeceee ettt st 16
AL (o] oJoledo] = To =T o - USROS 17

8 Niveles de organizacion de la colagena tipo 1. (a) estructura primaria, (b) estructura

ay estructura terciaria, (C) eStructura CUALEINAIIA. ........ccevverveeeerieereereseeeesreeeere e eeenas 19
1 EQUIPO de eleCtrOfOrESHS .......oiviiiiiiiiesiieieeee e 23
2 Reaccion de polimerizacion de la poliacrilamida ..........ccocoovoeiiiiiiiienncnne 24
3 Proteina desnaturalizada por SDS...........cccooieiiiiece e 26
4 Sistema discontinuo en SDS-PAGE ........c.ccooviiiiiiieieseeeeeee e 27
5 Esquema de una termobalanza.............coveeieiiiiiii 29
6 Esquema de los componentes de un SEM ... 32
7 Sefiales emitidas durante el escaneo de la muestra por SEM............c.cccocoveneee. 33
8 Diagrama simplificado de un espectrémetro por transformada de Fourier........ 36
LTEXracCion de COIAQENA .........ooveuerieiieieie e 39
2 PUrificaCion de COIAGENA ........ocveiuiiiiiiiieeee s 41
3 PreparaCion de MUESLIA .........cc.eiuiiiieiieie ettt 44
4 Carga 'y Corrida de MUESLIAS.......c.cciuieiieeiiee st 45
5 Proceso para el analisis térmico de 1as MUESLIas.........cccccvevveiereeresieseeseeenns 47
6 Proceso para la microscopia electronica de barrido de las muestras ................. 48
7 Proceso para la espectroscopia infrarroja de las muestras .........ccccccoceveverieennnne. 49



Figura 4. 1 Curva estandar de concentracion de hidroxXiprolina...........ccceveveeieeeinieneneneseeeeeens 50
Figura 4. 2 Patrdn electroforético correspondiente a la colagena. 1y, colagena tipo I sin reducir; Iy
colagena tipo Il sin reducir; 11y colagena tipo 111 sin reducir-, Il colagena tipo 111 reducida [11].52
Figura 4. 3 Patrdn electroforético de colagena tipo | obtenida a partir de diferentes tejidos
DIOIOGICOS. ..ttt bbbt b ettt b ekt b et bt b et nne 53
Figura 4. 4 Perfil de andlisis termogravimétrico de la colagena extraida de tendon de cola de rata
(muestra RT) a una velocidad de 5 C/MIN. ...cc.oviriiiriiiiiereee e 55
Figura 4. 5 Perfil de andlisis termogravimétrico de la coldgena extraida de tend6n bovino (muestra
BT) auna velocidad de 5 C/MIN. ...cciiiiiieieieesesee ettt 56
Figura 4. 6 Perfil de andlisis termogravimétrico de la coldgena extraida de piel de bovino (muestra
BS) a una velocidad de 5 PCMIN. ...cc.iiuiiiieieieeereese ettt 57
Figura 4. 7 Comparacion de los termogramas de muestras RT, BT y BS a una velocidad de 5
CCIMIN. Lttt b bt b et bt et s bt e bt bt e bt b e bt et et Rt e h e bt b a et et e bt nneneens 58
Figura 4. 8 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra RT a una velocidad de 5
CCIMIN. ettt b bt b ettt et e st e bt e bt b e s bt b et et et et e h e bt bt e bt a et et et neeneens 59
Figura 4. 9 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra BT a una velocidad de 5
CCIMINL ettt ettt b bt b et bt et s e bt e bt b e s bt e b et et et e e h e bbb ettt et et nneneens 60
Figura 4. 10 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra BS a una velocidad de 5
COMMUIN. ettt b et b et b bbbt s et 60

Figura 4. 11 Perfil de calorimetria diferencial de barrido para las muestras RT, BT y BS a una

VElOCIdAd dE 5 PClMIN. .uiiiiiiiiiiie ettt 61
Figura 4. 12 Micrografia SEM de la muestra RT. Aumento X 10,000 .......c.cccevveireveserierieieeenens 63
Figura 4. 13 Micrografia SEM de la muestra RT. Aumento X 5,000 .........cccecvevveinerenenienieieeenens 64
Figura 4. 14 Micrografia SEM de la muestra BT. Aumento X 10,000 ........cccccevveireresenierieieiennns 65
Figura 4. 15 Micrografia SEM de la muestra BT. Aumento X 5,000 .........cccccceeveveeeeieneesieceeeene. 65
Figura 4. 16 Micrografia SEM de la muestra BS. Aumento X 10,000 .........cccceoeveeeeveneevieseenenne. 66
Figura 4. 17 Micrografia SEM de la muestra BS. Aumento X 5,000 ........cccceeveerenerenenenienieeenens 67
Figura 4. 18 Micrografia SEM de la muestra RT recubierta con Au. Aumento X 10,000................ 68
Figura 4. 19 Micrografia SEM de la muestra BT recubierta con Au. Aumento X 10,000................ 68
Figura 4. 20 Micrografia SEM de la muestra BS recubierta con Au. Aumento X 10,000................ 69
Figura 4. 21 Espectro infrarrojo de 1a MUESIIa RT .........eeveviieerieeeieeeeee et 71
Figura 4. 22 Espectro infrarrojo de 1a mUeStra BT .........cccveviiieriiieeeceeeseeese e 72
Figura 4. 23 Espectro infrarrojo de 1a mUestra BS.........cccovveieiiiiceieee e 73



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. 1 Materiales IMplantables...........c.coveiiii i 4
Tabla 1. 2 Distribucion de coldgena en el organisSmo ............ccoccveiveiveni e sieese e 12
Tabla 3. 1 Disoluciones para eleCtrofOreSIS..........ccovriiierieriieiesisesee e 46
Tabla 4. 1 Concentracion de COIAgENA.........cceviiririiiiie e 51
Tabla 4. 2 Diametros de fibra y de poro de las muestras RT, BT yBS .......cccccovevvevivenen 70

Vi



INTRODUCCION

El uso de materiales en el cuerpo humano se inicio hace siglos ya que es posible encontrar
prétesis implantadas en momias egipcias. Sin embargo, es a partir de la segunda guerra
mundial, cuando el desarrollo de estos materiales se expande y surge como ciencia. Dicha
ciencia es interdisciplinaria y su objetivo principal es la investigacion, desarrollo y
caracterizacion de materiales que ayuden en la regeneraciéon, completando o aumentando
los tejidos bioldgicos y/o sus funciones. Estos materiales se conocen como biomateriales
[1]. Los biomateriales, en funcion de su origen, se pueden clasificar como naturales, por
ejemplo las gomas, las fibras proteicas y los metales y como sintéticos, por ejemplo los
polimeros y los plasticos.

Entre los afios 1970 y 1980 la expansién de las aplicaciones médicas de los biomateriales y
la investigacion del tejido conectivo obligaron a los cientificos de orientacion académica y
a los laboratorios de investigacion a enfocar sus estudios en la coladgena. La familia de la
colagena esta integrada por un grupo de proteinas con una estructura molecular
caracteristica, necesaria para conferir distintas propiedades a diversos tipos de tejidos
conectivos. La colagena es la proteina humana mas abundante en la matriz extracelular
(MEC) y es el elemento estructural de todos los tejidos conectivos. Todos los miembros de
esta familia se caracterizan por una triple hélice de cadenas polipeptidicas que forman
estructuras supramoleculares que presentan diferentes tamafios y funciones, para
diferenciarlos, cada tipo se le asigna un nimero romano. La colagena tipo | es el miembro
mas abundante en el tejido conectivo en mamiferos y es el que define la mayoria de las
propiedades biomecéanicas y de resistencia a la traccion en los huesos, los tendones,
ligamentos, piel y cornea. Esta proteina exhibe un excelente perfil de biocompatibilidad y
una biodegradabilidad controlada, eliminando la necesidad de extraccion [2].

En los ultimos afos, el auge de la tecnologia en ingenieria de tejidos ha dado a la

investigacion de la colagena tipo | un nuevo impulso [3].
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Ademas de su aplicacion como biomaterial, la colagena tipo I, se utiliza ampliamente en la

industria alimenticia, en la industria cosmética y en la farmacéutica [4].

Debido a esto es importante conocer a fondo su estructura y sus propiedades fisicas,

quimicas, bioldgicas y mecanicas.

La colagena tipo | puede extraerse de varios tejidos, industrialmente se hace de piel y de
hueso bovino, porcino o de otros mamiferos [5]. En los ultimos afios se han presentado
estudios acerca de la obtencion de la proteina a partir de animales marinos, como lo
reportan Jin-Wook Woo, Sung-Jae Yu, Seung-Mock Cho, Yang-Bong Lee, Seon-Bong

Kim en el 2001 [6], obteniendo colagena de la aleta dorsal del atin aleta amarilla.

En este trabajo se extrae colagena tipo | a partir de tendon y piel de bovino asi como de
tenddn de rata, en un medio acido. Las muestras obtenidas se caracterizan y se destacan sus

similitudes y sus diferencias.
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OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo fundamental de este trabajo es obtener colagena tipo | extrayéndola, en un

medio acido, de diferentes tejidos bioldgicos, tendon de rata, tendon y piel de bovino.

Objetivos Especificos

e Caracterizar las muestras de colagena obtenidas, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida, calorimetria diferencial de barrido, andlisis termogravimétrico,

microscopia electrénica de barrido y espectroscopia infrarroja.

e Hacer un estudio comparativo de los resultados obtenidos para cada muestra.



CAPITULO 1

Marco teorico

1.1 Biomateriales

A partir de la segunda guerra mundial, aparece un vasto campo asociado a la tecnologia
médica y que va tomando cuerpo en una ciencia, la de los biomateriales [7].

La disciplina de los biomateriales se basa en el conocimiento de la ciencia de materiales y
la ciencia de la medicina clinica, con el objetivo de conseguir una correcta interaccion entre
el material y el huésped. En este sentido, los biomateriales son un excelente ejemplo de un
campo interdisciplinario donde el material, que desarrollan por cientificos e ingenieros de
materiales, tiene que ser validado y llevar a cabo su funcién dentro del cuerpo humano,

bajo la supervision y la experiencia de los médicos y bidlogos [7].

Definir la palabra biomaterial ha sido un trabajo dificil. En 1984 Boretos [8] lo enuncid
como cualquier sustancia (que no sea un medicamento) o combinacién de sustancias, de
origen natural o sintético, que pueda utilizarse durante cierto periodo de tiempo, como un
todo o como parte de un sistema, que trata, aumenta o reemplaza cualquier tejido, érgano o
funcién del cuerpo. Un biomaterial es un material disefiado para actuar interfacialmente
con sistemas bioldgicos con el fin de evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algin tejido,
organo o funcién del cuerpo, esta definicion fue consensada por diferentes sociedades de

biomateriales en Chester, Reino Unido en 1991.

Las funciones que debe cumplir un biomaterial pueden ser muy variadas: desde una
mecanica, como en el caso de las protesis ortopédicas, hasta una eléctrica como en los
marcapasos o quimicobioldgica como en el caso de membranas para dialisis. Por otra parte,
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para ciertas aplicaciones es necesario que los biomateriales sean biodegradables, en
cambio para otras se requiere que sélo sean biocompatibles. Los biomateriales inertes son

los que a la larga no encuentran ningdn tipo de rechazo por parte del organismo.

Un biomaterial debe ser biocompatible. La biocompatibilidad de acuerdo con el consenso
realizado por la Sociedad Europea de Biomateriales llevado a cabo en 1986, es la capacidad

de un determinado material para dar una respuesta apropiada a una situacion especifica.

La biocompatibilidad se define segun ciertos autores, como la aceptabilidad bioldgica, se
determina mediante el estudio de la interaccion de los biomateriales con los tejidos

susceptibles de estar en contacto con ellos [9].

1.1.1 Materiales implantables

Metales

Los metales y aleaciones utilizados como biomateriales tienen como caracteristica comdn
una buena resistencia a la corrosion. Se emplean aceros inoxidables, aleaciones base

cobalto-cromo, asi como, titanio y sus aleaciones.

En la actualidad se utilizan aceros inoxidables austeniticos del tipo AISI 316 y 316L, con
contenidos de carbono inferiores al 0.08 y 0.03%, respectivamente. Los aceros inoxidables

martensiticos se usan en la fabricacidén de material quirdrgico.

Las aleaciones base cobalto-cromo se utilizaron en primer lugar en odontologia. Existen
cuatro tipos: la aleacién colable CoCrMo y las forjadas CoCrWNi, CoNiCrMo y
CoNiCrMoWFe, aunque en la actualidad solo la aleacion colable y la forjada CoNiCrMo se
utilizan de forma habitual.

La baja densidad del titanio comparada con la de los otros metales empleados como
biomateriales, asi como sus buenas propiedades mecanicas y su excelente resistencia a la

corrosion, proporcionan a este metal un excelente potencial como material implantable.



Bioceramicas

Los materiales que se emplean en la reparacion y en la reconstruccion de tejidos, se dividen

en tres clases:

a) Bioinertes: no reaccionan con el medio fisiologico, por ejemplo la alimina, que es
un material idoneo para protesis articulares debido a su elevada dureza combinada
con sus propiedades de baja friccion y de bajo desgaste.

b) Bioactivas: las cuales forman una union quimica con el tejido que las rodea, un
ejemplo de éstas es la hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH), que es el componente
principal de la fase mineral del tejido dseo.

c) Reabsorbibles: éstas, después de ser implantadas, son reabsorbidas. El objetivo es
que vayan siendo reemplazadas por el tejido vivo. En este grupo se encuentran el

sulfato de célcico y ciertos fosfatos de calcio.

Polimeros

Las posibilidades que ofrecen los polimeros para ser implantados en el cuerpo humano son
muy numerosas debido a que pueden fabricarse con facilidad en geometrias muy distintas
como fibras, tejidos, peliculas y blogues de diferentes tamafios y formas. Como ejemplos de
materiales poliméricos sintéticos utilizados como biomateriales tenemos el PET, PP, PVC,
entre otros, y los de origen natural, como la colagena, el quitosan y la celulosa, que tienen
la ventaja de ser reconocidos mas facilmente que los sintéticos por el organismo y por

consecuencia se metabolizan mas facilmente.
Compuestos

Los biomateriales compuestos, constituidos por una ceramica y un polimero, una ceramica
y un metal, entre otros; pueden ser capaces de combinar las propiedades de cada uno de los

componentes, dando lugar a un composite que presenta una doble funcion.

La siguiente tabla muestra de manera condensada las ventajas y desventajas de los

diferentes tipos de materiales implantables.



Tabla 1. 1 Materiales Implantables

Materiales Ventajas Desventajas Ejemplos
Metales: Resistencia a Baja Fijacion ortopédica:
316, 316LSS, esfuerzos de alto biocompatibilidad, tornillos, clavos,

aleaciones de
titanio, aceros de
bajo contenido de

carbono.

impacto, alta

resistencia al desgaste

corrosion en medio
fisioldgicos, alta
densidad, pérdida de
propiedades
mecanicas con
tejidos conectivos

suaves

alambres, placas,
barras
intermedulares,

implantes dentales

Bioceramicas:
oxidos de
aluminio,

aluminatos de

Buena
biocompatibilidad,
resistencia a la

corrosion, inertes

Fractura ante
esfuerzos de alto
impacto, dificil
fabricacion, baja

Protesis de cadera,
dientes, dispositivos

transcutaneos

calcio, oxidos de resistencia

titanio. mecanica,
inelasticos, alta
densidad
Polimeros: Eléasticos, faciles de Baja resistencia Suturas, arterias,
Silicon fabricar, baja densidad mecanica, venas, nariz, orejas,
Teflon degradacion con el | mandibulas, dientes,
Nylon tiempo tendones
Dacron
Compuestos: Buena compatibilidad, Carecen de Vélvulas cardiacas,

Ceramica-metal
carbon-otro
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1.2 Proteinas

La unién de dos o mas aminoacidos por uniones tipo amida genera macromoléculas que a
partir de una longitud de cadena de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos se
denominan proteinas (polipéptidos). EI nombre proteina viene de la palabra griega proteios,

que significa “primario”, por la cantidad de formas que pueden tomar.
Las funciones de las proteinas pueden clasificarse de la siguiente manera:

Formacion y conservacion de la estructura. Las proteinas estructurales son responsables de
la forma y la estabilidad de las células y los tejidos. Como ejemplo de una proteina

estructural tenemos a la colagena.

Transporte. Una proteina de transporte conocida es la hemoglobina, contenida en los
eritrocitos, que tiene a su cargo el transporte del oxigeno y el biéxido de carbono y su

intercambio en los pulmones y los tejidos.

Proteccion y defensa. El sistema inmune protege al organismo de los agentes que causan

enfermedades. Como compuesto importante puede mencionarse la inmunoglobulina G.

Control y regulacion. En las cadenas de sefiales bioquimicas las proteinas funcionan como

compuestos de sefialamiento (hormonas) y como receptores hormonales.

Catalisis. Las enzimas constituyen el grupo méas grande de proteinas. La catalisis
enzimatica determina las caracteristicas de las transformaciones bioquimicas en los

sistemas bioldgicos [10].

1.2.1 Estructura de las proteinas

Los aminoacidos que constituyen a las proteinas, son substancias que tienen como
caracteristica general el hecho de poseer un carboxilo libre y un grupo amino, situado en el
carbdn alfa con respecto al carboxilo. En todos los aminoacidos alfa que forman proteinas,

el grupo amino alfa es un grupo primario, es decir que no tiene sustituyentes. Los



aminoacidos difieren entre si Unicamente por las caracteristicas del resto de su molécula o

cadena lateral (R), de manera que su formula general es:

Grupo Carboxilo

&

c|;oo'
HsN—C—H

$ R \ -
P - aacna o
Grupo Amino 0 il

Cadena L ateral

Figura 1. 1 Formula general de un a-aminoacido

Las propiedades de cada aminoécido libre dependen tanto de su grupo carboxilo como de
su grupo alfa amino, y de su cadena lateral (R). La polimerizacion de los aminoacidos para
formar proteinas se lleva a cabo por la reaccion del grupo alfa carboxilo de un aminoéacido,
con el grupo alfa amino del otro.

H H H 0 R ¢
P ,;,D I L/
HN—C—C § oHN—C—7 —=  HN——(—C—N—C—C]
R OH R OH R o ou Of

Figura 1. 2 Reaccion de polimerizacion de aminoacidos para formar proteinas [29]

Las proteinas estan constituidas por un polimero lineal de aminoacidos o polipéptido,
resultante de la reaccion de los grupos alfa carboxilo y alfa amino de los aminoacidos que
intervienen, s6lo quedan libres en los extremos un grupo alfa, el grupo amino terminal y un
grupo alfa carboxilo, el grupo carboxilo terminal. Asi pues, en una proteina las cadenas
laterales de los aminoacidos que la constituyen, son las que fluyen de manera directa en las

propiedades de cada zona a lo largo de la cadena polipeptidica y, en consecuencia,



determinan también en gran medida su comportamiento. Una de las propiedades mas
importantes de las cadenas laterales de los aminoacidos, es su capacidad de interaccion con
los disolventes acuosos, es decir, su grado de polaridad o no polaridad [9].

En su estado natural o estado nativo, cada tipo de molécula proteica tiene una forma o
estructura tridimensional caracteristica. Se Ilama conformacion de la proteina, a la
distribucion espacial de él o los polipéptidos en la proteina, es decir, la forma en que los
polipéptidos se pliegan en el espacio para dar lugar a un arreglo caracteristico
tridimensional en cada tipo de molécula proteica.

1.2.2 Algunas propiedades de las proteinas

Punto isoeléctrico

Aunque la mayoria de los grupos carboxilo y grupos amido de los aminoacidos se bloguean
cuando éstos se unen quimicamente para formar las uniones peptidicas, siempre quedan
algunos de estos grupos libres, ya sea en los extremos de las cadenas polipeptidicas, o0 en
las cadenas laterales de los aminoécidos acidos y bésicos. La disociacion de los grupos
ionizables que estdn presentes en las proteinas, ocurre como en el caso de los grupos
ionizables de los aminoéacidos individuales, y es gobernada por el pH del medio en el que se
encuentra la proteina. A pH 7.0 o en valores cercanos, que son los habituales en la mayoria
de las células, los grupos carboxilo de los &cidos aspartico y glutdmico se encuentran en sus
formas basicas cargadas negativamente, mientras que en los aminoécidos lisina y arginina
estan presentes en sus formas acidas, cargadas positivamente. EI aminoacido histidina
aparece en su mayor parte sin carga y sélo cerca de un 10 por ciento del total de este
aminoacido se encuentra protonado con carga positiva. La contribucion de los grupos
sulfhidrilo de la cisteinas, y fendlico de la tirosina, es minima; por ejemplo, el grupo
fenolico de la tirosina se encuentra ionizado en 0.1 por ciento. La carga total de la molécula
proteica depende del pH de la disolucién y del nimero relativo de cada aminoéacido en la
molécula. Asi, cuando el pH de la disolucion es tal que la carga neta de la molécula

proteica es cero, es decir, cuando el niumero total de cargas negativas iguala al nimero total



de cargas positivas presentes en la molécula, se obtiene lo que se conoce como punto

isoeléctrico o pH isoeléctrico de la proteina.
Migracion electroforética

Al desplazamiento de especies cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico se le llama
migracion electroforética o electroforesis. En vista de que las proteinas pueden adquirir
carga eléctrica neta, positiva o negativa, de acuerdo con su punto isoeléctrico y del pH del
medio, es posible separar las mezclas de proteinas por medio de la electroforesis, ya que
cada proteina, tiene un pH isoeléctrico caracteristico y en consecuencia la magnitud de la
carga, ya sea positiva 0 negativa, dependera de lo alejado que esté el pH del medio de su
pH isoeléctrico.

Solubilidad

Puesto que las proteinas son electrolitos (electrolitos multivalentes), se comportan de modo
similar a los electrolitos simples, y por lo tanto, son susceptibles a la concentracion idnica
del medio; a medida que ésta aumenta, mayor es la solubilidad de la proteina, porque las

cargas eléctricas de ésta se estabilizan [11].
Especificidad

Se refiere a su funcion; cada proteina lleva a cabo una funcion determinada y la realiza
porque posee una determinada estructura primaria y una conformacién espacial propia, por
lo que un cambio en la estructura de la proteina puede significar una pérdida de la funcion
[12].



1.2.3 Niveles estructurales de las proteinas

e Estructura Primaria. Es el esqueleto covalente de la cadena polipeptidica y establece

la secuencia de aminoécidos.

: Estructura
Hoja B o : :
Secundaria
[Lamina plegada Hélice o
Estructura
Terciaria

Estructura
Cuaternaria

Figura 1. 3 Niveles Estructurales de las proteinas



e Estructura Secundaria. Ordenacion regular y periddica de la cadena polipeptidica en
el espacio. Pueden encontrarse dos arreglos, la llamada Hoja B o Lamina plegada y

la Hélice a. Existen puentes de hidrogeno entre los enlaces peptidicos [13,14].

e Estructura Terciaria. Forma en la cual la cadena polipeptidica se curva o se pliega
para formar estructuras estrechamente plegadas y compactas, es esta estructura las
interacciones moleculares que participan son: puentes de hidrégeno entra las
cadenas laterales, puentes disulfuro, interaccion hidrofdbica, interaccion
electrostatica. Las proteinas son responsables de funciones diversas, estas funciones

requieren una estructura terciaria tridimensional precisa

e Estructura Cuaternaria. Es el arreglo espacial de las subunidades de una proteina

para formar la estructura global [13].

1.2.4 Clasificacién de las proteinas segun su conformacion

Por conformacion se entiende, la orientacion tridimensional que adquieren los grupos
caracteristicos de una molécula en el espacio. Segin su conformacién las proteinas se

dividen en dos grupos, fibrosas y globulares.

Fibrosas. Se constituyen por cadenas polipeptidicas alineadas en forma paralela; esto puede
producir fibras que se trenzan sobre si mismas formando una “macrofibra” como en el caso

de la colagena.

Globulares. Cadenas polipeptidicas que se enrollan sobre si mismas en formas intrincadas

como un “nudillo de hilo enredado”; como una macro-estructura de tipo esférico [14].
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1.3 Colagena

Las colagenas constituyen una gran familia de proteinas fibrosas que se encuentran en
todos los animales pluricelulares. Las forman las células que se encuentran dispersas en el
tejido conjuntivo, las cuales, segregan una matriz extracelular compuesta de polisacaridos
(GAGQG) y rica en colagena. La colagena es el componente mas abundante en la piel, tendon
y hueso, por lo que son las proteinas méas abundantes en los mamiferos, constituyendo el

25% de la masa total de proteina en estos animales.

Nomenclatura

El desarrollo de la nomenclatura de las coladgenas y sus cadenas de constituyentes es
creciente. En general, el sistema se basa en el uso tradicional de la letra griega o para
designar a una sola cadena de componentes observados en la desnaturalizacion de una
preparacion de colagena. Se han reservado letras adicionales como B, y y 6,

respectivamente, para designar a los dimeros, trimeros y tetrameros de las cadenas de o.

Como resultado de este patrén, las diferentes cadenas identificadas como los componentes
primarios de las moléculas de colagena se designan, en su mayoria, con la letra o con una

notacion adicional para distinguir cada cadena [15].

Existen aproximadamente veinticinco conformaciones diferentes de la cadena o, cada una
producido por su gen unico. La combinacion de estas cadenas, en grupos de tres, se reline
para formar los veintisiete tipos de colagena que se conocen. Cada uno de ellos designado
por un nimero romano y comprendiendo cierta cantidad de cadenas polipeptidicas o. De

acuerdo con su estructura molecular las colagenas se subdividen de la siguiente manera:

1. Coléagenas fibrilares (tipos I, II, 11, V, X1, XXIV y XXVII).

2. Colagenas de membrana basal o formadoras de mallas (1V, VIl y X).

3. Asociacion de fibrillas de colagena con interrupcion de su triple hélice FACIT
(tipos IX, XII, X1V, XVI, XIX. XX y XXI).
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4. Asociacion de membranas con interrupcion en la triple helice MACIT (tipos XIl,
XV, XXy XXV).

5. Otro tipo de colagenas como de anclaje (VI , VII, XV y XVIII).

En la tabla siguiente se muestra la distribucion de los distintos tipos de coldgena en el
organismo [22,31].

Tabla 1. 2 Distribucion de algunos los tipos de colagena en el organismo

Tipo Tipos de cadena Distribucion en los tejidos

Hueso, piel tendones, liga-
I [al(T)]202(T) mentos, cornea (representa
90% de la colagena total del

cuerpo humano)

Cartilago, humor vitreo del

I [al(ID)]3 0jo, disco intervertebral
i [al(IID)]3 Piel y vasos sanguineos
v [al(IV)]202(IV)
[a3(IV)]ad(IV)a5(1V) Membrana basal
[al(V)]202(V)
\/ [al(V)]3 Igual que el tipo |
al(V)o2(V)a3(V)
[al(VD]s Hueso, cartilago, piel, vasos
VI sanguineos

Mucosa oral, cordon

41! [al(VID)]3 umbilical.
Cerebro, corazoén, rifion,
VIl [a1(VIID)]202(VIII) cartilago
IX al (IX)o2(IX)a3(IX) Cartilago
X [a1(X)]3 Cartilago hipertrofico
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1.3.1 Sintesis de la colagena

La sintesis de la colagena (Figura 1.3) comienza con la transcripcion de la informacion

desde el ADN al ARN mensajero, que viaja hasta el reticulo endoplasmético rugoso (RER),
donde los ribosomas (ARNt) lo traducen y convierten en preprocolagena, molécula que
posee alrededor de 100 aminoécidos extras que se denominan péptidos de sefial. La

preprocolagena se sintetiza con un péptido de sefial y se libera como procolagena dentro de

las cisternas del RER. La procolégena contiene tres polipéptidos en cadena, sin péptido de

sefial y ensamblados en forma de una triple hélice [16].

ADN Nucleo
..... Y ARNIH
‘ ‘ ARNT
Citoplasma

O OGal On O o

Procolageno
o o el o O 0A-0LY

Vesiculas de transicion

Golgi

Vesiculas secretoras

‘/
¥ Membrana plasmdtica J
Espacio
extracelular
~0-GAL - QLU

Transcripeion

Traduccion

1. Hidroxilacién
de residuos especificos
de lisina y prolina

2 Glucosilacian
«;;u)s residuos de
hidroxilisinag

Liberacion de ls cadena

Montaje de la cadena

y Tormacion de 1a
triple hélice

Secrecion

Figura 1. 4 Sintesis de la colagena
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El siguiente paso es la hidroxilacion de determinados residuos de prolina y lisina para

formar hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente.

i i i
- 4 [
-N—C—C- P —-N—C—C- P4H —N—C—C-
(o T kg = K
DH
OH
3-hidroxiprolina prolina 4-hidroxiprolina

0 0
- Il [
-N—?H-—C— - —$H—C—
i"
c CH.0H CH; CH,CH
7 Oy I
gH—0—/ '\0' H <— CH—‘O—}/ gH
| KO | HO
CH,NH; \1._/ CHuNH;
CH,0H OH
0 0 }\
glucosilgalactosil HO galactosil-
hidroxilisina CH LH3 hidroxilisina
OH
0 0
H I H Il
“N—gH—C- ~N—gH—C-
"
CH, LH CH,
I z ’ I 4
(-;ll |;.- G"‘O”
CHaNH, CHaNH,
i3 hidroxilisina intracelular

Figura 1. 5 Hidroxilacién de los residuos de prolina y lisina, asi como la glucolisacion

P3H = prolil 3-hidroxilasa; PH4 = prolil 4-hidroxilasa; LH = lisilhidroxilasa

La adicion de grupos sacaridos se lleva a cabo mediante las glicoltransferasas hacia las
moléculas de lisina y prolina, es decir se lleva a cabo la glucosilacion (Figura 1.4).
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Después de esto, las procadenas (2 pro-al (I) y pro-a2 (1)) se combinan para formar una
molécula helicoideal, denominada procoldgena. Los propéptidos amino-terminales de

ambas procadenas tienen puentes de disulfuro interconectados.

El empaquetado y la secrecion de la procoldgena n la célula tienen lugar en el aparato de
Golgi. Tras la secrecion de la procolagena, se producen los tres siguientes eventos en el

espacio extracelular:

1. Eliminacion enzimatica (procoladgena peptidasa) de la mayor parte de los extremos
solubles no helicoidales de la procolagena para originar moléculas de tropocolagena

solubles.

2. Autoagregacion de las moléculas de tropocolagena mediante un proceso de

solapamiento escalonado para formar fibrillas de colagena.

3. Formacién de enlaces cruzados entre las moléculas de tropocolagena, que conduce a
la formacion de fibras de colagena. La lisil oxidasa cataliza la formacion de enlaces

cruzados entre las tropocolagenas.

Los grupos de fibras de colagena se orientan siguiendo el mismo eje para crear los
haces de colagena. La formacion de haces de colagena viene controlada por los

proteoglucanos y otras glucoproteinas, incluidos las colagenas FACIT [31].
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1.3.2 Estructura de la colagena

Una fibra de colégena esta constituida por pequefios filamentos unidos entre si, como si se
tratase de una cuerda. Una molécula de colageno consiste en una cadena de tres proteinas
envueltas unas alrededor de otras, y cada una de ellas constituida por una cadena de
pequefias unidades, llamadas aminodcidos. En la Figura 1.5 se observan las fibras de
colagena.

Mmroﬁbnlla/ _#~, Cadenas de

tropocolagena

2o & Cadenas de 4 \(:jlk
e 7 NN s S B aminoacidos AN
/{’—_"_:f/f‘)s/_t‘\‘!_f’,/ SN \(\\ /,l\\
<z B S 5 %QJ
Figura 1. 6 Estructura de la coldgena
Fibrillas

La formacidn de fibrillas en el espacio extracelular, es un proceso de ensamblaje controlado
y estabilizado por los entrecruzamientos. Es un filamento delgado con un diametro del
orden de 10- 200 nm

Las fibrillas de colagena presentan estrias transversales caracteristicas cada 67 nm, que
reflejan el empaquetamiento escalonado y periédico de las moléculas individuales de

colagena en la fibrilla.
Microfibrillas

La estructura fibrilar mas pequefia es la microfibrilla, que se puede observar con un
microscopio electronico. Las microfibrillas estan constituidas por 4 0 5 moleculas de

colagena, cada molécula, se encuentra alineada de forma escalonada respecto a sus vecinas.
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La interaccion de estas es fuerte y es dptima cuando estan desplazadas una respecto a la

otra por una distancia de 67 nm [17, 18].

El proceso de la formacion de las fibrillas a partir de las microfibrillas, estd dirigido en
parte, por la tendencia que presentan las moléculas de colagena a ensamblarse, de ahi que
un gran grupo de fibrillas terminen formando una fibra de coldgena, la cual resiste la

traccion.
Tropocolagena

Cada fibrilla de colagena, esta formada por una superposicion de moléculas de colagena

Ilamada tropocolagena (Figura 1.7)

. Cada molécula de tropocolagena que mide 280 a 300 nm de longitud, 1.5 nm de didmetro
y tiene una masa molecular aproximada de 300kD, esta formada por tres cadenas peptidicas

enrolladas entre si formando una superhélice dextrdgira, denominadas cadenas.

La molécula de colagena, esta formada principalmente por glicina, aproximadamente 33%,
prolina 12%, hidroxiprolina 9%, asi como por lisina e hidroxilisina. Es por ello que la
secuencia de esta proteina esta formada principalmente por la unidad repetitiva de Gly-Pro-
Y y Gly-X-Hyp, donde X y Y son cualquier aminoacido [17].

e . Seccifnde unz
__J_ fibrlla de coldgeno

il T moléculs de
fropocoligano
00 x 1S am

tnple hélice de
tropocolagenc

cadénas alfa

Figura 1. 7Tropocolagena
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1.3.3 Niveles estructurales de la colagena

La molécula de colagena es una proteina, por lo tanto tiene cuatro niveles estructurales.

a)

b)

d)

Estructura primaria

Es la secuencia de aminoacidos en las cadenas polipeptidicas de una determinada
proteina, es decir, los aminoacidos que la componen y en el orden en el que se
encuentran. Recordemos que en la colagena, la secuencia de aminoacidos esta

principalmente constituida por la unidad repetitiva Gly-X-Y.

Estructura secundaria

Es el plegamiento que la cadena peptidica experimenta gracias al establecimiento de
enlaces de hidrdgeno entre los &tomos de las distintas uniones peptidicas —CO-NH-.
El plegamiento secundario de la cadena peptidica puede adquirir diversas formas,
pero las mas importantes son las hélices y las laminas. En el caso de la molécula de
colagena, la estructura secundaria es Unica y se denomina cadena a, levogira y con

3.3 aminodcidos por vuelta [20].

Estructura terciaria

La estructura terciaria es su estructura tridimensional.. Esta estructura esta
determinada, en gran medida, por la estructura primaria o0 sea por la secuencia de
aminoéacidos que la componen; en el caso de la colagena, esta estructura es la union
de tres cadenas a enrolladas sobre si mismas conformando una superhélice
dextrogira y con un didmetro de 1.5 nm, que recibe el nombre de tropocolagena
[21].

Estructura cuaternaria
Es el acomodo entre distintas subunidades en un arreglo especifico. En el caso de la
colagena, esta estructura, es la formacion escalonada de varias moléculas

desplazadas unas respecto a otras a una distancia de 67 nm.

En la figura 1.8 se presentan los niveles de organizacion de la colagena tipo 1.
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Figura 1. 8 Niveles de organizacion de la colagena tipo I. (a) estructura primaria, (b)

estructura secundaria y estructura terciaria, (c) estructura cuaternaria.



1.3.4 Estabilidad de la molécula de colagena

La glicina, es un aminoécido muy importante dentro de la molécula de colégena, ya que se
encuentra en cada tercer posicion en la secuencia de aminoacidos, y ademas, por ser el
aminoacido mas pequefio, favorece el empaquetamiento denso de la molécula. Los dos
residuos de aminoécidos a cada lado de la glicina quedan situados en el exterior de la
molécula, donde los anillos voluminosos de los residuos de prolina e hidroxiprolina se

pueden acomodar facilmente.

La estabilidad de la estructura helicoidal se debe en gran parte a los puentes de hidrogeno
que se forman entre las cadenas o y que componen la triple hélice y entre cada una de las

cadenas a con el agua.

1.3.5 Colagena como biomaterial

La presencia de colégena en todo el tejido conectivo la convierte en una de las moléculas

mas estudiadas de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en ingleés).

La colagena puede procesarse en diferentes formas, por ejemplo, hojas, tubos, esponjas,
espumas, matrices, polvo, disoluciones inyectables y dispersiones. Todas ellas han

encontrado una aplicacién en el campo de la medicina.
Inmunogenicidad y biocompatibilidad

El uso de material biol6gico para aplicaciones médicas requiere hacer una distincion entre
inmunogenicidad y antigenicidad. La inmunogenicidad, se refiere a desencadenar una
respuesta inmune, mientras que la antigenicidad, se refiere a la interaccion entre los
anticuerpos y los antigenos determinados. Estudios inmunolégicos han demostrado que la
respuesta inmune contra la colagena, se enfoca principalmente a los antigenos de la region
del telopéptido de cada extremo de la molécula de tropocolagena. Sin embargo, la
conformacion de la parte helicoidal y la secuencia de aminoacidos en la superficie de las
fibrillas de colagena polimerizada también influyen en el perfil inmunolédgico de la

molécula de colagena.
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La colagena tipo I, es un material adecuado para la implantacion, ya que s6lo una pequefia
cantidad de personas poseen inmunidad humoral en contra de ella, y una simple prueba
seroldgica puede verificar si un paciente es susceptible a una reaccion alérgica en respuesta

a un biomaterial a base de colagena.

Es importante mencionar que estos datos sobre la inmunogenicidad de colagena son
aplicables también a una matriz extracelular acelular formada por las moléculas de
coldgena ya que las respuestas inmunes mas adversas que se han encontrado debido a un
andamio acelular no son necesariamente originadas por la molécula de colagena como tal.
Asi una descelurizacion incompleta es muy frecuentemente la causa de rechazo agudo o

respuesta inmune [22].
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CAPITULO 2

Técnicas de Caracterizacion

2.1 Electroforesis

Una molécula con una carga eléctrica se desplaza en un campo eléctrico. Este fendbmeno,
Ilamado electroforesis por primera vez en 1907 por Michaelis, ofrece un procedimiento
poderoso para separar proteinas u otras moléculas, como DNA y RNA. La velocidad de
migracion (v) de una proteina (o de cualquier otra molécula) en un campo eléctrico depende
de la fuerza de ese campo eléctrico (E), de la carga neta de la proteina (z), y del coeficiente

de friccion (f), como lo expresa la ecuacion (1).

v=— @

La fuerza eléctrica que arrastra a la molécula cargada hacia el electrodo de carga opuesta,
sufre una resistencia, debido a la friccion viscosa entre la molécula que se desplaza y el
medio en el que lo hace. El coeficiente de friccion f depende tanto de la masa como de la

forma de la molécula que migra asi como, de la viscosidad del medio (1)).
Para moléculas esféricas de radio r, se cumple que:
f = 6mr )

Las separaciones electroforéticas se realizan casi siempre sobre geles (0 sobre soportes
solidos como el papel) porque el gel funciona como un tamiz molecular que potencia la

separacion [23].
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2.1.1 Equipo y mecanismo de formacion del gel

El equipo utilizado para llevar a cabo esta técnica, consiste en una cdmara de electroforesis,
la cual puede ser horizontal o vertical, que consta de dos electrodos (catodo y anodo) y de
dos recipientes que contienen el buffer o amortiguador de corrida (superior e inferior), de
una fuente de poder, que permite mantener un potencial de voltaje constante y en los
elementos necesarios para la formacion del gel como son, peine, espaciadores, vidrios, (Fig.
2.1) y por supuesto el soporte (gel) cuya tarea es la de un tamiz molecular. Los soportes
usualmente elegidos para la electroforesis de proteinas son los geles de poliacrilamida
(PAGE por sus siglas en inglés “polyacrilamide gel electrophoresis”), debido a su buena
resolucion y gran versatilidad, ademas de que posee una serie de ventajas como: ser
guimicamente inerte y transparente, prepararse rapidamente y poderse controlar el tamafio

del poro variando las concentraciones de los reactivos que los conforman.

Figura 2. 1 Equipo de electroforesis [24]

El mecanismo de la formacion del gel consta de la polimerizacion via radicales libres del
monomero acrilamida y el mondémero entrecruzante N,N’ — metilen bis — acrilamida , al
cual cataliza el N,N,N’,N’ — tetrametilendiamina (TEMED) que ayuda en la formacion de

radicales libres a partir del ion persulfato que se afiade como persulfato de amonio y que
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actia como iniciador (Figura 2.2). Como el oxigeno inhibe la reaccion, se debe desgasificar

la disolucion [25].

Metilen-bis-acrilamida

o 0
ﬂ mﬁﬁ \N =CH: CH, _N/ (NH,J53;04
/ \
Polimerizacion CHs Chs
(TEMED, PSA) TEMED PSA

Poliacrilamida MN.NH N'-Tetrametiletilenediamina Persulfato Amdnico

MO neurotoxica
HNOC  HNO HNOC [ )

N
Y ’l—‘\ J a :>_
- - -
H;}{Dl:;f IF}‘\'-DEJI HNOC Enlace 5,0, + &, TEMED SO.F + 80,5 > Se inicia la reaccion de
HC' ———eeiile— 5-acrilamida ’ — ' ' Polimerizacion
H-0C,  HNOC  #owoc

\)_h_)ﬁ_;;

Figura 2. 2 Reaccion de polimerizacién de la poliacrilamida [26]
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2.1.2 Tamanfo de poro del gel de poliacrilamida

El tamafio de poro del gel se puede controlar utilizando dos parametros, %T y %C, el
primero, se refiere al porcentaje en masa del mondémero total empleado (acrilamida +
entrecruzador) que determina la longitud de la cadena del polimero, y el segundo, que se

refiere al porcentaje en masa de la bis-acrilamida con respecto al monémero acrilamida

(Wiw).
0 __ Acrilamida (g)+ Bisacrilamida (g)
HT = Volumen (ml) x 100 (3)
%C = Bisacrilamida(g) % 100 (4)

Acrilamida(g)+ Bisacrilamida(g)

Asi, geles con un alto porcentaje de acrilamida (10-15 %T) son Optimos para la separacion
de proteinas de baja masa molecular (menores a 50 KDa), mientras que geles de
porcentajes menores (<10 %T) son indicados para la separacion de proteinas de mayor
tamario [26].

2.1.3 Condiciones de electroforesis

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida puede llevarse a cabo en
condiciones nativas (ND-PAGE) o desnaturalizadas (SDS-PAGE). Las diferencias radican
en los componentes de los geles, del amortiguador y del tratamiento de las muestras. En la
electroforesis en condiciones nativas, las proteinas mantienen su estructura terciaria y
cuaternaria, y las diferentes cadenas polipeptidicas permanecen unidas, separandose en
funcién de su carga eléctrica, forma y tamafio. Por el contrario, en condiciones
desnaturalizantes (descritas por Laemmli en 1970) (SDS-PAGE) se incluyen agentes
desnaturalizantes como reductores (-mercaptoetanol), detergentes (SDS, dodecil sulfato
sodico) o calor, los cuales destruyen enlaces disulfuro en el caso de un agente reductor y

rompen las interacciones no covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria
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de las proteinas (Figura 2.3). Los grupos dodecil se colocan en el interior, mientras que los
grupos sulfato en la superficie, asi los complejos SDS-proteina adquieren una carga neta
negativa.

Figura 2. 3 Proteina desnaturalizada por SDS

Aproximadamente una molécula de dodecil sulfato sédico, SDS, se une a dos residuos de
aminoacidos, con una relacion SDS/proteina de 1/4. Debido a la cantidad de SDS que se
une a las proteinas es practicamente proporcional a su tamafio, los complejos SDS-
proteinas presentan un valor de carga/masa constante y, por lo tanto, se separan s6lo con

base en su tamafio y por ello la masa molecular de las proteinas puede estimarse.

2.1.4 Sistemas de electroforesis

Actualmente existen dos sistemas de electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

con base en los amortiguadores empleados:
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1. El sistema continuo de Weber y Osborn, constituido por un gel uniforme y un mismo

amortiguador empleado en la formacion del gel y para la corrida.

2. El sistema discontinuo o de Laemmli consta de dos geles: un gel llamado concentrador
con un tamafio de poro grande y pH de 6.8 (colocado en la parte superior); y un gel

separador que posee un tamafio de poro menor y un pH de 8.8 (Ver Figura 2.4).

Catodo (-)

Proteinas en buffar de muestra 1

v
L]
..r% Zona de gran difersncia dz potancial

Glicina parcialments disociada
Gel concentrador Gly: Gly~ Gy= Gly- (€ 5o osctividad Atio voltsje

Buffer Trs-HCI1, pH 6.8
Lo o

Mesor concentraciéa de acrilamids
C- ¢~ O C°  |g LosionasCl sz desplazan 2 mayor
velocidad
Gl scoradar Alta conductividad- Bajo voltaje
Buffer Tris-HCL, pH 8.8
Mayer concestraciéa de acriamids

Anodo ()

Figura 2. 4 Sistema discontinuo en SDS-PAGE [27]

La movilidad de una proteina en el gel concentrador es intermedia entre la movilidad de los
iones de cloruro del gel y la movilidad del ion glicinato del amortiguador de muestra. Por lo
tanto, entre ambos frentes existe una zona de baja conductividad y gran diferencia de
voltaje, de forma que las proteinas se concentran en una zona muy reducida entre ambos
iones. Una vez en el gel separador, el pH béasico favorece la ionizacion de la glicina de
forma que sus iones migren a través de los polipéptidos concentrados, justo por detras de

los iones cloruro. A partir de este momento las proteinas migran a través del gel separador
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en una zona de voltaje y pH uniforme de forma que se separan con base en su tamafio. La
capacidad de este sistema para concentrar la muestra mejora considerablemente la

resolucion de los geles.

2.2 Analisis térmico

2.2.1 Analisis Termogravimetrico

El andlisis termogravimeétrico mide la variacion porcentual en la masa de un material al ser
sometido a un calentamiento gradual, variacion que es producto de las eventuales
descomposiciones que experimente dicho material como consecuencia del desprendimiento

de compuestos volatiles.

Dependiendo de la sustancia sometida al calentamiento, se pueden observar en el grafico o
termograma un numero caracteristico de peldafios (pérdida de masa) con diferentes
longitudes e inclinaciones, que constituyen, en definitiva, un perfil gracias al cual se puede
llegar por comparacién, a la identificacion de la sustancia [28].

2.2.1.1 Instrumentacién

Los instrumentos comerciales modernos empleados en termogravimetria constan de: (1)
una balanza analitica sensible, (2) un horno, (3) un sistema de gas de purga para
proporcionar una atmosfera inerte (0 algunas veces reactiva) y (4) un microprocesador para

el control del instrumento y la adquisicion y visualizacion de datos.

2.2.1.2 Generalidades

Cuando se lleva a cabo un analisis térmico gravimétrico, un cambio en la masa de la
muestra provoca una desviacion en el brazo de la termobalanza, que cierra el paso de la luz

entre la ldmpara y uno de los fotodiodos.
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El desequilibrio resultante en la corriente fotodiddica se amplifica y alimenta la bobina, que
esta situada entre los polos del iman permanente, el campo magnético generado por la
corriente en la bobina devuelve el brazo a su posicion original. La corriente amplificada del
fotodiodo se recoge y transforma en informacién sobre la masa o pérdida de masa en el
sistema de adquisicion de datos [29]. En la siguiente figura se muestran las partes de una

termobalanza.

salida de gas
horno de
enfriamiento muestra
campo de
radiacion <= purga de gas

control
termostatico soporte de la
Liberacion m,:lewa
de presion ——™ Ea—
. . microbalanza
prciectof

Figura 2. 5 Esquema de una termobalanza

2.2.1.3 Aplicaciones

Los métodos termogravimetricos se utilizan en el estudio de las reacciones de
descomposicion y de oxidacion y en procesos como la vaporizacion, la sublimacion y la
desorcion. Entre las aplicaciones se encuentra el estudio de polimeros donde los
termogramas proporcionan informacion sobre los mecanismos de descomposicion y

estabilidad de diversas preparaciones polimeéricas. Ademas, los modelos de descomposicion
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son caracteristicos de cada tipo de polimero y, en algunos casos, pueden utilizarse con fines

de identificacion.

2.2.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, acronimo del nombre inglés “Differential
Scanning Calorimetry”), es la técnica experimental mas directa y precisa para caracterizar
sistemas moleculares bien definidos, cuyas estructuras estan estabilizadas por numerosas
fuerzas débiles y por consiguiente, susceptibles de experimentar transiciones
conformacionales y/o cambios de fase al modificar la temperatura. Es, consecuentemente,
la técnica méas adecuada para caracterizar termodinamicamente sistemas macromoleculares

como proteinas y biomembranas.

El uso de la calorimetria diferencial de barrido permite medir la capacidad calorifica
aparente de una disolucion macromolecular como una funcién continua de la temperatura,
obteniéndose asi, lo que cominmente se denomina termograma. A partir de esta funcion es
posible, si el sistema macromolecular estd bien definido, determinar los parametros
termodinamicos asociados con la transicion inducida por la temperatura: cambios de
entalpia (AH), de entropia (AS), de energia de Gibbs (AG) y de capacidad calorifica (ACp)
[30].

El equipo de DSC consiste en dos cdmaras, cada una contiene un crisol. Los crisoles estan
fabricados en diferentes materiales, el mas utilizado es el crisol de aluminio, el cual trabaja
hasta una temperatura maxima de 600 °C. Por arriba de esta temperatura se utilizan crisoles
de Au, C, Pt, Ag y acero inoxidable. Una condicién para emplear el crisol de aluminio es

evitar una interaccién quimica con la muestra.

En uno de los crisoles se coloca la muestra a analizar, mientras que el otro crisol se queda
vacio o se coloca un material de referencia como por ejemplo el Oxido de aluminio.
Entonces, durante el calentamiento de la muestra se mide el flujo de calor, manteniendo un
equilibrio térmico entre la referencia y la muestra; esto se hace modificando la corriente
que pasa a través de los calentadores de ambas camaras. Por ejemplo, la referencia y una

muestra se calientan a una velocidad determinada hasta que la muestra empieza a consumir
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o emitir calor. Si se trata de un proceso endotérmico, la temperatura de la muestra sera

menor que la de la referencia [31].

Los circuitos del equipo estdn programados para proporcionar una temperatura constante
tanto en el compartimiento de la muestra como en el de de la referencia. Se suministra, por
lo tanto, una corriente adicional al compartimiento de la muestra para elevar la temperatura
hasta la de referencia. Se registra la corriente necesaria para mantener la temperatura
constante entre la muestra y la referencia. Al término de la corrida se obtiene un
termograma, en donde aparecen varias sefiales que reflejan las transiciones ocurridas
durante el experimento y donde el area bajo la curva resultante, es una medida directa del
calor de transicion. La direccion de las sefiales indica si el proceso es endotérmico o
exotérmico. En este estudio las sefiales hacia abajo denotan procesos endotérmicos y por el

contrario los picos hacia arriba se refieren a procesos exotérmicos.

2.3 Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electronca de barrido o SEM (por sus siglas en inglés) constituye una de las
técnicas mas utilizadas en el analisis de superficies debido a que provee una imagen de gran

amplificacion y definicion [31].

El equipo de microscopia electronica de barrido consiste en una columna que alberga un
filamento (una fuente de electrones), objetivo o lente electromagnética y unas bobinas de
exploraciéon (Fig. 2.6). En la base de la columna estd la camara que contiene a los
detectores y la plataforma donde se deposita la muestra. Dependiendo del objetivo
particular del estudio, se puede operar el equipo en diferentes maneras, por ejemplo bajo

voltaje, superficie sensible, alta resolucion [31].

En la microscopia electronica de barrido (SEM) los electrones emitidos por un cafién de
electrones (electrones primarios) se centran por medio de lentes electromagnéticos sobre la
superficie de la muestra, que barre punto por punto la muestra. De esta forma se adquieren

datos de un punto de la muestra en un momento. En cada lugar donde el haz de electrones
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primarios impacta en la muestra, se emite un flujo de electrones secundarios, electrones

retrodispersados, rayos X y otros tipos de sefiales (Figura 2.7).

Haz de

electrones § AR

Fuente de
electrones

Lente

electromagnética
-

Imagen a PC
Bobina

Electrones

retrodispersados S
— &~ Detector de
il electrones
Plataforma secundarios
—
muestra

Figura 2. 6 Esquema de los componentes de un SEM

Una porcion de cada sefial emitida viaja en tal direccion que entra en el detector, el cual
mide la intensidad de los electrones emitidos en cada punto de la muestra y convierte este
valor de intensidad en una escala de grises. Entonces, los valores digitalizados son
desplegados en un monitor. La imagen que se obtiene en el monitor esta sincronizada con el
movimiento y posicion del haz de electrones sobre la muestra [31]. El resultado es una

imagen topografica muy ampliada de la muestra [32].

La muestra debe ser conductora. Por lo tanto, los materiales poliméricos naturales como la

colagena, deben recubrirse con una pelicula metalica (oro, oro-paladio, cromo o carbon,
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por ejemplo), para evitar que la muestra se cargue o se caliente cuando sea irradiada por el

haz de electrones [31].
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Figura 2. 7 Sefiales emitidas durante el escaneo de la muestra por SEM

2.4 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja tiene mas de 130 afios de existencia. En 1881, Abney y Festing
observaron el primer espectro de vibraciones moleculares, prepararon emulsiones
fotogréficas sensibles al infrarrojo cercano y fotografiaron el espectro de absorcion de 48

liquidos organicos [33].

Las transiciones entre los niveles de vibracion del estado fundamental de una molécula vy el
excitado son el resultado de la absorcion de la luz con longitudes de onda en la zona
infrarroja del espectro electromagnético (IR): desde 10° hasta 10* nm. Esos niveles de
vibracion y, por consiguiente, los espectros IR son generados por los movimientos

caracteristicos (como tensiones y doblamientos de los enlaces, asi como otros movimientos
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mas complejos) de los grupos funcionales (metilo, carbonilo, amida, etc.). El valor de los
espectros IR, como instrumento de analisis, proviene de su extraordinaria sensibilidad a los
cambios de la estructura quimica, de la conformacion espacial y del medio en el que se
halle la muestra examinada. En este sentido, la espectroscopia infrarroja no se diferencia de
la visible y de la ultravioleta. Se le considera distinta simplemente porque utiliza luz
infrarroja y con ella se pueden estudiar las vibraciones moleculares de grupos quimicos que

no son posibles por las otras dos espectroscopias.

En principio, los espectrofotometros infrarrojos no se diferencian de los de luz visible o
ultravioleta. La fuente de radiacion es un objeto calentado a 1500 o 1800 K; se usa un
monocromador para seleccionar la longitud de onda, pero el detector es un termopar en vez

de una célula fotoeléctrica.

El principal problema de la espectroscopia infrarroja es que no puede aplicarse a sustancias
disueltas a causa de la fuerte absorcion de la radiacién IR que posee el disolvente (debido a
su elevado coeficiente de extincion). Este inconveniente puede solucionarse parcialmente
utilizando agua pesada o mezclas de H,O y D,O. También se utiliza con bastante
frecuencia el cloroformo, puesto que muchas sustancias polares se disuelven en él, pero, en
cambio, produce dificultades a causa de los cambios conformacionales que induce. El
método mas frecuente para las macromoléculas es el empleo de peliculas muy delgadas y
secas. Estas peliculas se preparan disolviendo la macromolécula en un disolvente volatil,
colocando la disolucion en un recipiente plano para que se evapore el disolvente y

recogiendo la pelicula formada sobre dicho recipiente [34,35].

El alto contenido de informacion que brinda un espectro infrarrojo se traslada también a los
sistemas bioldgicos. Esto convierte a la espectroscopia infrarroja en una herramienta

valiosa para la investigacion de la estructura de las proteinas [36].

El espectro infrarrojo comunmente se representa con una grafica de la transmitancia T
contra el inverso de la longitud de onda, (el nUmero de onda ¥). Es proporcional a la
energia de transicion y tiene la unidad de cm™. La coordenada x del espectro va de valores
altos a valores bajos de acuerdo con la recomendacion de la Unidn Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) [37].
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La region espectral infrarroja es adyacente al espectro de la region visible y se extiende
desde 0.78 um a aproximadamente 1000 pum. Puede subdividirse en la region del infrarrojo
cercano que va desde 780 nm a 2.5 um, la region del infrarrojo medio de 2.5 um a 50 umy

el infrarrojo lejano region de 50 um a 1000 pm.

Dentro de la informacion que se puede deducir de un espectro infrarrojo destaca la

siguiente:

e Estructura quimica del grupo funcional
e Estados de 6xido-reduccion

e Angulos de enlace

e Tipos de enlace (sencillo, doble, etc)

e Propiedades quimicas de los grupos vecinos en la molécula

2.4.1 Espectrometros infrarrojos

Existen dos tipos de espectrometros infrarrojos, los dispersivos y los de transformada de

Fourier.
Equipos dispersivos

Los espectrometros infrarrojos dispersivos ya no se utilizan para las mediciones de rutina,
pero siguen siendo valiosos para aplicaciones especiales. Un espectrometro infrarrojo de
dispersion consta de una fuente de luz, la 6ptica (a menudo espejos) que enfocan la luz
sobre la muestra y luego en la rendija de entrada de un monocromador, de un
monocromador, de otro espejo para enfocar la luz en un detector y de un detector. El
posicionamiento del monocromador detrés de la muestra evita la deteccion de la radiacion
de calor de la muestra. La desventaja de estos instrumentos es que la luz incidente se divide

en sus componentes espectrales.
Equipos de transformada de Fourier

Su nombre proviene del hecho de que a la sefial que llega al detector de estos

espectrometros se le efecttia un proceso matematico llamado Transformacion de Fourier.
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Su funcionamiento es el siguiente: un haz colimado, proveniente de una fuente que emite
en toda la region infrarroja, incide sobre un divisor de haz. El haz incidente se divide en dos
haces perpendiculares de igual energia, uno de los cuales incide sobre el espejo movil y el
otro sobre el espejo fijo. Los haces son reflejados por ambos espejos y se recombinan al
llegar al divisor de haz. Esto da lugar a una interferencia, la cual puede ser constructiva o
destructiva dependiendo de la posicion relativa del espejo mdvil con respecto del espejo
fijo. El haz resultante pasa a través de la muestra, en donde sucede una absorcion selectiva

de longitudes de onda y, finalmente, llega al detector (véase la Figura 2.8).

W
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Interferograma
R : Pelict,la de
5 Movil : o proteina :
‘:; / inmovil s
= | Fijo
— 2
J - -
Divisor Detector —\
de haz —‘
\ J

Fuente

Figura 2. 8 Diagrama simplificado de un espectrémetro por transformada de Fourier

La informacion recabada por el detector se utiliza para obtener el interferograma, el cual es
digitalizado. Una computadora desarrolla el célculo apropiados de la transformada de
Fourier del interferograma, debido a que después de digitalizar la informacion ya no se

puede trabajar con variables continuas.
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CAPITULO 3

Metodo Experimental

3.1 Metodologia

La preparacion de colagena abarca varias etapas diferentes. Estas incluyen la
transformacion de un 6rgano o tejido apropiado, la extraccion de coldgena y su
purificacion. Dada la extrema diversidad de los tejidos y Organos en que se produce
colagena, asi como la multiplicidad de tipos de colagena que pueden estar presentes en una
determinada fuente, no existe un protocolo estandar o método idéneo para la obtencion de

colagena.

3.1.1 Materia prima

Los tejidos bioldgicos empleados para la extraccion de colagena fueron:

e Tenddn de cola de rata (RT)
e Tenddn de cola de bovino (BT)
e Piel de bovino (BS)

3.1.2 Procesamiento preliminar de los tejidos

Los tendones se cortaron en rodajas relativamente delgadas utilizando un bisturi, mientras

que las pieles se cortaron en cuadrados para hacer mas facil su tratamiento.

37



3.1.3 Extraccion de colagena

El proceso de extraccion se llevo a cabo a una temperatura de 4 °C, con el fin de minimizar
el crecimiento bacteriano y aumentar la solubilidad de la coldgena. Los tejidos se

mezclaron con &cido acético 0.5 M, utilizando una parrilla agitacién magnética.

De esta manera, los enlaces cruzados intermoleculares de tipo aldimina se disocian por
efecto de la disolucion é&cida, causando la inflamacion de las estructuras fibrilares,

produciendo una masa viscosa.

La extraccion se llevo a cabo en un lapso de 48 horas. Después de este tiempo, la mezcla de
extraccion se filtrd a través de varias capas de gasa para lograr la separacion inicial de la
disolucion de colagena y los residuos de tejido insolubles. Estos Gltimos pueden volver a
suspenderse en &cido para después volver a filtrarse con el fin de obtener un mayor

rendimiento.

Al terminar la filtracion, la disolucion de colagena se centrifugd a 19000 rpm durante 60
minutos manteniendo una temperatura de 4 °C (Condiciones C1). Esto se hizo en una
centrifuga SORVALL RC 6C Plus utilizando un rotor SS34. Se deseché el sedimento. En

la figura 3.1 se esquematiza el proceso de extraccion de colagena.

3.1.4 Purificacién de colagena

El proceso de purificacion empieza con una primera precipitacion selectiva (salting out)
adicionando cristales de NaCl al 5 % (5 g de NaCl por cada 100 mL de disolucion). Se
mantuvo en agitacion constante durante aproximadamente 24 hrs y manteniendo una

temperatura de aproximadamente 4 °C.

La mezcla se centrifugd a 9000 rpm durante 30 minutos a 4 °C (Condiciones C2), se

conservo el sedimento y se resuspendié en acido acético 0.5 M durante 24 horas.
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Preparacion del Tepdo
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Figura 3. 1Extraccion de colagena

Se dializé la disolucion en membranas semipermeables para retirar las sales que pudieran
haberse quedado durante la precipitacién contra un amortiguador de acetatos de potasio con

una concentracion 4 mM durante 48 horas (3 cambios de amortiguador).

La disolucion dializada se centrifug6 a una velocidad de 19000 rpm durante 60 minutos a 4
°C (C1) desechando el sedimento y llevando el sobrenadante a una segunda precipitacion
con NaCl ahora al 20 % (20 g de cloruro de sodio por 100 mL de disolucion). Asi, el
sobrenadante se sometié nuevamente a centrifugacion bajo las condiciones (C2), se
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resuspendio el precipitado en &cido acético y se dejo en agitacion constante durante 24
horas. La disolucion volvié a dializarse contra un regulador de fosfatos de potasio y a

centrifugarse a condiciones (C1).

Se realizé la ultima dialisis contra un amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 M durante 48
horas (3 cambios de amortiguador). La disolucién dializada se centrifugd por Gltima vez
bajo las condiciones (C2). Finalmente se realiz6 una liofilizacion para proceder con la

caracterizacion de la muestra (Figura 3.2).
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Figura 3. 2 Purificacion de colagena



3.2 Cuantificacion de colagena

El contenido de colagena se obtuvo determinando la cantidad de hidroxiprolina presente en
las muestras. Esto en funcion de que éste aminoacido es caracteristico de la molécula de

colagena. Se utilizo en este trabajo el método reportado por J.F. Woessner. [38]

La colagena se encuentra en dos formas isomericas, una de ellas es la hidroxiprolina. La
trans-4-hidroxi-L-prolina constituye mas del 95% de la hidroxiprolina total de las
coldgenas tipo | y tipo Ill. Una cantidad critica de trans-4-hidroxi-L-prolina es un
prerrequisito para el plegamiento de las cadenas o en las triple hélices, conformacion
necesaria para la secrecion normal de las moléculas de procolagena hacia el exterior de la

molécula [39].

La preparacion de las muestras involucra una serie de pasos que se enlistan a continuacion.
En un principio se tom6 1 ml de la muestra y su respectivo duplicado, se hidrolizé con 1
mL de HCI buscando una concentracion final de 6 M, en una mufla Thermolyne modelo

48000 a una temperatura de 110°C durante 18 h en ampolletas previamente selladas.

Transcurrido ese tiempo las ampolletas se abrieron y el contenido se virtio en tubos de 15
mL, para después ajustar el pH de la disolucién a un valor de 6 o 7, utilizando soluciones de
NaOH y HCI. Teniendo las muestras neutralizadas, se llevé a cabo la reaccion de oxidacion

de la hidroxiprolina, utilizando las siguientes soluciones:

o Buffer de acetatos pH 6.0:
- 50 g 4acido citrico (CgHgO7)
- 120 g acetato de sodio trihidratado (CH3COONa ¢ 3 H,0)
- 34 g hidréxido de sodio (NaOH)
- 15 mL acido acético (CH3COOH)

Aforar a1l L con agua destilada, ajustando el pH a 6.

e Disolucion de Cloramina T:
- 0.141g cloramina T (C;H;CINO,Na)
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- 3 mL de 2-metoxietanol (CH;OCH,CH,OH)
- 2 mL de agua destilada
- 5 mL de buffer de acetatos

Acido perclérico 2.5M
HCIO, al 70%, tomar 53.7 mL para 250 ml de solucién.

Disolucion de p-dimetilaminabenzaldehido (pDAB) al 20%

Tomar 2 g de pDAB y aforar a 10 mL con 2-metoxietanol.

Y mediante el siguiente procedimiento:

1.

o 0o > w

Se prepararon tubos de ensayo por duplicado con 0.2 mL de muestra y se llevé a un
volumen de 2 mL con agua destilada.

Se agreg6 1 mL de disolucion de cloramina T y se agitd vigorosamente con ayuda
de un vortex y se dejé reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Se adiciond 1 mL de disolucion de &cido perclorico 2.5 M y se agit6 vigorosamente.
Se agregd 1 mL de pDAB vy se agitd vigorosamente.

Después de esto se incubaron las muestras a 60 °C durante 20 minutos.

Por ultimo se dejaron enfriar y se leyeron en un espectofotometro “Thermo

scientific Biomate 37 a 557 nm.

Se construyd una curva patrén utilizando disoluciones de hidroxiprolina con

concentraciones de 0 a 1 pg/mL, la cual se discute en el capitula 4, pagina 51.

Para determinar la cantidad de coldgena se hace uso de un factor de conversion para

hacer la equivalencia a colagena con la siguiente formula [40].

ug hidroxiprolinax7.42

1000 (5)

mg colagena =
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3.3 Caracterizacion

Una vez extraida y cuantificada la coldgena obtenida, se procedi6 a hacer la
caracterizacion. La metodologia utilizada para cada una de las técnicas usadas se describe a

continuacion.

3.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Como se menciono anteriormente, la electroforesis en gel de poliacrilamida se sueles usar
en la identificacion y la caracterizacion de diferentes tipos de coldgena. Ha demostrado ser
una técnica util en los estudios sobre las cadenas y los péptidos derivados de las cadenas de
colagena y tiene las ventajas de ser relativamente rapida y de presentar la posibilidad de ser

utilizada para analizar varias muestras al mismo tiempo.

Azul de
Bromofenol

Sy 11N

I 4 1 11 teees

SDS  Tris-HCl H:0 Amortiguador
Glicerol ~ destilada de muestra

Colagena en

solucién

% — |[—,

Bano de hielo

Agitacion Calentador Meste

Figura 3. 3 Preparacion de muestra
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La electroforesis, se realizé basandose en el método de Laemmli [41]. Las muestras se
mezclaron con un amortiguador de muestra (tabla 3.1) utilizando una relacion de
volumen/volumen de 1 a 1. Se procedi6 a desnaturalizar las proteinas. Para esto las
muestras se colocaron en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos e inmediatamente

después se colocaron en hielo. El procedimiento se ilustra en la Figura 3.3.

e L Gel Amortiguador Amortisuador
superior d2 infarior de

% corrida comida
‘amara
'-\ o
& \\ w fuestra
||l electrodo

negativo | _

| ' [ i ,
i pr—— A !— —_— —

' l Lo ,

Anodo (%) Catodo (-) Fuente de poder

Tanque Bandas

separadas

Figura 3. 4 Carga y corrida de muestras

Se empled un sistema discontinuo de gel de poliacrilamida con una concentracion de 8 %
para el gel separador y 5 % para el gel concentrador, y se realiz6 la corrida a 20 mA/gel

durante aproximadamente 1 hora con 30 minutos (Figura 3.4).

Al término de ésta, se retird el gel de la caAmara (Mighthy Small 1l SE 250 de Hoefer
scientific instruments), se tifiid en una disolucion de azul de Coomassie R-250, &cido acético
e isopropanol durante 12 h, para finalmente destefiir con una disolucion de metanol 40 %
(v/v), acido acético 10 % (v/v) y agua doble destilada 50 % (v/v). Dentro de la corrida

también se anexd un marcador de masa molecular.

En la siguiente tabla se muestran los componentes de los geles y los amortiguadores usados

en esta técnica de caracterizacion.
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Tabla 3. 1 Disoluciones utilizadas en electroforesis

Disolucion Componentes
Gel Separador 8 % H,0O
Acrilamida

Amortiguador inferior
Persulfato de amonio
TEMED

Gel concentrador 5 %

H,0
Acrilamida
Amortiguador superior
Persulfato de amonio
TEMED

Amortiguador inferior

TRIS 1.5 M (pH 8.8)
SDS 10 %

Amortiguador superior

TRIS 0.5 M (pH 6.8)
SDS 10 %

Amortiguador inferior de corrida

TRIS
Glicina

Amortiguador superior de corrida

TRIS
Glicina
SDS 10 %

Amortiguador muestra

Amortiguador inferior
Glicerol
SDS 10 %

Azul de bromofenol 0.2 %
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3.3.2 Andlisis Térmico

Para llevar a cabo los andlisis térmicos (Termogravimetria y Calorimetria Diferencial de
Barrido) se tomaron 5 mL de las disoluciones obtenidas, RT, BT y BS; se liofilizaron en un
equipo “LABCONCO FreeZone 1” durante 24 horas con el fin de eliminar el liquido

contenido en las muestras sin alterar la estructura de las mismas, posteriormente se pesaron.

El equipo utilizado para el andlisis termogravimétrico fue un “Hi-Res TGA 2950
Thermogravimetric Analyzer”, mientras que la calorimetria diferencial de barrido se llevo a

cabo en un “Differential Scanning Calorimeter 2910 Modulated TA Instruments”’

Congelar Seccionar y pesar
muestras las muestras
&
[
Introducir N L
Nitrégeno  en tubos Analisis Termogravimétrico
Liquido

Caorimetria Diferencial de Barrido

Figura 3. 5 Proceso para el analisis térmico de las muestras

El intervalo de temperatura empleado para ambas pruebas fue de temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) a 500 °C en una atmdsfera de Nitrogeno a una velocidad de
calentamiento de 5 °C/min. En la figura 3.5 se observa un diagrama del procedimiento

Ilevado a cabo para esta técnica.
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3.3.3 Microscopia Electronica de Barrido

Para llevar a cabo esta caracterizacion fue necesario, al igual que en las pruebas térmicas,

liofilizar las muestras para observarlas.

Debido a que las muestras son bioldgicas, es decir no conductoras, se recubrieron con una

capa fina de oro mediante electrodeposicion o deposicidn asistida por plasma.

También se dejaron muestras sin recubrimiento para observarlas en el microscopio y poder

hacer una comparacion de imagenes con y sin capa de oro.

El equipo empleado fue un “JEOL JSM-7600F Field Emission Scanning Electron
Microscope ” (Figura 3.6).

Congelar
muestras

~

Electrodeposicion

Introducir (45 segundos, 0.6 V)

Nitrogeno  en tubos
Liquido

—

Microscopia
Electronica de Barrido

Figura 3. 6 Proceso para la microscopia electronica de barrido de las muestras
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3.3.4 Espectroscopia Infrarroja

Las muestras se liofilizaron durante 24 horas, ya que se hicieron espectros de éstas en
disolucién y no se lograron apreciar las bandas caracteristicas de la colagena, debido a la

presencia del agua.

Los espectros se obtuvieron con la ayuda del equipo ” Scientific Nicolet 6700 FT-IR".

Congelar
muestras

7~
4|

0 .
A

e
_ Introducir 2
Nitrogeno en tubos Espectroscopia
Liquido Infrarroja

Figura 3. 7 Proceso para la espectroscopia infrarroja de las muestras
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CAPITULO 4

Resultados y Discusion

4.1 Determinacion del contenido de colagena

La cantidad de hidroxiprolinase determind en cada muestra mediante el método de J.S.

Woessner, haciendo dos alicuotas de cada muestra y obteniendo el promedio entre éstas

para después utilizar el factor de conversion (5) mencionado en la seccion 3.2 (pagina 44)

para obtener los mg de colagena.

Absorbancia

1.2
y/=0.0821x + 0.0086
R2=0.9968
0.8
<
0.6
J
0.4
0.2 /
. /
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion pg/mL

14

Figura 4. 1 Curva estandar de concentracion de hidroxiprolina
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La Figura 4.1 muestra la curva de calibracion para poder obtener las concentraciones de las

muestras.

Se llevo a cabo el procedimiento descrito en la parte experimental con cada una de las
muestras y leyéndose la absorbancia en un espectofotometro a una longitud de onda de 557

nm. En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos.

Tabla 4. 1 Concentracion de colagena

Muestra Kg Hidroxiprolina/mL mg colagena/Ml
RT 1272.24 94
BT 353.01 2.6
BS 285.12 2.1

Al comparar los datos de la tabla anterior, resulta evidente que la muestra RT presenta la
mayor concentracion de colagena. Esto se debe a la facilidad de extraer la proteina de la
cola de rata debido a que, en comparacion con la cola de res, ésta se encuentra sujeta a un

intenso estrés hiomecanico.

A pesar de la gran cantidad de colagena presente en la piel, el resultado obtenido para BS es
muy bajo, esto puede deberse a distintos factores, por ejemplo la edad del animal. El tejido
es de un animal considerado joven (2 afios) pero adn asi, la extraccion fue dificil de llevar a

cabo por la dureza de la piel.
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4.2 Caracterizacibn de las muestras por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)

Esta técnica permite determinar la existencia y grado de pureza de la proteina en estudio. El
patron electroforético que caracteriza a la coladgena tipo I, presenta una cadena a2 (I) y dos
cadenas al(I) que a su vez estan ligadas intimamente con las cadenas al(IIl) y los dimeros

B y trimeros y, como se aprecia en el siguiente esquema [11].

L, T T TIE,

o H{I-=111)—

a2(D) —

Figura 4. 2 Patrdn electroforetico correspondiente a la colagena. Iy colagena tipo I sin
reducir; Ily colagena tipo 11 sin reducir; 111y colagena tipo 111 sin reducir-, 11 colagena tipo
111 reducida [11].
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Una vez completada la corrida de electroforesis y realizado el tefiido y posterior destefiido

del gel, se obtuvo el patron electroforético correspondiente (Figura 4.3).

Al hacer una comparacion de la Figura 4.3 con la Figura 4.2, se observa que el patron
electroforético obtenido experimentalmente es un patron tipico de colagena tipo 1, ya que es
posible observar las bandas al, a2 y la cadena B con un poco de dificultad. Probablemente
usando un amperaje menor para la corrida electroforética, pueda observarse mejor la banda
By la banda y. El amperaje utilizado para este patron fue de 20 mA. A continuacion se da

una explicacion mas a detalle de cada carril del patron electroforético.

g

01 v p— T N—
a2 . —_— -

RT BT BS M
L.

Figura 4. 3 Patron electroforético de colagena tipo | obtenida a partir de diferentes tejidos

bioldgicos.

4.2.1 Descripcion del patrdn electroforético

- Colagena extraida de tendén de cola de rata (Carril RT): La muestra posee una alta
concentracion de colagena (como se observo antes en la cuantificacion) que se comprueba
tanto por el grosor y en la intensidad de las bandas como por el un barrido en el dimero f.
También se observa la presencia de bandas debajo de las cadenas a, lo cual indica la

degradacion de la colagena.
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- Coléagena obtenida del tendon la cola de bovino (Carril BT): La muestra posee una
cantidad de colagena mucho menor que la muestra RT, aunque las bandas se observan
perfectamente. En este carril no hay degradacion de la proteina, esto radica en la cantidad

cargada en los pozos de gel.

- Colagena extraida de piel de bovino (Carril BS): Al igual que las muestras anteriores, se
observan las bandas caracteristicas de la coldgena. Debido a que la concentracion de
coldgena en esta muestra es menor que en las otras, las bandas son un poco mas claras y

mas faciles de observar.
-Carril (M): Este carril corresponde a un marcador de masas moleculares.

Al comparar el patron electroforético con los obtenidos en otros trabajos [42] en notoria la
pureza de la proteina extraida en este trabajo, dado que presenta las bandas caracteristicas
de la colagena tipo | y, ademas, se observa claramente que, después de la aparicion de
dichas bandas, en los carriles no se observa ninguna otra banda, lo cual significa la

presencia Unica de colagena en las muestras.

4.3 Analisis térmico
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4.3.1 Analisis Termogravimétrico
La figura 4.4 muestra el termograma obtenido con la muestra RT con una masa inicial de
2.21mg, asi como la primera derivada de la curva de TGA (curva azul), curva DTA.

De la curva de TGA (curva morada) se determind el decremento de la masa durante el

proceso de calentamiento.

1
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80 - E
—_ &
=0 f—
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=
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20 . 0.0

T T T T T T T T ! 1
0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Figura 4. 4 Perfil de analisis termogravimétrico de la coldgena extraida de tenddn de cola
de rata (muestra RT) a una velocidad de 5 °C/min.

Hasta ~90 °C se observa una pérdida de masa del 10.10 %. Desde 90 °C hasta ~200 °C se
observa una pérdida de masa del 7.6 %. En el intervalo de 200-500 °C existe una pérdida

del 51.08 %.

Para la muestra BT se obtuvo el siguiente termograma, mostrando una pérdida de masa del
7.52 % al llegar a una temperatura de 78.67 °C, una del 9.176 % hasta ~190 °C y desde esta
temperatura hasta 500 °C una perdida del 54.18 %.
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Figura 4. 5 Perfil de andlisis termogravimétrico de la coldgena extraida de tendon bovino

(muestra BT) a una velocidad de 5 °C/min.

La curva obtenida con la muestra BS se presenta en la Figura 4.6, observando un
comportamiento similar al de las dos muestras anteriores. Con un 7.48 % de pérdida de
masa a una temperatura de 81.36 °C, una pérdida del 8.21 % hasta 194.38 °C y mostrando
una 60.49 % de pérdida de masa hasta 500 °C.

Al comparar las curvas termogravimétricas (Figura 4.7) se observa un comportamiento muy
parecido en todas ellas, lo que implica que la estabilidad térmica de la proteina después del

proceso para obtenerla no se vio afectada.
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Figura 4. 6 Perfil de analisis termogravimétrico de la coldgena extraida de piel de bovino

(muestra BS) a una velocidad de 5 °C/min.

Se observan en las curvas tres cambios importantes. EI primero se da en los tres casos,
antes de 100°C (de 78 a 90°C), el cual corresponde al agua superficial de la molécula de
colagena. En el segundo cambio (hasta ~200°C) se empieza a perder el agua estructural de
la molécula [43,44]. La Gltima pérdida abarca de ~200°C a 500 °C y corresponde a la
descomposicion de las cadenas de colagena [45], es decir, ocurre la degradacion de la

matriz organica [46].
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Figura 4. 7 Comparacion de los termogramas de muestras RT, BT y BS a una velocidad
de 5 °C/min.

4.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

A continuacion se muestran las curvas obtenidas con la técnica de calorimetria diferencial
de barrido. En cada una se indica la temperatura de desnaturalizacion y la temperatura a la

cual empieza la degradacion de la molécula.

Para la muestra RT se obtuvo una temperatura de desnaturalizacion de 74.57 °C y se

observa un cambio exotérmico que empieza a ~220 °C.
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Figura 4. 8 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra RT a una velocidad
de 5 °C/min.

En la curva correspondiente a la muestra BT se observa un pico endotérmico que indica una

temperatura de desnaturalizacion de 70.05 °C. Los cambios exotérmicos se presentan a una

temperatura de ~220 °C.

De igual forma, en la figura 4.10 se observa la curva resultante del analisis por calorimetria
diferencial de barrido para la muestra de coladgena obtenida a partir de piel de bovino, BT,
doénde se observa un temperatura de desnaturalizacién a 84.54 °C. El pico exotérmico

comienza, al igual que en las curvas correspondientes a las muestras anteriores, en ~220 °C.
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Figura 4. 9 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra BT a una velocidad

de 5 °C/min.
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Figura 4. 10 Perfil de calorimetria diferencial de barrido de la muestra BS a una velocidad
de 5 °C/min.
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En general, en las curvas obtenidas con la técnica de DSC, podemos encontrar un primer
pico, con caracter endotérmico, antes de los 100 °C para las tres muestras el cual
corresponde a la temperatura de desnaturalizacion. Existen resultados en los que se reportan
temperaturas de desnaturalizacion entre 104 y 112 °C para colagenas [43,47]. La
temperatura de desnaturalizacion esta relacionada con la transicion de la estructura de triple
hélice de la colagena a una estructura de espiral al azar [46,47] (modificacion de la
estructura terciaria, la cual va estrechamente de la mano con la funcionalidad de la
proteina), es decir, si se pierde esta estructura la funcién de la proteina se pierde; este
cambio puede verse también en el analisis termogravimétrico (Figuras 4.4, 4.5y 4.6), ya

que el primer cambio importante, tiene lugar antes de 100 °C.
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Figura 4. 11 Perfil de calorimetria diferencial de barrido para las muestras RT, BT yBSa

una velocidad de 5 °C/min.
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Se puede afirmar que después de la temperatura de desnaturalizacion la reaccion es
irreversible, esta aseveracion tiene bases en trabajos anteriores [31], en los cuales se
reportan curvas de DSC, en las que, una vez calentada la muestra se enfria la muestra a la
misma velocidad de calentamiento, posterior a esto se realiza un segundo calentamiento. Al
observar las curvas resultantes, es claro que la segunda curva de calentamiento es diferente
a la primero, esto debido a que el procesos no es reversible para la coladgena tipo I. Esto se
debe a que, como se menciond anteriormente la temperatura de desnaturalizacion esta

ampliamente relacionada con la pérdida de la estructura terciaria de la proteina.

El segundo pico observado en los termogramas es un pico exotérmico, que tiene que ver
con la degradacion de la proteina, esto es un resultado consistente, ya que éste mismo
comportamiento se ve reflejado en las curvas termogravimétricas de las muestras, puesto
que las temperaturas en las que las curvas del DSC presentan cambios coinciden con las
temperaturas de TGA (~200 a 350 °C).
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4.4 Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electronica de barrido se realizo con el fin de observar las estructuras de
las muestras. Como se menciond anteriormente (Seccion 3.3.3), esta técnica se aplico a

muestras con y sin recubrimiento de oro.

Se presentaran primero las imégenes que se lograron con las muestras sin recubrimiento de
oro, seguidas de las imagenes de las muestras recubiertas, para posteriormente, hacer una
comparacion entre ellas.

Sin recubrimiento

Las primeras micrografias (Figuras 4.12 y 4.13) corresponden a la coladgena obtenida a
partir de tendon de rata, RT. Se tomd de una misma muestra pero una de ellas exhibe el
lado anterior (figura 4.12) y la otra presenta el lado posterior (figura 4.13). En la figura 4.12
pueden observarse fibras de diferentes diametros entrelazadas; que se presentan de manera

apelmazada.

Figura 4. 12 Micrografia SEM de la muestra RT. Aumento X 10,000
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A pesar de presentar una conformacion aglomerada, puede observarse también la presencia
de poros dentro de la muestra. En la imagen anterior, esto no puede visualizarse tan
facilmente, por ello a continuacion se presenta la imagen 4.13, la cual a un aumento de x

5000 deja ver claramente cierta cantidad de poros de la muestra.

Figura 4. 13 Micrografia SEM de la muestra RT. Aumento X 5,000

Esta imagen deja en claro una de las utilidades mas importantes del uso de la colagena en
biomateriales, ya que es posible formar membranas porosas que pueden usarse como

injertos de piel.

Con ayuda del programa AxioVision y las iméagenes obtenidas en SEM, se obtuvieron los
valores aproximados de los diametros de las fibras y de los poros observados. Los
diametros de las fibras van desde 0.10 um hasta 0.41 um, mientras que los didmetros de
poro van desde 0.28 um a 2.30 um; la medicion de los poros se hizo tomando la longitud
mayor medida horizontalmente.

Las imagenes obtenidas para la colagena obtenida de tendén bovino, BT, se muestran en las
Figuras 4.14 y 4.15. La primera imagen revela una morfologia fibrosa, rugosa y compacta.
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Figura 4. 14 Micrografia SEM de la muestra BT. Aumento X 10,000

WD 6. 0mm

Figura 4. 15 Micrografia SEM de la muestra BT. Aumento X 5,000
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Esto sugiere una mayor cohesion de las moléculas de colagena y por lo tanto un mayor

entrecruzamiento [28].

La figura 4.15 muestra la misma zona pero con un aumento menor; en esta imagen se puede
constatar la homogeneidad de la muestra. Los didmetros aproximados de las fibras para BT

van de 0.8 um a 0.64 pm.

La colagena obtenida a partir de piel de bovino, BS, muestra una morfologia fibrosa aunque
no es muy parecida a las observadas en RT y BT. Las Figuras 4.16 y 4.17 muestran
distintos aumentos de una misma zona en la muestra BS, en ambas iméagenes es posible

observar fibras de colagena, aunque en menor cantidad respecto a RT y BT.

Figura 4. 16 Micrografia SEM de la muestra BS. Aumento X 10,000

Para BS también se obtuvieron los valores aproximados de los diametros de las pocas fibras

observadas, obteniendo asi un intervalo de 0.06 a 0.53 um.
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Figura 4. 17 Micrografia SEM de la muestra BS. Aumento X 5,000

Con recubrimiento

Las siguientes imagenes exponen las microscopias obtenidas de las muestras RT, BT y BS

sometidas previamente a la técnica de electrodeposicion.

La Figura 4.18 muestra, al igual que la Figura 4.13, la morfologia porosa de RT; también se
observa que debido a la manipulacion de la muestra existen algunas zonas maltratadas, es

decir, que los poros no estan definidos.

La Figura 4.19 corresponde a la microscopia de la muestra BT. Se presenta también una
morfologia rugosa y aglomerada, sin embargo, al moverse en la muestra se encuentra una
zona parecida a la observada para la muestra RT, es decir, con poros, aunque en mucho
menor cantidad. Aun asi, con ayuda del programa AxioVision se obtuvieron los valores
aproximados del diametro de poro, que se encuentran en el intervalo de 0.62 a 2.60 pum.
Esto sugiere, una vez mas, que dependiendo de la concentracidon de las muestras podemos

encontrar distintas aplicaciones.
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Figura 4. 19 Micrografia SEM de la muestra BT recubierta con Au. Aumento X 10,000
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La siguiente imagen (Figura 4.20) corresponde a BS; presenta una estructura aglomerada,
del mismo modo que en las imégenes sin recubrimiento de oro (Figuras 4.16 y 4.17) se
observan muy pocas fibras. Para esta muestra no fue posible encontrar zonas porosas.

Figura 4. 20 Micrografia SEM de la muestra BS recubierta con Au. Aumento X 10,000

Comparando las imégenes obtenidas entre las muestras con y sin recubrimiento de oro por
electrodeposicion, se observa una mayor nitidez en las imagenes con recubrimiento, esto se
debe a que aun con el avanzado y buen funcionamiento del microscopio, las muestras
bioldgicas al no ser conductoras, no proveen una buena resolucion de imagen por si solas.
También debe tenerse en cuenta que la técnica de electrodeposicidn debe llevarse a cabo
por poco tiempo (para este trabajo el proceso de recubrimiento durd 45 segundos).
Mantener las muestras bajo el oro por un tiempo prolongado, podria causar repercusiones
en las imagenes, puesto que a grandes aumentos lo que se observaria serian las

nanoparticulas de oro.
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A continuacion se presenta una tabla comparativa con los valores aproximados de los

didmetros de poro y de las fibras para cada una de las muestras. Como puede observarse,

las muestras presentan una morfologia muy similar.

Tabla 4. 2 Didmetros de fibra y de poro de las muestras RT, BT y BS

Muestra Intervalo de diametro de Intervalo de diametro de
fibra (um) poro (um)
RT 0.1-0.41 0.28-2.30
BT 0.08-0.64 0.62-2.60
BS 0.06-0.53 Sin poros
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4.5 Espectroscopia Infrarroja

La técnica de IR nos permite identificar las bandas de vibracion caracteristicas de un
material. Los espectros IR de las proteinas muestran las vibraciones que se producen en los
enlaces peptidicos, en particular el grupo amida, cuando la proteina es sometida a la

radiacion.

En los espectros obtenidos de las muestras (Figuras 4.13 a 4.16) se lograron identificar las
bandas Amida A, Amida B, Amida I, Amida Il y Amida IlI; lo cual deja ver que la técnica
IR es adecuada debido a que permite identificar con claridad las bandas de las diferentes

amidas.

La banda Amida A se encuentra, por lo general, alrededor de 3300 cm™; se origina por
resonancia de Fermi entre el primer armdnico de la banda Amida Il y la vibracion de

tension del enlace NH.

— IR muestra RT
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\ 1235
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4000 3000 2000 1000 0
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Figura 4. 21 Espectro infrarrojo de la muestra RT
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Este modo de vibracion no es dependiente de la conformacion del esqueleto polipeptidico
pero es muy sensible a la fuerza de enlace del hidrogeno; asi que si la banda Amida A cae
en frecuencias de 3225 y 3280 cm™ para longitudes de puente de Hidrégeno entre 2.69 y
2.85 A [50]. Debido a lo anterior y a los datos obtenidos en los espectros de las muestras, se
puede aseverar que la distancia entre los enlaces de H de la muestra BT y la BS, tienen una

distancia de aproximadamente 2.85 A.

La banda Amida B se encuentra generalmente entre 3100 y 3070 cm™ y se debe al
estiramiento del enlace NH [51], las vibraciones de estiramiento corresponden
esencialmente a la variacion de las distancias internucleares (movimientos a lo lardo de los

ejes de enlace). Las tres muestras caen dentro del rango.

— IR muestra BT
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NMumero de onda (cm )

Figura 4. 22 Espectro infrarrojo de la muestra BT

La banda Amida | es la més intensa de las bandas de absorcion en proteinas, entre 1600 y
1700 cm™. Est4 asociada, principalmente con las vibracion de tensién del grupo carbonilo
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del enlace peptidico C=0 y esta directamente relacionada con la conformacion del

esqueleto polipeptidico y el patron de enlaces de hidrégeno.

Cuando la banda cae alrededor de 1660 y 1650 cm™ es asignada a una forma helicoidal,
mientras que el estado de espiral al azar (random coil form) se caracteriza por nimero de
onda inferiores [50,52]; como se observa en los espectros, la banda Amida I de las muestras
RT y BS caen en frecuencias menores a 1660 cm™ (muestra RT: 1636 cm™, muestra BS:
1631 cm™), de acuerdo a estos datos, estas muestras tienen forma de ovillo al azar, en el

caso de la muestra BT (1646 cm™) se puede decir que presenta una forma helicoidal.
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Figura 4. 23 Espectro infrarrojo de la muestra BS

La banda Amida Il generalmente se observa en un rango de 1530-1550 cm™, esta banda
esta relacionada con la vibracion de flexion del enlace NH y con la vibracion de tension de
los enlaces CN y del C-C [50].
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Asi pues la banda Amida I se debe al estiramiento de enlace C=0, débilmente acoplado al
estiramiento de CN y a la flexién de NH, mientras que la banda Amida Il se debe sobre
todo al estiramiento del enlace CN y a las vibraciones de flexion de CNH y CC débilmente

acoplado al modo de estiramiento de C=0 [49].

La banda Amida Il se encuentra en el rango de 1278 a 1204 cm™, se asocia con el

estiramiento CN y la deformacion del enlace NH [53].

Se sabe que las frecuencias de las bandas amida dependen de la conformacién de la
colagena y cuanto menor sea el orden estructural mas baja es la frecuencia de estas bandas
amida [52].
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CAPITULO 5

Conclusiones

Con la metodologia empleada fue posible extraer colagena tipo | a partir de diferentes
tejidos bioldgicos, con un alto grado de pureza, mediante un proceso en medio &cido, esto

debido al alto grado de solubilidad que tiene la proteina en soluciones acidas.

El método utilizado esta basado en varias centrifugaciones, dialisis y resuspensiones, esto
con el fin de conseguir un mayor grado de pureza en la coldgena que la obtenida en
métodos que emplean menor cantidad de estos procedimientos. La desventaja de éste
proceso es que al repetir las centrifugaciones y las dilisis, la cantidad de proteina obtenida

puede ser menor, debido a que con cada paso se va perdiendo un poco de volumen.

Se obtuvo colagena a partir de la disolucion de los tres tejidos, mostrando que el tendon de
cola de rata posee una concentracion mas alta que la de las otras dos soluciones obtenidas,
debido a la mayor facilidad de extraer la proteina de este tejido mediante este

procedimiento.

Con la caracterizacion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, se obtuvo un patron electroforético tipico de la colagena tipo I, ya que se
observaron claramente las cadenas alfa constituyentes de esta proteina. Esto fue posible ya

que la molécula sufrié un desdoblamiento al usar SDS en el proceso.

Gracias al analisis térmico realizado fue posible aproximar los valores de la temperatura de
desnaturalizacion de cada muestra, asi como describir el comportamiento de la molécula al

ser sometidas a incrementos de temperatura.
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La microscopia electrénica de barrido permitio observar las superficies de las muestras
encontrando en todas ellas la morfologia fibrosa caracteristica de la coldgena. También se
logro hacer una comparacion entre las imagenes obtenidas a partir de las muestras tratadas
por el método de electrodeposicion y de las mismas muestras sin dicho tratamiento,
resultando la electrodeposicion un método esencial para observar muestras bioldgicas.
Gracias a esta técnica se pudieron obtener los datos aproximados de los diametros de fibra
y de poro de cada una de las muestras, observando un comportamiento muy similar entre

las tres.

Con la espectroscopia infrarroja se observaron las bandas caracteristicas de la colagena, las

cuales son la bandas Amida I, Amida I, Amida 111, Amida A y Amida B.

Debido a los resultados obtenidos con las diferentes técnicas de caracterizacion, se puede
concluir que se obtuvo colagena tipo | de manera exitosa, obteniendo una pureza alta. Al no
observar cambios importantes entre los resultados de los diferentes tejidos se puede decir
que no existen variaciones apreciables en las caracteristicas de la proteina en funcién del

origen de ella.

La unica caracteristica que es diferente en funcion del material empleado, es la
concentracion de la proteina, ya que depende de la concentracion de ésta depende del tejido

del cual se obtenga la colagena, lo cual a su vez se relaciona con la funcion de este.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo son satisfactorios, pero se recomienda expandir el
estudio en el andlisis térmico haciendo barridos a diferentes velocidades de calentamiento,
con el fin de obtener un mejor andlisis en cuanto a la temperatura de desnaturalizacion y la

degradacion de la molécula.

Por otro lado es de interés utilizar las disoluciones o bien las muestras liofilizadas
obtenidas, para poder realizar membranas para después llevar a cabo una esterilizacién con

el fin de que se implanten como injertos en piel.
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