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RESUMEN

El copolimero de colagena con polivinilpirrolidona (CLG-PVP) se generd a partir
de la radiacion gamma de la mezcla de colageno de tipo | y PVP de bajo peso
molecular. Este copolimero se caracteriza por sus propiedades hemostaticas,
cicatrizantes, inmunomoduladoras, fibroliticas y antifibréticas. En este trabajo se
utilizaron diferentes técnicas de caracterizacion fisicoquimica y bioldgica, para
caracterizar la estructura y algunas propiedades del CLG-PVP. La mezcla del
copolimero CLG-PVP inicialmente contiene 16 veces mas PVP que colagena, pero
sélo el 55,8% de PVP interaccion6 con la colagena. La caracterizacion (IR) de las
muestras sugieren que la mezcla de CLG con PVP propicia la formacion de
puentes de hidrégeno, el excedente de PVP ejerce una deformacién estructural
debido a la existencia de enlaces débiles que proporcionan proteccion a la triple
hélice en los espectros de RMN cuando ésta se fragmenta por la radiacion
gamma.

Las microscopias SEM y AFM muestran al copolimero CLG-PVP como una
fragmentacidén de fibras reordenadas de colagena recubiertas por una pelicula
uniforme de PVP con una superficie mas rugosa que la muestra de colagena. El
analisis calorimétrico mostré que el copolimero en solucion tiene cambios
estructurales a 110 °C, mientras que la forma liofilizada mostré estos cambios a
temperaturas inferiores a 50 °C.



I. INTRODUCCION

La colagena o colageno es la proteina principal del tejido conectivo, el principal
componente estructural de la piel y de los huesos (Kjeer M, 2004). La colagena tiene
alta resistencia a la traccion, su biodegradadibilidad es controlable y en contacto
con células o tejidos promueve el crecimiento celular. La colagena se ha aplicado
en biomédica y biotecnologia, por ejemplo en la liberacién de farmacos, el
tratamiento de quemaduras, inflamaciones, heridas y como sustrato en la
ingenieria de tejidos, (Covington A, 1997; Yadavalli V, 2010).

La colagena (CLG) se origina del monémero tropocolageno que mide alrededor de
300 nm de largo y 1.5 nm de diametro. El tropocolageno esta formado por tres
cadenas polipeptidicas llamadas cadenas alfa. Cada cadena a esta constituida por
un polipéptido, formado por una repeticion en tandem de tres aminoacidos,
conteniendo en alta concentraciéon prolina o hidroxiprolina y glicina, las cuales son
fundamentales en la formacion de la superhélice, figura 1. La hidroxiprolina
(OHPro) constituye alrededor de un 10 a 12% de todos los residuos aminoacidicos
en la colagena, aunque el porcentaje varia dependiendo del tipo de colagena,
(Hulmes D, 2002). La forma quimica mas abundante de la hidroxiprolina en la
colagena es la 4-trans-OH-L-prolina. Cada cadena tiene un peso molecular de
alrededor de 100000 Da. Su estructura molecular se caracteriza por la repeticion
de secuencias Glicina-Prolina-Hidroxiprolina (Gli-Pro-OHPro o G-X-Y) y la
estructura secundaria de triple hélice construida por tres cadenas de polipéptidos

(Hulmes D, 2008; Brinckmann J, 2005).
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Figura 1. Estructura de la colagena en donde el tamafio pequefio de la glicina permite que se entrecrucen tres

cadenas, mientras que la rigidez que produce el anillo de prolina favorece la posicién helicoidal.




Los tipos de colagena humana que se conocen son 27, los cuales se
denominan por un numero romano, y se diferencian por la secuencia de los
aminoacidos que componen las cadenas polipeptidicas a, (Kadler K, et al., 2007;
Myllyharju J and Kivirikko K, 2004; Blum R et al., 2005). Se pueden subdividir en diferentes

clases de acuerdo a su estructura molecular como se especifica en la tabla 1.

Clase Tipos

Colagena fibrilares *, 1, 101V, X, XXIV, XXVII
Colagenas de membrana basal o formadores |\V/* VIII*, X, XXVI

de mallas

Asociacion de fibrillas de colagena con |X* XIl, XIV, XVI, XIX, XX,
interrupcion en su triple hélice, FACIT (por sus XXI, XXII

siglas en inglés)

Asociacion de membranas con interrupcion en  X|[I, XVII, XXIII, XXV

la triple hélice, MACIT (por sus siglas en inglés)

Otro tipo de colagenas como de anclaje VII, XV, XVIII, VI*

Tabla 1. Clasificacién de los tipos de colagena

Los tipos de colagena marcados con asterisco son heterotrimeros, compuestos de
dos o tres cadenas polipeptidicas distintas. La colagena tipo IV posee seis
cadenas polipeptidicas diferentes que forman al menos tres moléculas distintas y
la colagena tipo V posee tres cadenas polipeptidicas en probablemente tres

moléculas.

Todas las clases de colagena forman una triple hélice; sin embargo, la longitud de
ésta, asi como la naturaleza y el tamafio de la porcidn no helicoidal de la molécula
es lo que determina el tipo de colagena. Por ejemplo, la colagena tipo | (300 nm)
tiene su estructura anular rigida, gracias a que la prolina estabiliza la
conformacién helicoidal en cada una de sus cadenas q; la glicina, en cambio, se
sitla ocupando un lugar cada tres residuos, localizandose a lo largo de la regién

central, debido a su tamano pequefio, favoreciendo el empaquetamiento denso de




las tres cadenas a de configuracion levogira, necesario para la formacion de la
superhélice de colagena.

Buscando evitar el entrecruzamiento intermolecular de la colagena, se ha
mezclado a la colagena con polivinilpirrolidona (PVP) para crear formadores de
implantes bioequivalentes que no sean totalmente absorbibles. El uso de la PVP
se debe a su biocompatibilidad, baja toxicidad, caracteristicas como formador de
pelicula y adhesivo, el comportamiento relativamente inerte hacia las sales y
acidos y su resistencia a la degradacion térmica en solucion (Robinson B, et al., 1990;
Horikoshi S, et al., 2001). La polivinilpirrolidona es un polimero inerte, practicamente
no metabolizable que se excreta por via urinaria (95%) en un periodo menor a 24
h, (Furuzawa J, et al., 2003). A la mezcla de colagena con PVP irradiada con rayos
gamma, se ha etiquetado como CLG-PVP, la cual se ha mostrado como muy
estable, sugiriéndose entonces una interaccién covalente entre los dos polimeros.
La irradiacibn gamma sobre la colagena puede provocar 1) la formacion de
enlaces cruzados intermoleculares, aumentando asi el peso molecular, lo que se
traduce en la estabilidad de la estructura, y 2) el rompimiento de enlaces
peptidicos que es una consecuencia negativa ya que se reduce el peso molecular
desestabilizando la estructura secundaria, (Bailey A, 1968). La eventualidad de estos
efectos depende del microambiente en el que se encuentre la colagena y de la
dosis de irradiacion.

El FibroquelMR, nombre comercial que recibe la mezcla colagena y
polivinilpirrolidona, es un liquido viscoso preparado a base de colagena “nativa”
(sin tratamiento alguno) obtenida de la piel de porcino, en solucién amortiguadora
de citratos, y polivinilpirrolidona. Este biomaterial es una colagena polimerizada
inyectable con propiedades inmunomoduladoras. El copolimero, debido a sus
propiedades hemostaticas y cicatrizantes, se usa en el tratamiento de pérdidas
cutaneas, ulceras, quemaduras de segundo y tercer grado, areas donadoras de
injertos, heridas, raspones y abrasiones, asi como en los sitios de sutura. Debido a
sus efectos antifibréticos, se utiliza también en la prevenciéon de la recidiva de la

cicatriz hipertréfica y queloide posterior a la reseccién. Los estudios in vivo
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(Furuzawa J, et al.,, 2003), han mostrado que el copolimero (CLG-PVP) modula el
proceso inflamatorio crénico de la fibrosis al disminuir factores proinflamatorios.

Al ponerse en contacto con los tejidos, el copolimero CLG-PVP crea una capa
protectora sobre areas cruentas, siendo inductor de la cicatrizacion favorece una
rapida epitelizacion.

Dada la fuente de obtencién de la colagena tipo | empleada en el copolimero, su
antigenicidad baja y la homologia que existe entre la colagena porcina tipo | y la
colagena humana (Paradis K, et al., 1999), se considera un material inocuo, excepto
en personas que manifiesten hipersensibilidad a ella. El copolimero no produce
reacciones antigénicas y su uso como inductor farmacolégico en humanos es
seguro ademas de que ha sido aprobado por la agencia de alimentos y

medicamentos (FDA) de los Estados Unidos, (Penilla |, et al., 2008).

La mezcla colagena-PVP es estable para diferentes concentraciones de colagena
y se puede aplicar en diferentes tratamientos; sin embargo, no se han establecido
cuales son las interacciones entre la colagena y la PVP que le dan esta
estabilidad. Asi, se plantea estudiar la interaccion del copolimero resultante de la
mezcla colagena porcina tipo | y polivinilpirrolidona. La caracterizaciéon del sistema
colagena-PVP por las técnicas de electroforesis capilar, microscopia electrénica,
espectroscopias de Infrarrojo y de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H 'y
3C, en complemento con un analisis térmico, deberia explicar sus propiedades

fisicoquimicas.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar fisicoquimicamente al copolimero formado entre la colagena tipo | y la
polivinilpirrolidona (PVP) a fin de elucidar las interacciones entre los dos

polimeros.

Objetivos especificos

e Preparar la solucion del copolimero estable de colagena-PVP.

e Analizar la estabilidad del copolimero CLG-PVP, aplicando las técnicas
espectroscopicas y fisicoquimicas para identificar los grupos funcionales
que interactuan de la colagena y la PVP.

e Analizar la estabilidad del copolimero en funcion de la temperatura.

12



Il. HIPOTESIS
1. Los grupos polares de la colagena y la polivinilpirrolidona interaccionan
fuertemente en el copolimero estabilizando y cambiando la rigidez de su

estructura.

2. La radiacion gamma cambia las propiedades fisicoquimicas del biomaterial

induciendo la formacion de un nuevo copolimero.

13



IV. ANTECEDENTES
IV.1 Colagena

Los biomateriales son materiales que interactuan con sistemas biolégicos para
evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién del
cuerpo humano (Black J, 1999). Las condiciones que debe cumplir un biomaterial son

biodegradabilidad y biocompatibilidad.

La colagena se considera como biomaterial debido a sus propiedades
cicatrizantes, regenerativas, etc. Es un biopolimero presente en el cuerpo humano.
En el campo de la medicina, éste polimero se aplica en soluciones inyectables y
dispersiones, para la regeneracion tisular, remodelacion de piel y tejido, ademas

de que sirve como vehiculo para la liberacion de farmacos.

La colagena es un excelente biomaterial debido a las siguientes caracteristicas:

ui Bioldgicamente, es biodegradable, promueve el crecimiento celular debido
a su capacidad de interaccionar con diversas células y macromoléculas.

¥l Fisicoquimicamente, tiene la habilidad para reticularse con diversos
agentes (detergentes, agentes reductores y agentes caotropicos) que
proporcionan cambios controlados y predecibles en su solubilidad, ademas
de su velocidad de degradacion.

%l Fisicamente, posee alta resistencia a la tracciéon debido a su morfologia

fibrilar, promueve la orientacién y entramado del biomaterial.

La colagena se encuentra comercialmente disponible en tres formas: colagena
soluble nativa, colagena procesada enzimaticamente y colagena hidrolizada.

La colagena, para crear formadores de implantes bioequivalentes, se ha mezclado
con PVP y también con polietileno de alta densidad (PEAD) (Gonzalez R, et al., 2007),
con polimetilmetacrilato, con hidroxiapatita, con quitosano (Lie M, et al., 2003),

polivinilalcohol (Sionkowska A, et al., 2009) y con propilenglicol. En este ultimo caso, la
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mezcla resultd ser una cera antiséptica bioabsorbente. Sin embargo, cualquier
implante bioequivalente, debe mimetizar las caracteristicas fisicoquimicas del

tejido receptor.

Estructura de la colagena

La colagena es la proteina fibrosa principal, insoluble en la matriz extracelular del
tejido conectivo, y la mas abundante en el reino animal. Hasta ahora se han
identificado 42 cadenas polipeptidicas distintas, las cuales estan codificadas por
41 genes especificos y componen 27 tipos de colagena distintas.

La base molecular de la colagena esta constituida por cadenas de polipéptidos y
cada uno de éstos es un polimero de aminoacidos. Es decir, las cadenas de
aminoacidos forman unidades moleculares pequenas. Existen alrededor de 20
aminoacidos fundamentales y su secuencia permite identificar las cadenas de
polipéptidos. Las proteinas se identifican por poseer una secuencia particular de
aminoacidos que es unica y propia de esa proteina que permite identificarla por

meétodos bioquimicos, inmunologicos, etc.

La colagena esta constituida por tres cadenas de polipéptidos entrelazadas,
formando una ftriple hélice, que a su vez forma una unidad macromolecular
denominada tropocolageno. Estas macromoléculas de tropocolageno, de
aproximadamente 300 nm, se agrupan entre si formando estructuras llamadas

fibrillas de colagena.

En el cuerpo humano, aproximadamente el 7 % de su peso total es colagena, de
la cual, entre el 80 y 90 % de la colagena esta constituida por colagena tipo |, Il y
lll. La colagena se encuentra en todos los tejidos y 6rganos a los que proporciona
el armazon que les da forma y resistencia estructural. La elevada concentraciéon de
colagena en todos los 6rganos pone de manifiesto su importancia; el porcentaje de
colagena en peso varia en tejidos y érganos representativos, por ejemplo, es del
4% en el higado, 10% en el pulmén, 12-24% en la aorta, 50% en el cartilago, 64%

en la cornea, 23% en el hueso cortical entero y 74% en la piel (Devlin T., 2004).
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Colagena tipo I: Se encuentra abundantemente en la dermis, el hueso, el tendon,
la dentina y la cornea. La unidad fundamental estructural de la colagena tipo |
(tropocolageno) es larga (300 nm) y delgada (1.5 nm), su estructura es una triple
hélice conformada por tres cadenas en espiral: dos cadenas a1 (l) idénticas y una
cadena a2 (I). Estas cadenas difieren ligeramente en el numero de sus
aminoacidos y en su secuencia. Su funcion principal es la resistencia al

estiramiento.

Las propiedades fisicoquimicas que diferencian a cada tipo de colagena se deben,
principalmente, a la secuencia de los aminoacidos que forman las cadenas a. La
biosintesis de la colagena sigue los principios basicos de la biosintesis de
proteinas, figura 2. En el nucleo de la proteina se transcribe el ARN del acido
desoxirribonucleico (ADN) y las cadenas polipeptidicas se sintetizan en los
complejos ribosomales que contienen al ARN. En la biosintesis ribosomal, la
OHPro y OHLis (hidroxilisina) no se incorporan directamente en las cadenas
polipeptidicas, sino que son derivados de Pro y Lis que se hidroxilan solamente
después de que han sido incorporados por uniones peptidicas. Las cadenas
polipeptidicas sintetizadas inicialmente son cadenas pro a, debido a que las
extensiones peptidicas en sus extremos son aproximadamente 40-50 % mas
grandes que en las cadenas a, esas extensiones difieren en la composicién de

aminoacidos de region colagénica.

La estructura de la colagena a su vez, se divide en dos segmentos: la parte
central (helicoidal) y la parte terminal (extremos) conocida como telopéptido
correspondiente a la cadena (N-terminal y C-terminal). Las cadenas a1 (I) estan
conformadas por una secuencia de 1052 aminoacidos de los cuales 1011
corresponden a la parte central, 16 al extremo N-terminal y 25 al extremo C-
terminal, mientras que la cadena a2 () estda formada por 1029 residuos
aminoacidos. Mientras las regiones amino terminal de las cadenas pro a entran
en la cisterna del reticulo endoplasmatico rugoso (RER), ellas se encuentran

aparentemente unidas a la o las proteasas que eliminan a la secuencia sefal
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(secuencias que actuan como sefales de destino intracelular), y también se
encuentran con las tres enzimas hidroxilasas que convierten los residuos de Pro y
Lis en 3-OHPro, 4-OHPro y OHLis.

Las reacciones de hidroxilacion se catalizan por las hidroxilasas involucrando el
uso de cofactores como Fe*3, Oz, a-cetoglutarato y el acido ascorbico como

agente reductor. Se sintetiza por fibroblastos, condroblastos y osteoblastos.

La secuencia minima requerida para la interaccion de la prolil-hidroxilasa es un
triplete —X-Pro-Gli-, donde X puede ser cualquier aminoacido. Sin embargo, la
hidroxilacion del residuo propil en esta secuencia esta influenciado por factores
que incluyen: la longitud de la cadena del péptido sustrato, la naturaleza del
aminoacido de la posicion -X- del triplete y la naturaleza de los aminoacidos en
otros ftripletes. La conformacién del péptido sustrato tiene un marcado efecto,
mientras que la conformacion de la triple hélice previene completamente la

hidroxilacion de los residuos prolilo.

@ Sintesis de las cadenas alfa / ESpaCIO extra CGIUlar
‘ @ Enrollamiento de las cadenas alfa: moléculas de procolageno
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Figura 2. Biosintesis de la colagena.
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La colagena tipo | esta constituida por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas
agrupadas en una estructura helicoidal. La repeticion de 333 tripletes en la

secuencia Gli-X-Y conduce a la estructura de cada una de las cadenas, figura 3.

Glicina

) @;—— Hidroxiorolina
#
4

'b .~ Prolina
4

Hidroxiorolina

,_y‘__.-— Prolina

Figura 3. Estructura de la triple hélice de la colagena.

La glicina constituye la tercera parte de los aminoacidos de cada cadena; la
prolina, en la mayoria de los casos, se encuentra en la posicion X; la hidroxiprolina
y la hidroxilisina se encuentran en la posiciéon Y. Estos dos aminoacidos no
abundan en la constitucion de otras proteinas del cuerpo humano. Las tres
cadenas se enrollan y se fijan mediante enlaces transversales, para formar una

triple hélice dextrdgira con una distancia entre las vueltas de 8.6 nm.

La estabilidad de la estructura helicoidal se debe a los puentes de hidrégeno que
se forman entre las cadenas a que componen la triple hélice. Especificamente, el
enlace de hidrégeno se forma entre el grupo amino de la glicina y los grupos
carbonilos o los grupos hidroxilo de la hidroxiprolina, figura 4. La direccién de los
puentes de hidrogeno es transversal al eje de la molécula de colagena (Lodish H, et
al., 2000). La hidroxilacién de la prolina hace termoestable a la proteina, mientras
que la hidroxilacion de la lisina permite el entrecruzamiento de varias triples

hélices.
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Figura 4. Puentes de hidrogeno en las cadenas de la colagena.

Colagena tipo Il: Se encuentra principalmente en el cartilago, pero también esta
presente en la piel, vasos sanguineos, intestino, la cérnea embrionaria y en la
notocorda, en el nucleo pulposo y en el humor vitreo del ojo. En el cartilago forma
fibrillas finas de 10 a 20 nm, pero en otros microambientes puede formar fibrillas
mas grandes, indistinguibles morfolégicamente del colageno tipo |. Esta
constituida por tres cadenas a2 de un unico tipo. Se sintetiza por el condroblasto y
su funcion principal es la resistencia a los cambios de presién. A diferencia del tipo
I, la colagena tipo Il contiene 9 veces mas carbohidratos unidos a la hidroxilisina,
pero es menos estable a la temperatura. El colageno de tipo Il se encuentra casi
exclusivamente en el cartilago, donde la presencia de colagenos menores
adicionales y glicoproteinas no colagenas es crucial para la modulacion de

diametro de fibrillas, propiedades superficiales, y las interacciones interfibrilares.

Colagena tipo Ill: Abunda en el tejido conjuntivo laxo, en las paredes de los vasos
sanguineos, la dermis de la piel y el estroma de varias glandulas. Es un

constituyente importante de las fiboras de 50 nm que se han llamado
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tradicionalmente fibras reticulares. Esta constituida por tres cadenas idénticas
al (lll), se caracteriza por una disposicion de aminoacidos donde predomina la
hidroxiprolina y donde ademas aparece la cistina, un aminoacido que no es comun
en otro tipo de colagena. La longitud de la triple hélice en la colagena tipo Ill es
ligeramente mas larga que la colagena tipo |, en contraste, los telopéptidos son un
poco mas cortos (Cameron et al., 2002). La colagena tipo lll se sintetiza por las
células del musculo liso, fibroblastos y glia. Su funcién es la de sostén de los

organos expandibles.

IV.2 Polivinilpirrolidona

El polimero polivinilpirrolidona (PVP), es un polvo blanco, higroscépico con un
débil olor caracteristico. En contraste con la mayoria de los polimeros, es
facilmente soluble en agua y un gran numero de disolventes organicos tales como
alcoholes, aminas, acidos, hidrocarburos clorados, amidas y lactamas
(lactona+amida). Por otro lado, el polimero es insoluble en los ésteres comunes,
éteres, hidrocarburos y cetonas. La PVP se sintetiza via polimerizacion por
radicales libres de N-vinilpirrolidona en agua o alcohol con un iniciador adecuado,
figura 5, por reaccion de acetileno (sintesis de Reppe) con formaldehido se
obtiene 4-butanodiol que se hidrogena a butanodiol. Después de la ciclacidon
oxidativa de butirolactona y su reaccién con amoniaco, la pirrolidona se forma por
la eliminacion de agua. Por ultimo, el grupo vinilo se introduce para formar N-
vinilpirrolidona-2(1-(2-oxo-pirrolidinil)-etileno. Mediante la seleccion adecuada de
las condiciones de polimerizacion, se puede conseguir una amplia gama de pesos
moleculares que se extiende desde valores bajos como 9000 Da a
aproximadamente 2.2 millones de Da. Generalmente, la vinilpirrolidona se
polimeriza en solucidbn acuosa usando peroxido de hidrogeno (H202) como
iniciador, la concentracién de éste, controla el peso molecular. Los radicales
hidroxi en solucién acuosa son generados por el peroxido de hidrogeno, asi
mismo la formacion de los grupos terminales del polimero. En la mayoria de los

casos, el grupo funcional del aldehido (R-CHO) se encuentra como el segundo
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grupo terminal, esto puede explicar el hecho de que el segundo grupo terminal

hidroxilo que se forma durante la formacion de la cadena, continue reaccionando

separando la pirrolidona. Debido a su hidrofilicidad, no-toxicidad y facilidad para

formar complejos, se utiliza en diferentes areas: en medicina por ejemplo, se

utiliza como sustituto del plasma de la sangre para prolongar el efecto del

medicamento; la PVP afadida al yodo, forma un complejo llamado povidona

yodada que posee propiedades desinfectantes; se utiliza como ligante en muchos

comprimidos farmacéuticos, ademas de su aplicacion en la industria alimenticia,

textil y farmacéutica. Es un polimero lineal no iénico, higroscopico, muy polar;

aceptor de protones, compatible con diferentes resinas.

Sintesis de N-vinilpirrolidona
a partir de acetileno y
formaldehido

O=CH, + HC=CH + CH,=0

&

HO—CH,— C=C— CH,0H
J+2H,

HO— CH,—CH, — CH,— CH,OH

l—u;

r HC=CH

|
CH=CH,

Iniciacion

Terminacion

O~ _
N

(o
Ak

Figura 5. Mecanismo de polimerizacion de la PVP en solucién acuosa.
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La exposicion a altas temperaturas debe evitarse, aun cuando la PVP en polvo es
muy estable al calor. El polimero parece ser muy estable cuando se calienta
repetidamente a 110-130°C durante intervalos relativamente cortos, sin embargo,
el oscurecimiento del color y la disminucién de la solubilidad en agua son
evidentes al calentarla en aire a 150°C. La PVP acuosa es estable durante largos
periodos de tiempo si se protege del moho. Los conservadores habituales como el
acido benzoico, acido sorbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico son muy
eficaces. Por otro lado, debe realizarse una prueba adecuada con productos
acabados que contengan PVP antes de decidir sobre un conservador. La
esterilizacion por vapor (15 Ib de presién durante 15 min) también se puede
utilizar, este tratamiento no parece cambiar las propiedades de las soluciones. El
polimero no tiene poder de amortiguamieno, debido a que se observan grandes
cambios en el pH de las soluciones al agregar pequefias cantidades de acidos o
bases.

La PVP (plasdone, marca ISP) también tiene aplicaciones técnicas, como
adhesivo, como un aditivo especial para pilas, como aglomerante, dispersante y
modificador de viscosidad en ceramica, fibra de vidrio y tintas, como emulsionante,
como agente espesante en geles de blanqueamiento dental, como agente para
aumentar la solubilidad de los farmacos en forma de dosificador liquido y semi-

liquido (jarabes, capsulas de gelatina blanda).

IV.3 Copolimero CLG-PVP

A la mezcla de colagena nativa y PVP (CLG+PVP) expuesta a una dosis de
irradiacion gamma de 12 kGy se le ha llamado CLG-PVP (Fibroquel MR). Los
estudios in vitro sugieren que el copolimero colagena-PVP actua a nivel de
fibroblastos y macréfagos, modulando el metabolismo de la colagena, participando
asi en los procesos regenerativos con una mejor calidad y tiempo de respuesta en
la cicatrizacién. Por otra parte, los estudios in vivo han mostrado que la colagena-
PVP modula el proceso inflamatorio crénico de la fibrosis al disminuir factores

proinflamatorios hasta alcanzar niveles normales, lo que favorece el reemplazo de
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los componentes del tejido conjuntivo con la consecuente eliminacion del exceso
de proteinas fibrosas.

Al ponerse en contacto con los tejidos, la colagena-PVP crea una capa protectora
sobre areas cruentas, promoviendo la cicatrizacion y favoreciendo una rapida

epitelizacion.

Gracias al éxito que tiene el copolimero CLG-PVP y su aplicacién en medicina se
planted en esta tesis, identificar los grupos funcionales que interactuan en la
mezcla irradiada de colagena con polivinilpirrolidona. Para esto, se utilizaran las
técnicas de caracterizacion de electroforesis en gel de poliacrilamida,
espectroscopia de infrarrojo FTIR, resonancia magnética nuclear RMN de 'Hy 3C
en estado liquido y sélido respectivamente, microscopia electrénica SEM y AFM

en complemento con un analisis térmico por DSC.

V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

V.1 Materiales
La colagena nativa tipo |, extraida de la piel de porcino 1% p/v en una solucién de
citratos 5mM, y la polivinilpirrolidona 99.5% p/v (K-15; ISP) en estado sdlido,

fueron donadas por la empresa Aspid S.A. de C.V., México DF.

V.1.1 Colagena-nativa

a) Dialisis
Una solucién de colagena tipo | 1% en agua, en presencia de una minima
cantidad de acido citrico, se dializé con acido acético 5 mM en una camara
fria a 4°C. Una vez dializada, se filtré y manteniéndose estéril, se cuantifico

la hidroxiprolina (OHPro) y consecuentemente la colagena en la muestra.

b) Determinacion de la concentracién de hidroxiprolina
El método empleado para la determinacién de OHPro en las muestras de
colagena (CLG), CLG+PVP y CLG-PVP fue el de J. F Woessner (Woessner
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J.F., 1961), en donde una alicuota de 200 pl de la muestra disuelta en acido
citrico, se colocé en una ampolleta con 800 pl de HCI 6 N. La ampolleta se
sellé y se hidrolizé a 105°C por 18 h para obtener a los aminoacidos libres y
poder determinar la cantidad de OHPro contenida en la muestra.

La alicuota evaporada de la ampolleta se suspendié en 200 yl de NaCl
0.2 M en un matraz aforado de 10 ml.

Por adiciéon de NaOH o HCI se ajusto el pH a un valor de 7 y se aforé con
NaCl 0.2 M.

De la solucion que se neutralizé se tomd una alicuota de 200 pl y se coloco
en un tubo de ensayo con tapa de rosca, se le adicion6 NaCl 0.2M
aforandose a 1ml.

Se agregé 500 pl de reactivo cloramina-T para iniciar la oxidacion de la
OHPro. Se incubod por 20 minutos a temperatura ambiente.

Para eliminar la cloramina-T, se agrego 500 ul de acido perclérico 3.15 M y
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se agregd 500 ul de p-dimetilaminobenzaldehido 20% para acomplejar el
pirrol formado de la oxidacion de la hidroxiprolina.

Se agitdé e incubd por 20 minutos a 60°C, coloreandose entonces la
muestra.

Las soluciones se prepararon por triplicado para calcular la incertidumbre
en las medidas de absorbancia.

La absorbancia a 557 nm de cada solucion se midid6 en un
espectrofotometro UV-visible Beckman D0780 con una resolucion de 2 nm.
Las concentraciones de OHPro en la coldgena de cada muestra se
determinaron directamente de la curva de calibracion mediante

interpolacién.

Para construir la curva de calibracion se prepararon soluciones de OHPro con

NaCl 0.2 M, cloramina-T, acido perclorico 3.15 M y p-dimetil-aminobenzalehido

20% vlv, variando la concentracion de hidroxiprolina (diluida en HCI 0.01 N) de
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200 a 800 pg/ml. Se grafico la absorbancia de OHPro en funcion de la
concentracion.

La concentracion de OHPro se determiné aplicando la ley de Beer-Lambert (Atkins
P, De Paula J, 2006).

A=eA\C

Donde
A= absorbancia
¢= coeficiente de extincion molar del croméforo
A= distancia que recorre el haz en la muestra

C= concentracion de la sustancia que contiene al cromdéforo.

c) Determinacion de la concentracion de la colagena
La colagena tipo | se caracteriza por la secuencia repetitiva Gli-X-Y y la alta
concentracion que tiene en glicina (33 +1.3 %), la prolina y la hidroxiprolina
constituyen el 22 %. El contenido de hidroxiprolina es multiplicado por 7.46,
basado en que el 13.4 % de toda la colagena es hidroxiprolina.

El porcentaje de colagena esta dada por:

% CLG — (ug de hidroxiprolina)(7:46)(1000)
(mg de muestra)(ul alicuota)

La formacion del cromdgeno disminuye cuando la concentracion del cloruro de

sodio en las muestras supera los 0.4 M.

V.1.2 PVP

a) Disolucién
En una solucion acuosa en presencia de una minima cantidad de acido
(0.54 mg/ml) citrico se disolvié la PVP (8000 Da; ISP Investments, Inc.)

necesaria para obtener una concentracion final de 133 mg/ml.
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V.1.3 PVP irradiada (PVP-y)
Una solucion de pvp 133 mg/ml, se irradié en un contenedor de aluminio en
un irradiador industrial JS-6500 que utiliza una fuente gamma de cobalto-
60. Se mantuvo una dosis entre 12.14 y 12.02 kGy con tiempo de consola
de 122 segundos. Esta irradiacion se llevd a cabo en el Instituto Nacional

de Investigaciones Nucleares, Nabor Carrillo (ININ).

V.1.4 Colagena + polivinilpirrolidona (CLG+PVP)
Una solucién de colagena-n tipo | al 1% (en una solucion de citratos) se
mezclé con pvp, en relacion masica 1:16. Se dializ6 con acido acético 5
mM en una camara fria a 4°C y se cuantificé la colagena como descrito en
l.1.1 b.

V.1.5 CLG-PVP
La solucion en relacion 1:16 de CLG+PVP en citrato, se irradi6 como antes
descrito en 111.1.3. Esta muestra se etiqueté como CLG-PVP.
La mezcla irradiada se dializé con acido acético 5 mM en una camara fria a

4°C y se cuantifico la colagena como descrito en 111.1.1 b.

V.2 CARACTERIZACION
Las muestras se caracterizaron por electroforesis capilar, espectroscopia de
infrarrojo (FTIR), resonancia magnética nuclear (RMN) de liquidos 'H y sdlidos
(MAS) de '3C, microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia de fuerza
atémica (ATM) y calorimetria diferencial de barrido DSC. Algunas muestras se
caracterizaron en forma liquida diluidas en agua (5 mg/ml), otras muestras se
caracterizaron en estado sdlido y para ello se liofilizaron como se describe mas

adelante.

V.2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida
La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la

movilidad de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual
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las separa por tamafios moleculares y carga eléctrica. El campo eléctrico aplicado
fue de 30 mA, no puede ser muy alto porque se generaria una temperatura muy
alta, tampoco se recomienda un campo mas bajo ya que se obtendria una
separaciéon muy pobre a causa de la difusion por tiempo prolongado de la corrida
electroforética. La carga neta de la particula esta dada por el pH del medio y
puede modificarse por la interaccion con pequefas moléculas de iones u otras

macromoléculas.

V.2.1.1 Corrida electroforética, preparacién del gel de acrilamida.
Primero se prepard el gel separador con los reactivos que muestra la tabla 2, con
agitacion constante y se colocé entre los vidrios que sirvieron como molde para la
formacion de los geles en estado liquido, se agregd agua lentamente por las
paredes del vidrio que contenia el gel concentrador para evitar la formacion de

burbujas de aire.

Reactivos Gel separador Gel concentrador
Acrilamida [C3HsNO] 2.5ml 0.65 pl
Amortiguador Tris pH=8.8, 2.5 ml pH=6.8, 1.25ml
SDS 10% [NaC12H25S04] 100.3 pl 100 pl
H20 destilada 2.8 ml 3 ml
Persulfato de amonio 22.3 pl 25 pl

[(NH4)2S04]

Temed [CeH1sN2] 11.15 pl 5 pl

Tabla 2. Reactivos utilizados en la preparacion del gel de acrilamida.

Una vez que se formé el gel separador se prepard el gel concentrador con los
reactivos que muestra la tabla 2, retirando previamente el agua que estaba sobre
el gel separador, se coloco el aditamento para formar los carriles y se vertio la
solucién del gel concentrador.

Después de haberse formado el gel concentrador, se coloco la base de vidrio que
contenia el gel dentro de la caja electroforética donde se vertié el amortiguador de
corrida (que contenia acido citrico, acido acético glacial, acetato de sodio
trinidratado, hidroxido de sodio y agua destilada) para evitar que se secara el gel.

Las muestras de colagena se mezclaron con amortiguador de corrida (con
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indicador) y fueron llevadas a ebullicion por 5 min para desnaturalizar a la proteina
y observarse en el gel las diferentes cadenas que la componen. Alicuotas de 20
ML se corrieron por electroforesis en gel de poliacrilamida con un sistema de
amortiguador discontinuo. Se cerr6 la caja y se conectd a una fuente de poder a
30 mA, una vez terminada la corrida electroforética se procedio a separar los geles

para llevar a destefiir el gel separador.

V.2.2 Espectrometria FTIR.
Se adquirieron los espectros FTIR en la ventana espectral de 400-4000 cm™! a fin
de identificar los grupos funcionales de las muestras. Se usé un espectrofotometro
Thermo Electron Nicolet FT-IR 6700 con resolucion de 4 cm-'. Los principios y
aplicaciones detalladas de FT-IR (Griffiths and Heseth, 2007) han sido

ampliamente presentados en otros trabajos de investigacion.

V.2.3 Resonancia Magnética Nuclear, RMN.
Los espectros 'TH RMN en estado liquido se adquirieron en un espectrofotémetro
Bruker Avance 400, a una frecuencia de resonancia de 400.17 MHz en la ventana
espectral de -1.5-12.10 ppm. Se us6 agua deuterada como disolvente (D20). Los

espectros se adquirieron en la modalidad de supresion de agua.

Previo a adquirir los espectros de '3C CP MAS RMN en estado solido, las
muestras se liofilizaron en un liofilizador Labconco Freezone 6, iniciando con la
congelacion de las muestras a una temperatura de -40°C por 3 horas y el secado

(donde se sublima el agua) a una presion de 90x10-3 mbar por 18 horas.

Los espectros '3C CP MAS RMN en estado solido se adquirieron en un
espectrometro Bruker Avance Il 300, a una frecuencia de resonancia de 75.4 MHz,
y una frecuencia de giro al angulo magico de 5 kHz. Las condiciones tipicas de
3C CP MAS RMN en los experimentos de polarizacién de 'H a '3C que se usaron
fueron: pulso a 11/2 de 4 us y pulsos de contacto de 100 ys, 1 ms, 3 msy 5 ms en
la ventana espectral de -50 a 275 ppm.
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V.2.4 Microscopia electrénica, SEM y AFM.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) se utilizé para la caracterizacion de la
morfologia de las muestras. Las micrografias se adquirieron en un equipo JEOL

JEM-7600F emision de campo con resolucién de 1 nm.

La microscopia de fuerza atdmica se utilizé para la caracterizacion de superficies
en cuanto a su relieve, textura y rugosidad. Las imagenes AFM se adquirieron en
un  microscopio JSPMJEOL en modo de operacion de contacto

intermitente. La frecuencia de vibracion del cantiléver fue en el rango de 350 kHz.

Todos los analisis se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

V.2.5 Calorimetria diferencial de barrido, DSC.
Los termogramas se adquirieron en un equipo DSC Q10 utilizando soportes de
muestras herméticamente cerrados. La calibracion del equipo se realizd con el
elemento Indio y una linea base con charolas vacias. La velocidad de
calentamiento fue de 10 °C/min para las muestras en solucion y 1 °C/min para las
muestras liofilizadas, en un rango de 0 a 200 °C y un flujo de nitrégeno de
50 mL/min. Cada analisis se realizé por triplicado con una sola exploracion. Los

cambios de entalpia se determinaron a partir de los datos experimentales.

Las muestras bajo estudio son CLG, CLG+PVP, CLG-PVP, CLG-PVP/SE, PVP y
PVP-y.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

V1.1 Determinacién de la concentracion de colagena.
Para caracterizar el tipo de colagena se utilizo la electroforesis en gel de
poliacrilamida. Para ello se calculd primero la concentracion de hidroxiprolina en la
colagena por el método de Woessner, considerando que [ug Colagena= ug OHPro

X 7.46] entonces se calculé el % de colagena segun la relacion siguiente.

% CLG = (ug de hidroxiprolina)(7.46)(1000)
0 T (ing de muestra)(ul alicuota)

Los resultados de la concentracion de OHPro y de la colagena en cada muestra se

reportan en la tabla 3.

Colagena control 6.2 10
Colagena nativa 5.79 9.15
CLG+PVP 3.56 5.67
CLG-PVP 2.91 5.04

Tabla 3. Concentracion de colagena en las muestras bajo estudio.

V1.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida.
El gel de poliacrilamida en el cual se corrieron las muestras de colagena y CLG-

PVP en alicuotas de 20 pL, muestran un patron de bandas muy similar, figura 6.

aa(l)
ax(l)

Figura 6.Imagen del gel de poliacrilamida con las muestras de colagena (carril izquierdo)
y el copolimero CLG-PVP (carril derecho) en condiciones de desnaturalizacion.
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Las bandas a representan a los mondmeros de la colagena, mientras que la banda
B representan a los dimeros y la banda y a los trimeros de las cadenas a. La
banda de la cadena a1 (l) es mas intensa que la de a2 (l) debido a que la colagena
tipo | es un heterotrimero formado por tres cadenas polipeptidicas denominadas
cadenas alfa, dos cadenas alfa idénticas a1 (I) y una cadena alfa diferente a2 (1),
estas tres cadenas se entrecruzan sobre si mismas formando una superhélice con
una longitud de 300 nm, un diametro de 1.5 nm y un peso molecular de 300 kDa.
Asi se confirma que la colagena es de tipo I. Los carriles de las muestras, no
presentan bandas de degradaciéon por debajo de la cadena a2z (I) esto nos indica
que las muestras de colagena que se corrieron contienen unicamente colagena

tipo I.

V1.3 Espectroscopia IR

La figura 7 incluye los espectros FTIR de colagena (CLG), PVP, PVP irradiada
(PVP-y), CLG+PVP y CLG-PVP, en estado liquido. Los espectros muestran dos
bandas de absorcién intensas, la primera muy ancha de 3200 a 3500 cm™'y que
se atribuye a la vibracion de elongacion del enlace OH (v) y la segunda se debe a
la deformacion en el plano de la molécula del agua (6120). Nétese que las bandas
propias de los grupos funcionales de la colagena no se resuelven. Por ejemplo, en
la ventana espectral de 1620-1650 cm' se esperaria la banda de absorcién de la
vibracién debida al grupo amida primaria de la coladgena. También estan ausentes
las bandas debidas a los enlaces CHs que se esperan apenas por debajo de
3000 cm'. En cambio, la PVP muestra dos sefiales poco intensas en la ventana
espectral de 1475 a 1425 cm-' atribuidas a la vibracion de deformacion del -CHo-
(d) y a 1286 cm™ debida a la vibracion de tensién simétrica del enlace C-N
(Dumitrascu M, 2011) y que también aparecen en las muestras de CLG+PVP,
CLG-PVP y PVP-y.
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Figura 7. Espectros FTIR de las muestras en estado liquido con resolucién de 4cm™ a temperatura ambiente.

Evidentemente, la no resolucion de estas bandas se debe a que la colagena esta
en solucién a baja concentracion y las bandas del agua son muy intensas. Asi, se

prefirio liofilizar las muestras y se adquirieron los espectros en estado sélido.

En la figura 8 se incluyen los espectros de las muestras de CLG, PVP, PVP-y,
CLG+PVP y CLG-PVP, en estado solido. El espectro de colagena presenta una
banda de absorcién caracteristica de una amida primaria en 1633 cm™! que resulta
de la vibracion de tension del grupo carbonilo, una banda de una amida
secundaria a 1545 cm', estas bandas estan atribuidas a los enlaces peptidicos de
la colagena y un conjunto de tres bandas de absorcion mas débiles con modos de
vibracion centradas a 1234 cm™! atribuidas a una amida terciaria (Paine k, Veis A
1988). La banda ancha de absorcion entre 3200 y 3500 cm™' es una contribucion
tanto de los grupos OH como de los NH y la banda poco intensa a 3050 cm-! al

sobretono del carbonilo, mientras que la banda ancha de 3000 a 2850 cm™' se
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debe a la elongacién C-H de los grupos CHs y/o CH2. Cabe mencionar que se ha

reportado la regién de absorcién de la prolina en la amida primaria a 1632 cm-".

El espectro de PVP, presenta las bandas de absorcion de 3500 a 3200 cm™ que
se atribuye a la vibracion de elongacién del OH (v) y a 3300 cm™ la banda de
absorcion del NH, de 2975 a 2760 cm™ a la vibracion de tensién simétrica del
-CH2- (v), a 1650 cm se observa la banda que se atribuye a la vibracion de
tension del (C=0) de 1445 a 1400 cm™, se le atribuye a la deformacién del -CHa-
(d) , también se observa la vibracion del enlace C-N a 1286 cm™ y de 730 a 710
cm' que se atribuye al balanceo del -(CH2)n-. El -(CH2)n— también tiene bandas de
flexion a 1300 cm'. Los espectros de sdélidos como la PVP con cadenas largas y
grupos polares terminales (amidas, acidos) muestra bandas de absorcion entre
1350y 1180 cm™.

1640

©

=

G

(&)

C

8 PVP

e

(7] .
& 1650 *
|: CLG

3313 2. ;
2945 1633
1545

N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1)

Figura 8. Espectros FTIR de las muestras liofilizadas con resolucion de 4 cm™ a temperatura ambiente.
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La irradiacion gamma en la muestra de PVP (PVP-y), probablemente favorece la
polimerizacion y el entrecruzamiento del polimero, dado que se observa el
incremento en la intensidad de las bandas de absorcién de 3500 a 3200 cm™' que
se atribuyen a la vibracién de elongacion del OH (v) del polimero, al OH (v ) del
agua y al NH que se encuentran en la misma ventana espectral. La banda de
absorcion de C=0 aparece en 1650 cm-! para PVP y 10 cm™" mas bajo para PVP-
y. Esto se explica porque C=0 interacciona por puentes de hidrogeno que se

favorecen con la irradiacion.

El espectro de la mezcla (CLG+PVP) y el copolimero CLG-PVP tienen espectros
similares, presentan la banda de absorcion de la amida primaria a 1640 cm™' que
resulta de la vibraciéon de tensién del grupo carbonilo peptidico (-C=0). La banda
ancha entre 3600 y 3200 cm™" persiste, por lo que no se puede concluir que haya
formacion de puentes de hidrogeno ya que la banda parece ser una suma de las
bandas de CLG y PVP. No obstante, se tiene que hacer una remarca: la banda
atribuida en 1545 cm™' debida a la deformacién en el plano de una amina no esta
presente en estas muestras pero si en CLG. Esto simplemente se debe a la

composicién, el espectro de la PVP domina el de CLG-PVP.

Se esperaria que el espectro de CLG+PVP se asemejara mas al espectro de PVP
(debido a que la PVP esta en mayor concentracién que la colagena) pero no es
asi. Los espectros de CLG+PVP y CLG-PVP son mas parecidos a la PVP-y. Mas
aun, parece que también la mezcla de CLG con PVP propicia la formaciéon de

puentes de hidrégeno.

V1.4 Resonancia Magnética Nuclear
Siguiendo con la caracterizacion estructural, se us6 la RMN de liquidos para tratar

de elucidar las interacciones entre la colagena y la polivinilpirrolidona.
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VI.4.1 Espectroscopia 'H RMN en estado liquido.
El espectro "H RMN de la PVP, figura 9, presenta las seiales tipicas del polimero,
los picos a (3.65, 3.79 ppm) y b (1.59, 1.74 ppm) se asignaron, de acuerdo a la
bibliografia, a la cadena principal de carbonos (-CH- y —CHz2-, respectivamente)
mientras que los picos ¢ (3.32, 3.41 ppm), d (2.03 ppm) y e (2.32, 2.45 ppm) se
atribuyeron a los tres grupos de metileno en el anillo de la pirrolidona. En el
espectro de PVP-y, las sefales a que se identificaron en el espectro de la PVP
practicamente no se observan, esto podria atribuirse a la dosis de irradiacion
gamma recibida en la muestra propiciando la fragmentacion de la PVP. Sin
embargo, si éste fendmeno ocurre, deberian aparecer las senales
correspondientes al grupo -CHs en la regién 0.6-1.3 ppm debidas al término de la
cadena polimérica, lo cual no se observa. No obstante, con la irradiaciéon se
observa un incremento en la intensidad de las sefales etiquetadas como ¢, lo que
sugiere que no se lleva a cabo una polimerizacién sino todo lo contrario,

nuevamente se sugiere de una disminucion del peso molecular.

PVP-y

PVP

I v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 9. Espectro 'H RMN de PVP y PVP-y.
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El espectro "H RMN de colagena (CLG), figura 10, presenta un pico en 2.06 ppm
que se atribuye a los hidrégenos del carbono 8 de la alanina, a campo mas bajo
se observan picos entre 2.7 y 2.95 ppm que corresponden a los hidrégenos de los
carbonos menos apantallados, como son los hidrégenos del carbono & de la Pro,
OHPro, figura 10 a. Los picos correspondientes a los grupos NH y OH no
aparecen en el espectro debido a que estos hidrégenos se intercambian con el

deuterio del solvente.

CLG-PVP/SE

CLG-PVP .

CLG+PVP

PVP-y

PVP
oLe i
T T T T T

T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 10. Espectros 'H RMN de CLG, PVP, PVP-y, CLG+PVP, CLG-PVP y CLG-PVP/SE.
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El espectro de la mezcla de colagena con PVP (CLG+PVP) presenta las senales
de la CLG y la PVP puros con excepcion de las senales finas (3.4 ppm) de la PVP,
esto puede deberse a la interaccion que hay entre la proteina y el polimero.
Especificamente, los hidrégenos del carbono ¢ de la PVP interaccionan con la
CLG provocando pérdida de movilidad de la molécula al aumentar el peso

molecular de la mezcla.

La irradiacién de la colagena con PVP (CLG-PVP) parece no tener efecto sobre el
ambiente de los hidrégenos, el espectro no presenta diferencias significativas con
respecto a la mezcla CLG+PVP. De hecho, estos dos espectros son muy similares
al de la PVP, por tanto se decidi6 preparar una nueva muestra eliminando el
excedente de PVP.

El espectro de CLG-PVP sin el excedente de PVP (CLG-PVP/SE) presenta dos
senales que no se observaron en el espectro de CLG-PVP, el singulete en 2.9
ppm de la CLG paso a ser un triplete en el espectro de CLG-PVP/SE el cual se
atribuye a los protones del carbono delta () de la prolina e hidroxiprolina. También
presenta otra sefial en 0.6 ppm, atribuida al grupo —CHs debidas al término de la
cadena polimérica, como resultado de la fragmentacion del copolimero. Este
resultado sugiere que hay una interaccidon entre la prolina e hidroxiprolina de la
colagena y los CH2 del anillo de la PVP.

La proporcién de CLG y PVP en solucién no permite elucidar con claridad las

sefiales RMN de colagena, ademas de que en estado liquido las interacciones
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dipolares se promedian. Asi, se decidié hacer algunos experimentos RMN en

estado solido.

V1.4.2 Espectros 3C CP/MAS RMN en estado solido.

Con la finalidad de observar si la colagena y la PVP estaban compuestos de
partes que difieren en su movilidad, en los espectros '3C CP MAS RMN de
colagena, figura 11, se vario el pulso de contacto desde 100 ps hasta 5 ms, sin
embargo, no se observan cambios significativos en la intensidad de senales,
mostrando asi, que la proteina tiene una movilidad uniforme, unicamente se ve
afectada la sefal del grupo carbonilo, el cual no tiene hidrégenos. Por lo tanto,
s6lo se observaron cambios en la transferencia de magnetizacion.

Los espectros '3C CP MAS RMN de colagena nativa, figura 11 y 12, presentan las
sefales asignadas a los aminoacidos mas abundantes en la proteina (Pro, OHPro,
Gli, Ala).

100 ps

1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 11. Espectros "*C CP MAS de RMN de colagena con pulsos de contacto de (1) 5 ms, (2) 1 msy (3) 100 ps.
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Figura 12. Espectros *C CP MAS de RMN de Colagena nativa.
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Figura 12a. Aminoacidos mas abundantes en la colagena.

PVP no tiene movilidad, es decir, es rigida.

40
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Los espectros de PVP y PVP-y, figura 13, CLG+PVP, figura 14, y CLG-PVP,
figura15, al variar el pulso de contacto, no presentan cambios notables ni en la
intensidad ni en el ancho de los picos, unicamente en el carbonilo se afecta la

intensidad. Esto sugiere que la cadena de carbonos para la colagena como para la



PVP & PVP-y

100 s

100 us , o J\M

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
180 160 140 120 100 80 60 40 20
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 13. Espectros '*C CP MAS RMN de PVP (verde) y PVP-y (naranja) con diferentes pulsos de contacto.
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CLG+PVP
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Figura 14. Espectros "*C CP MAS RMN de CLG+PVP con pulsos de contacto de 100 ys, 1msy 5ms.

CLG-PVP

1msJ\‘
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Figura 15. Espectros *C CP MAS RMN de CLG-PVP con pulsos de contacto de 1ms y 100 ps.
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El espectro '3C CP MAS RMN en estado sélido de CLG-PVP, figura 16, presenta
las sefiales tanto de CLG como de PVP aunque es necesario remarcar que
algunas de ellas podrian traslaparse, por ejemplo, en la ventana espectral de 45-
50 ppm el carbono etiquetado como a de la prolina y alanina con el carbono
etiquetado como ade la PVP y de 35-40 ppm cg de la hidroxiprolina con el carbono

etiquetado como b en la figura 13 de la PVP.

OHPro Co,3
PVP Ce
Pro Gy
H, PVP Cd

Pro, Ala Cay PVP Ca

CLG-PVP/SE

OHPro Cpy PVPCb

CLG-PVP

T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 16. Espectros *C CP MAS RMN de CLG-PVP y CLG-PVP/SE.
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El espectro de CLG-PVP/SE presenta la sefal de grupos metilo en 17.6 (como el
espectro 'H de liquidos) debidas al término de la cadena polimérica y carbonos
unidos a grupos polares como el nitrégeno (C-N) en 56.8. Los resultados RMN
MAS sugieren una interaccién dipolar de CLG con PVP estabilizando al

copolimero cuando se fragmenta por la radiacion.

Cabe mencionar que estequiométricamente, el 55,8 % del copolimero CLG-PVP
se polimerizd con la colagena; por lo que la fraccion libre podria tener un papel
importante en la proteccion del copolimero al ser irradiado. Este experimento se

realizd en un centrifugador en el laboratorio de tejido conjuntivo del INR.
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VL.5 Microscopia electrénica SEM y AFM.

VI1.5.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM).
Las morfologias del copolimero liofilizado y sus precursores se caracterizaron
utilizando SEM. Las micrografias en la figura 18, evidencian la morfologia fibrilar
tipica de la colagena, las fibras son flexibles, tienen una resistencia tensora
notable y no son totalmente lisas, esta caracteristica se deriva de su estado nativo;
presentan un bandeo (rugosidad) que se atribuyen a las fibrillas colagenas
(aparecen como subunidades filamentosas finas). En la imagen A se observa la
formacion de haces de fibras que poseen la morfologia engarzado caracteristica
en tendones y ligamentos no maduros dichas fibras tienen diametros diferentes
como 7.8 uym, 10.8 ym, 23 pym etc. La tension entre las fibras de colagena
formaron huecos que estan alineados en una misma direccién, imagen B, sin
embargo difieren en su tamano, por ejemplo, hay huecos que miden 72 ym, 87.6

pgm, 92.7um de ancho y alto de 109.3 ym, 143 pym, 168 pm, 192.7 ym etc.

Figura 18. Micrografias de colagena, la barra de escala es equivalente a (A) 10 pm y (B) 100 pm con aumentos de 500x y

200x respectivamente.

La longitud exacta de las fibras de colagena por SEM, figura 19 (C), no fue
posible cuantificarla, debido a que la preparacion fibrilar in vitro probablemente
no es un reflejo de la longitud total de una fibrilla in vivo. Al analizar la muestra no
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fue posible identificar alguna fibra sin reticular. La interrupcion y dispersion de la
estructura fibrilar de los tejidos conduce inevitablemente al rompimiento de las
fibrillas, por lo que la longitud de las fibras no puede ser representativa de la
longitud fibrilar total. El perfil de reticulacion varia con tipo de tejido, por ejemplo la
piel, el hueso y el tenddn, todos tienen diferentes perfiles, pero también depende
de la presidn relativa de estos tejidos, la velocidad de cambio en su volumen y de

la edad del tejido.

Figura 19. Imagen SEM de una fibra de
colagena nativa, la barra de escala es

equivalente a 1um. Aumento de 20 000x.

La PVP formd una pelicula con pequenos depésitos irregulares de particulas

amorfas de 0,1 um y grandes agregados de mas de 0.5 ym.

Figura 20. Imagen SEM de PVP, la barra
de escala es equivalente a 1um. Aumento
10 000x.
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La mezcla de colagena con PVP (CLG+PVP), figura 21 (E), mostraron una
morfologia hibrida, es decir, que presenta las fibras y espacios interfibrilares de la
colagena cubiertas con una pelicula homogénea de PVP, la superficie compacta
esta referida a la PVP en exceso. Este resultado fue especialmente evidente

cuando las imagenes se obtuvieron a mayor aumento, figura 21 (H).

Figura 21. Micrografias de la mezcla CLG+PVP y el copolimero CLG-PVP, la barra de escala es equivalente a 10 um
(EyG) y1pum (FyH). Aumentos de (E y G) 500x y (F y H) 10 000x
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Sin embargo, a pesar de la similitud en la apariencia morfolégica, el copolimero
CLG-PVP presenta una mezcla fragmentada, observandose el rompimiento de las

fibras de colagena causado por la irradiacion gamma, figura 21 (F y G).

Al retirar el exceso de PVP del copolimero, se observa mejor la fragmentacion de
las fibras de colagena en la muestra, figura 22 (1), la cual no es uniforme. Asi, se
sugiere que la humedad de la muestra y el excedente PVP juega un papel
importante en la formacion del biomaterial, ya que protege al copolimero
estabilizando el entrecruzamiento favorecido por la radiacion gamma, sin
embargo, también resta movilidad a la colagena; mientras que la cantidad de
colagena en la matriz de PVP también ha tenido un efecto importante en la

estructura de las fibras de colagena formadas.

Figura 22. Imagen SEM de CLG-PVP/SE,
la barra de escala es equivalente a 1 pm

con aumento de 25 000x.

47



VI.5.2 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).
Siguiendo con el analisis morfolégico del copolimero, se utilizé la AFM para
identificar el patron fibrilar de la colagena, la distribucién de la PVP en el
copolimero y por consiguiente algunas propiedades del biomaterial. La superficie
de la PVP sin irradiar, figura 23, presenta pequefas particulas que forman una
pelicula homogénea y plana, sin embargo, al irradiar la PVP (PVP-y) presenta una
superficie con pequefos depdsitos irregulares de particulas que se compactan,
formando en el centro de éste, una especie de laminas de superficie plana como si
esos depositos se reordenaran y ademas se fragmentaran. Las micrografias de
colagena muestran las formas tipicas onduladas de espesor variable y longitud
indeterminada, las fibrillas de colagena aparecen como haces de subunidades

filamentosas finas, tienen un diametro relativamente uniforme de 68 nm.

1000 nm

Figura 23. Precursores del copolimero CLG-PVP. La flecha en CLG sefala una fibrilla colagena.
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La banda que se observa en la figura 23, sefialada con una flecha, es un reflejo de
la estructura en subunidades de la fibrilla y, especificamente, del tamafio y la
forma de la molécula de la colagena y de la disposicion de las moléculas que
forman la fibrilla. La molécula de colageno (que antes se llamaba tropocolageno)
mide alrededor de 300 nm de longitud y 1.5 nm de de diametro y tiene una cabeza
y una cola. Al formar la fibrilla las moléculas de colageno se alinean cabeza con
cola en hileras que se superponen con brechas entre las moléculas de cada hilera
y un desfase de un cuarto de molécula entre las moléculas contiguas. Estas

brechas pueden verse también en la figura 24 (3D).

La micrografia de CLG+PVP muestra las fibras de colagena cubiertas por la PVP,
sin embargo, parece tener un efecto diferente a lo observado en SEM. La mezcla
CLG+PVP presenta no sélo las fibras de colagena dispersas en una superficie
lisa referida a la PVP, ademas se observan pedazos pequefios de una fibra como
parte de una fragmentacion. Esto podria deberse al tratamiento previo que se le

dio a la muestra antes de ser cuantificada o durante la liofilizacion.

CLG+PVP CLG+PVP

-

1.00 um ‘w

-,

Figura 24. Imagen AFM de la mezcla liofilizada de CLG+PVP (topografia y 3D).

Al hacer un mayor acercamiento a la superficie de la muestra de CLG-PVP, figura
25, se observan las fibras de colagena mas ordenadas pero con una superficie

mas rugosa que la de la colagena. Esto podria atribuirse a que que la radiacion
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gamma indujo al entrecruzamiento entre los dos polimeros y la molécula de la
triple hélice de la colagena se vuelve rigida por el exceso de PVP, cambiando la
estructura en el copolimero, figura 25. Sin embargo, la estructura de la triple hélice
de la colagena no es facil de detectar debido a su tamafio pequefio comparado a
la alta rugosidad de las muestras CLG y CLG-PVP.

Los perfiles de linea calculados entre los puntos A-B para CLG-PVP y C-D para
CLG-PVP/SE mostraron las variaciones en la superficie del material que se
observaron en SEM. El perfil de linea entre los puntos A y B presenta una
superficie menos rugosa, es decir, las fibras de colagena estan totalmete cubiertas
por la PVP, en comparacion con el copolimero CLG-PVP/SE, el perfil de linea
entre los puntos C y D presenta una superficie mas rugosa debido las fibras
colagenas aun cuando en la micrografia se observan sélo pequefios fragmentos
de colagena dispersos en una superficie semiplana de PVP, lo que indica que la
reticulacion entre la colagena y la PVP se acompaid de un cambio en la textura

inducida por la radiacion.

Se concluye que, los diversos tamafios en los diametros de las fibras de colagena
y la reticulacion inducida por radiacion gamma son responsables de la
modificacion de la superficie. La reticulacion inducida por la radiacion se produjo
acompanfada por la segmentacion de las fibras de colagena, apoyada por SEM vy
los resultados de RMN vy, en consecuencia, las fibras se reorganizan para dar

lugar a una modificacion de la textura del biomaterial.
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Figura 25. Imagenes AFM del colpolimero CLG-PVP, CLG-PVP (3D) y CLG-PVP/SE. Las barras de escala en las esquinas
inferior izquierda indican el tamafio en micras, 1.0 pm y 0.2 ym, respectivamente. Los graficos muestran los perfiles de
lineas entre los puntos AB y CD.
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V1.6 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Analizar la estabilidad térmica del copolimero CLG-PVP es de gran importancia,
debido a que las transiciones térmicas de los materiales poliméricos estan
relacionadas con los cambios en su estructura y por tanto con sus propiedades
fisicoquimicas. Asi, se llevaron a cabo analisis calorimétricos en donde se
caracterizaron las muestras en estado sdélido (liofilizadas) y liquido (en solucién de
citratos). Las figuras 26 y 27 muestran el comportamiento térmico (DSC) de las

muestras.

Los termogramas de la muestras liofilizadas de PVP y PVP-y presentan las
temperaturas de transicion a 75 y 77.5 °C, respectivamente, figura 26 (a y b),
correspondientes al inicio de la temperatura de transicion vitrea (Tg). Esta
transicion se manifiesta en los polimeros amorfos, es decir polimeros cuyas
cadenas no estan dispuestas segun un ordenamiento cristalino, sino que estan
esparcidas en cualquier ordenamiento. Las variaciones de entalpias (AH) hacen
referencia a la transferencia de energia a presion constante, en forma de calor, en
las muestras y se puede relacionar con la estructura (presencia de enlaces fuertes
o débiles). La AH de la PVP-y disminuye con respecto a la PVP de 162.1 a 126.9
J/g respectivamente, tabla 4. Estos valores se atribuyeron a la absorcion de agua
en el material. La fragmentacion de las cadenas poliméricas de PVP debida a la
radiacion gamma provoco tanto la liberacion del agua ocluida entre las cadenas
poliméricas de PVP, como un cambio en la estructura de la muestra. Los
termogramas de la figura 26 (muestras liofilizadas) presentan en un evento
endotérmico la absorcion de energia para aumentar su temperatura y tener mayor
movilidad en sus cadenas poliméricas.

El inicio de la temperatura de transicion de la colagena liofilizada fue de 68.1 °C,
figura 26 (c), la cual corresponde a un cambio estructural, sugiere que los enlaces
de hidrégeno intermoleculares son mas fuertes en estado sélido, proporcionando

mayor resistencia a la temperatura que cuando esta en estado liquido.
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Figura 26. Termogramas DSC de la muestras en estado solido (liofilizadas). (a) PVP, (b) PVP-y,
(c) CLG, (d) CLG+PVP, (e) CLG-PVP y (f) CLG-PVP/SE.

El inicio de la transicion térmica de la mezcla de CLG+PVP fue a 54.19 °C, figura
26 (d). Este valor es menor a 75 y 68.1 °C que son las temperaturas para los
componetes puros de PVP y CLG, respectivamente. Este resultado puede
interpretarse como la disminucion de las interacciones del agua y la mezcla
CLG+PVP, debido a que los grupos de CLG y PVP que interaccionaron con agua

ahora estan interaccionando entre si.

El copolimero CLG-PVP presenta una Tg a 67.31 °C, figura 26 (e), la cual difirié
notablemente de la temperatura de transicion de CLG+PVP. Esto puede
explicarse por la oclusion del agua en la muestra entre las cadenas de CLG y PVP

que se han entrecruzado.

La muestra de CLG-PVP/SE presenté una Tg menor (44.14 °C) en comparacion
con el copolimero CLG-PVP, también incrementd el valor del AH a 402.1 J/g,
figura 26, (f). Este cambio estructural se atribuyé a la Tg acompanado de la
pérdida de agua, debido a que la interaccion del agua con el copolimero ha

disminuido al retirarse el excedente de PVP, que probablemente recubria al
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copolimero. Este nuevo material tuvo una resistencia al calor mas bajo que la
colagena o la PVP.

Comportamiento térmico de las muestras en solucién.

Flujo de calor (W/g)

T v v T v v
100 150 2000

°
24

Temperatura (°C)

Figura 27. Termogramas DSC de la muestras en estado liquido. (a) PVP, (b) PVP-y,
(c) CLG, (d) CLG+PVP, (e) CLG-PVP y (f) CLG-PVP/SE.

Los termogramas de las muestras en solucion de PVP y PVP-y pesentan un
comportamiento similar a las muestras liofilizadas en la variacién de entalpia,
figura 27 (a y b). El aumento de la Tg de 86.7 a 92.5 °C para la PVP y PVP-y,
respectivamente, confirma los resultados de la caracterizacion estructural (RMN),
la PVP se fragmenta como consecuencia de la radiacion gamma. Los polimeros
sin ordenamiento alguno son duros y quebradizos cuando se calientan por debajo
de su temperatura de transicion vitrea y blandos y flexibles por arriba de ella. La
flexibilidad o rigidez de la PVP a una temperatura dada esta determinada por lo
que llamamos la movilidad de la cadena, es decir, cuan eficientemente las
cadenas del polimero se deslizaran entre si. La temperatura exacta a la cual las
cadenas poliméricas experimentan este cambio en su movilidad, es cuando
alcanzan su temperatura de transicidn vitrea, pero también depende de la
estructura del polimero. Un cambio pequefo en la estructura, puede significar un
gran cambio en la Tg. Por ejemplo, la radiacion gamma que recibié la PVP en

solucion le proporcioné calor a la muestra incrementando su temperatura,
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alcanzando asi el inicio de su temperatura de transicién vitrea. Esto también
podria explicar el cambio en la textura observado por AFM.

El copolimero CLG-PVP que se formé a partir de la colagena en su estado
"nativo”, empieza a modificar su estructura secundaria a una temperatura
ligeramente por encima de los 36.5 °C (temperatura del cuerpo humano),
propiciando su desnaturalizacion cuando esta en solucion. La colagena en
solucion (5 mM de acido acético), presenta el inicio de su temperatura de
transicion a 39.9 °C en un proceso endotérmico, lo que indica el inicio de su
desnaturalizacion, figura 27, (c).

Esto se relacioné a un cambio conformacional en la estructura de la triple hélice,
donde se produjo principalmente la desestabilizacion de la colagena debido a la
interrupcién de los enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares. Dicho de otra
manera, el agua intermolecular (estructructural) contribuye mayoritariamente a
mantener la integridad de la triple hélice. Esta agua crea fuertes interacciones
entre ella y las cadenas alfa las cuales sélo se pierden cuando la molécula alcanza

su temperatura de desnaturalizacion.

La muestra de CLG+PVP en solucion también mostré una temperarura de transi-
cion menor en comparaciéon con la PVP, a 84.2 °C, figura 27 (d). Este cambio
puede atribuirse a los posibles enlaces intermoleculares formados entre la

colagena y la PVP en solucién y a los enlaces formados por el agua en la muestra.

El copolimero de CLG-PVP presenta la Tg a 111.9 °C, figura 27 (e), la cual difirid
ligeramente de CLG-PVP/SE. Siendo CLG-PVP/SE la que presenta el valor de AH
mas alto. Esta diferencia en el comportamiento térmico se atribuye de la misma
manera que a la muestra liofilizada, al excedente de PVP. Lo que sugiere que el
excedente de PVP y el agua intermolecular proporcionan estabilidad a la molécula
del copolimero CLG-PVP.

En contraste, la muestra de CLG-PVP/SE en solucion, figura 27 (f), tuvo una

resistencia al calor mayor que la muestra liofilizada, con una temperatura de
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transicion tan alta como 112.8 °C, esto puede atribuirse a el agua ocluida entre la
cadenas del copolimero, la cual forma enlaces mas fuertes estabilizando el
entrecruzamiento. Esto podria explicar la resistensia a los cambios termicos y por
lo tanto se necesita mas energia para modificar su estructura. La conformacién
estructural del copolimero CLG-PVP/SE es mas resistente al calor en comparacion

con la colagena cuando estan en solucion.

Muestra Muestras liofilizadas Muestas en solucién

T (°C) AH (J/g) T (°C) AH (J/g)

PVP 75 162.1 86.7 1295
PVP-y 77.5 126.9 92.5 1243
CLG 68.1 181.8 84.2 1723
CLG+PVP 54.2 242 84.2 1350
CLG-PVP 67.3 198.9 111.9 1489
CLG-PVP/SE 441 4021 112.8 1614

Tabla 4. Parametros térmicos de las muestras liofilizadas y en solucién.

56



VII. CONCLUSIONES.

La irradiacion gamma favorece el entrecruzamiento de la colagena y la
polivinilpirrolidona, manteniendo las propiedades tanto de la colagena como
de la PVP. La textura del material también se modifica como consecuencia

de la irradiacion gamma, las superficies tienden a ser mas rugosas.

El copolimero CLG-PVP contiene un exceso del 42% de PVP.

Existe una interaccion entre la prolina e hidroxiprolina de la colagena y los
CHz2 del anillo de la PVP. La radiacion gamma sobre la mezcla de colagena
con PVP induce una fragmentacion de las cadenas PVP. Las cadenas de

carbono PVP y colagena no poseen partes méviles, tienden a ser rigidas.

Los resultados de calorimetria mostraron que el copolimero en solucién
tiene mayor resistencia a los cambios térmicos que en estado solido,
mostrando cambios en su estructura hasta los 111 °C. Ademas de que el
agua ocluida entre las cadenas del copolimero, en compainiia del excedente
de PVP estabilizan el entrecruzamiento. El 55.8% de la PVP total en la
muestra de CLG-PVP se polimeriza con la colagena tipo I, la PVP libre tiene
un papel importante en la proteccion del copolimero ante la radiacion y la

temperatura.
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IX. ANEXOS.
La tabla i, proporciona informacién sobre la composicién de la espina dorsal
de la cadena, el montaje molecular y supramolecular ademas de la patologia de

los tipos de colagena que se conocen.

Tabla i.
Tipo Composicion Moléculas Patologia
de la cadena
al(l), a2(l) [a1(1)]2 a2(1); Osteogénesis imperfecta I-1V,
[a1(1)]s sindrome de Ehlers-Danlos (VIIA,VIIB)
1 al(ll) [a1(Ih)]a Acondrogénesis Il, Hipocondrogénesis,
espondiloepifisiaria, displasia
congénita, displasia kniest, inicio tardio
de displasia espondiloepifisiaria,
displasia Stickler
] al1(ll) [a1(l)]s tipo vascular del sindrome de Ehlers-
Danlos, tipo de hipermovilidad del
sindrome de Ehlers-Danlos (raro),
aneurisma de la aorta familiar
\Y al(lV), a2(1v), [a1(IV)]2 a2(1V); sindrome de Alport, hematuria familiar
a3(IV), a4(Iv), a3(lv) benigna
a5(1V), a6(Iv) ad(IV)a5(IV);
[a5(IV)]2 aB(IV)
V al(V), a2(V), [a1(V)]2 a2(V); Tipo clasico de sindrome de Ehlers-
a3(V), a4(V) [a1(V)]5; Danlos
(rata) al(V)a2(V)a3(V)
VI al(Vl), a2(Vl), atl(VI) a2(Vl), miopatia de Bethlem, distrofia
a3(Vl) a3(Vl) muscular ulrica congénita
Vil at(Vil) [a1(VI)]s Epidermdlisis bullosa distréfica
VIl al(VIl), [a1(VIll) ]2 a2(VII) Distrofia de cornea endoltelial de
a2(VIIl) [at1(VIll) 13 Fuchs.
[a2(VIII) Ja
IX al1(IX), a2(IX), al1(IX)a2(IX)a3(1X) Displacia epifisaria mdiltiple.
a3(IX)
X al(X) [a1(X)]3 Condrodisplasia metafisaria de
Schmid.
Xl al(Xl), a2(XI), al(XNa2(XIa3(XI) Sindrome de Stickler tipo Il, sindrome
a3(XI) de Marshall
Xl at(XI [a1(XI)]a
Xl a1(XIIl)
XIV al(XIV) [a1(XIV)]s
XV al(XV)
XVI al(XVI)

61



XVII al(XVIl) [a1(XVII)]3 Epidermdlisis bullosa atrofia
generalizada benigna, union de

epidermdlisis bullosa localizada.

XVIII al(XVII) Sindrome de Knobloch.
XIX al(XIX)
XX at1(XX)

XXI at(XXI)

XX atl(XXIl)

XXl a1 (XXII)

XXIV atl(XXIV)

XXV a1(XXV)

XXVI atl(XXVI)

XXVII atl(XXVII)

La tabla ii, presenta los aminoacidos contenidos en la colagena tipo | en la piel

humana.

Aminoacido % del total de

Colagena (piel

humana)

Aminodcidos comunes
Alanina 1
Argirina 5
Aspartato
Asparagina 5
Cisteina 0
Glutamato 7
Glutamina
Glicina 88
Histidina 0.5
Isoleucina 1
Leucina 2
Lisina
Metionina 0.6
Fenilalanina 1
Prolina 13
Serina 4
Treonina 2
Triptéfano 2
Tirosina 0.3
Valina 2

Aminodcidos derivados
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3-Hidroxiprolina ' 0.1
4-Hidroxiprolina 9
5-Hidroxilisina ' 0.6

Los numeros en rojo ponen en relieve diferencias importantes en la composiciéon

de aminoacidos.
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