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1 

ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE UN BIOPOLÍMERO CON BASE 

COLÁGENA 

 

 

1. Introducción 

 

Los polímeros de origen peptídico son candidatos terapéuticos ideales 

para tratar, reparar o sustituir tejidos u órganos lesionados, debido a 

que son muy potentes y exhiben alto grado de especificidad, sin 

embargo, sus propiedades fisicoquímicas generalmente dificultan su 

aplicación directa como fármacos, debido a que la mayoría poseen 

alto peso molecular y generalmente se encuentran altamente 

cargados, además de la susceptibilidad intrínseca a la degradación 

enzimática, baja solubilidad acuosa, sensibilidad a la temperatura, pH 

y oxidación (1). Este panorama ha promovido la generación de 

biopolímeros, compuestos conformados por una parte biológica 

frecuentemente de origen peptídico, y una parte sintética, 

representada por un polímero “inerte” (2). 

El componente biológico más utilizado para el diseño de biopolímeros 

compuestos es la colágena tipo I (COL 1), debido a su alta 

compatibilidad entre las especies y a sus efectos biológicos 

demostrados en la resolución de patologías con alteraciones en la 

matriz extracelular (MEC), además de su habilidad de combinarse con 

diversos polímeros sintéticos como biovidrios, biocerámicas y 
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aleaciones metálicas, entre otros (2, 3). En este sentido, la elección 

del componente sintético afectará la topografía y actividad biológica 

del componente peptídico, lo cual promoverá una ganancia, una 

pérdida o un sinergismo de la función dependiendo de las 

características topográficas del biopolímero resultante. 

El biopolímero de colágena-polivinilpirrolidona (CLG-PVP) es la mezcla 

gamma irradiada de colágena porcina tipo I atelopeptídica y la 

polivinilpirrolidona. Este biopolímero participa en procesos 

inflamatorios a través de la modulación de interleucinas y moléculas 

de adhesión celular, entre otros. Sin embargo, esta actividad 

biológica que exhibe el biopolímero CLG-PVP, no la presentan sus 

componentes por separado (1, 2). En este contexto, se ha 

demostrado ampliamente que la información topográfica de cualquier 

molécula o compuesto provee información acerca del mecanismo de 

acción, índices y potenciales terapéuticos (1). En las investigaciones 

realizadas con biopolímeros con base colágena, se ha confirmado que 

ésta ganancia de función, se debe principalmente a cambios 

estructurales en el biopolímero resultante, ya que después del 

proceso de copolimerización (interacción estable entre colágena y 

otro componente a través de medios físicos o químicos) se exhiben o 

encriptan regiones topográficas que no estaban presentes en los 

componentes por separado (4). 

Bajo este panorama, este trabajo se enfocó en determinar las 

características estructurales de un biopolímero de colágena y 
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polivinilpirrolidona, así como de sus componentes por separado, con 

la finalidad de esclarecer la contribución de los cambios estructurales 

de la copolimerización y la ganancia de función del biopolímero 

resultante. 

 

2. Marco teórico 

 

2.1 Colágenas 

 

Las colágenas conforman una familia de proteínas que se encuentra 

presente en todos los organismos pluricelulares, siendo las proteínas 

más abundantes en el caso de los vertebrados, en donde representan 

aproximadamente el 30% de las proteínas totales. Los miembros de 

esta familia se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo, 

ya que constituyen el principal elemento fibroso de la matriz de la 

piel, los huesos, los tendones, el cartílago, los vasos sanguíneos, los 

dientes, la córnea y el cristalino del ojo (3). De modo general, las 

moléculas colagénicas adoptan una conformación triple helicoidal que 

resulta de la asociación de tres cadenas polipeptídicas, lo que 

determina la distribución, la función y la estructura del tipo de 

colágena resultante. 
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2.1.1 Colágena tipo I  

 

La primera CLG caracterizada fue la tipo I, debido a que es la más 

abundante en el organismo. A nivel estructural esta proteína forma 

fibrillas de 300 nm de largo y 1.5 nm de diámetro. Dicha fibrilla se 

muestra como un heterotrímero que consta de 2 cadenas 1 idénticas 

y una cadena 2 [1 (I)2 2 (I)]. Cada cadena α tiene 1,050 residuos 

de aminoácidos que adoptan una conformación helicoidal con giros 

hacia la derecha y cada giro posee 3.3 residuos de aminoácidos. El 

análisis microscópico de las fibras de CLG-I revela una organización 

en forma de bandeo cruzado con intervalos de 67 nm. Finalmente, 

este tipo de CLG, se asocia con los tipos III, IV, VI, XII y XIV, así 

como con otras proteínas no colagénicas (5-7). 

 

Fig. 1. Estructura de la colágena I. Se presenta una de las cadenas en la 

estructura de triple hélice de la colágena en esquema de palos, se observa 

claramente el patrón de Gly-XY, en donde X es a menudo prolina e 

hidroxiprolina, mientras que los anillos pirrol de la prolina residen en el 

exterior de la triple hélice (Modificado a partir de PDB ID code: 1CAG)(8) 

Prolina 

Glicina 

http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1CAG
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2.1.2 Síntesis de colágena 

 

La CLG se sintetiza en los ribosomas del retículo endoplásmico rugoso 

(RER) y es transportada a través del mismo hacia el aparato de Golgi 

en donde se empaqueta en vesículas de secreción para finalmente ser 

secretada al medio extracelular. Durante su trayecto, la CLG sufre 

modificaciones postraduccionales como son la hidroxilación y la 

glicosilación, que se efectúan en los residuos de prolina y lisina, y en 

el grupo hidroxilo de los residuos de hidroxilisina respectivamente. 

Posteriormente y previo a la secreción, las tres cadenas polipeptídicas 

recién sintetizadas se ensamblan mediante entrecruzamientos de 

naturaleza covalente entre los residuos de lisina en una cadena y el 

derivado aldehído de otro residuo de lisina localizado en una cadena 

opuesta. Posteriormente, la procolágena se secreta al medio 

extracelular donde los extremos amino y carboxilo de la molécula 

trimérica (llamados péptidos de extensión o telopéptidos, con una 

longitud de 100 a 300 aminoácidos), son eliminados por la acción de 

peptidasas, para dar origen a la forma madura de la CLG. Finalmente, 

la polimerización de la CLG madura da origen a las microfibrillas que 

son estructuras supramoleculares con un diámetro de 100 a 200 Å 

(Angstroms), dependiendo de los tipos de CLG que la conforman y del 

tejido donde se depositan (9, 10). 
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Fig.2. Síntesis de colágena. Se observa las diferentes fases y modificaciones 

que sufre la molécula de colágena, partiendo de la molécula precursora y la 

tropocolágena hasta la formación de fibrillas (11) Modificado a partir de 

Campbell, NA. Biology 1995 Éditions du Renouveau Pédagogique Inc. St 

Laurent 
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La inmunología de la CLG es importante debido a que las colágenas 

animales están siendo utilizadas en humanos. En el caso de la CLG-I, 

los determinantes antigénicos conformacionales están dados 

principalmente por la triple hélice y las regiones telopeptídicas. Por 

otro lado,  la CLG es una proteína altamente conservada en la escala 

filogenética, su estructura primaria es muy semejante entre las 

especies, presentando un 94% de identidad entre la COL-I de 

humano y cerdo, por lo que este tipo de CLG es considerada la 

proteína menos inmunogénica (12, 13). No obstante, se han 

encontrado anticuerpos anti-CLG en pacientes en estado de 

autoinmunidad, así como por la administración a humanos de 

suspensiones con pH neutro de fibras de colágena bovina 

parcialmente entrecruzadas (14). 

 

2.1.3 Colágena I como material de uso médico  

 

Las características biológicas y fisicoquímicas de la CLG-I han 

impulsado la producción de una gran variedad de productos a partir 

de la proteína purificada, en particular; se ha potencializado su uso 

como andamiaje celular principalmente en tejidos como el hueso y el 

cartílago, donde favorece el restablecimiento de la topografía y 

función tisular (15-17). Asimismo, la CLG-I se ha utilizado en 

combinación con otros componentes de la MEC (CLG III, elastina y el 

ácido hialurónico, así como la hidroxiapatita), participando en la 
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regeneración de células cornéales, la angiogénesis y la remodelación 

cutánea y ósea (18-24). 

Así mismo, la CLG-I t se ha empleado, como vehículo de citocinas, 

como es el caso del factor de crecimiento de fibroblastos básico, que 

promueve la reparación del nervio ciático en ratas (25). 

Alternativamente, se han desarrollado estrategias dirigidas a retardar 

la absorción de la CLG-I, a través de su copolimerización con 

moléculas sintéticas; concertando así, la biocompatibilidad del 

componente biológico y las propiedades físicas y mecánicas del 

componente sintético. Acorde con esto, se han elaborado 

biopolímeros de CLG-I con alcohol polivinílico (PVA), con poliuretano 

(PU) y con poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), cuyos 

biopolímeros resultantes se han utilizado en diversas áreas de la 

ingeniería de tejidos con fines de tratamiento y regeneración tisular. 

En las investigaciones acerca de las características estructurales de 

estos biopolímeros con base CLG, se ha demostrado que el 

componente sintético ofrece estabilidad térmica a la CLG-I (26, 27). 

Otro copolímero sintético que ha impactado en la medicina, es la 

mezcla gamma irradiada de la CLG-I con la polivinilpirrolidona de 

bajo peso molecular, este biopolímero es un regenerador tisular con 

propiedades fibrolíticas, antifibróticas y cicatrizantes que ha permitido 

revolucionar la terapéutica en diversas áreas de la medicina (10, 28-

44). 
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2.2 Polivinilpirrolidona 

 

La polivinilpirrolidona (PVP) es un homopolímero compuesto por 

monómeros de N-vinil-2-pirrolidona, dando origen a diversos tipos de 

PVP que oscilan entre 2,500 y 1, 200,000 kDa de masa molecular. 

Los materiales con diferentes masas moleculares son distinguidos de 

acuerdo al número-K, existiendo así los tipos K-12, K-15, K-17, K-30 

que son utilizados para administración parenteral; mientras que los 

tipos K-25 y K-30 son utilizados para la fabricación de productos 

administrados por vía oral y tópica (45). 

 

2.2.1 Síntesis de polivinilpirrolidona 

 

 

Tradicionalmente, la síntesis de N-vinil-2-pirrolidona y la 

polimerización del homopolímero se han basado en la técnica descrita 

por Reppe, la cual describe que la acetilación de la -pirrolidona a 

baja presión da origen a la N-vinil-2-pirrolidona, la cual 

posteriormente es utilizada para formar el homopolímero de PVP. 

Actualmente, la polimerización en agua o alcohol son las técnicas más 

comunes para la síntesis de PVP dado que es posible obtener el 

polímero en polvo luego de un proceso de deshidratación (45). 
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Fig. 3. Síntesis de polivinilpirrolidona. El diagrama presenta la secuencia de 

reacciones que ocurren en el proceso químico para la obtención de la 

polivinilpirrolidona (PVP), a partir de la polimerización de N-vinil-2-

pirrolidona que representa a la unidad monomérica del polímero sintético. 

Modificado a partir de Robinson BH, et al., 1990.(45) 

 

2.2.2 Polivinilpirrolidona de bajo peso molecular 

 

Este tipo de polivinilpirrolidona es soluble en agua, así como en la 

mayoría de los solventes orgánicos, lo cual no altera su estructura 

debido a que es estable tanto en forma sólida como en solución. En 

solución ácida es inusualmente estable, sin cambio de apariencia y 

viscosidad por dos meses a 24°C en HCl 15%. Las soluciones de PVP 
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no tienen capacidad amortiguadora y si se calientan con bases fuertes 

como el litio, carbonato, o metilsalicilato de sodio precipitan. Esto 

ocurre debido al entrecruzamiento, el cual resulta del anillo abierto de 

la pirrolidona y la subsecuente reacción a través de las diferentes 

cadenas del polímero (45). 

Dada su naturaleza química, este polímero sintético es altamente 

compatible y resistente a la degradación térmica, además de 

presentar características adhesivas y la capacidad de formar 

películas, baja toxicidad así como su comportamiento relativamente 

inerte frente a sales y ácidos, lo que ha promovido su aplicación en 

animales y humanos (46-48). 

 

2.2.3 Polivinilpirrolidona como material de uso médico 

 

 

La aplicación más conocida y utilizada de la PVP es su aplicación 

como antiséptico (yodo-povidona) (49). Sin embargo, sus 

aplicaciones médicas han incrementado gradualmente, debido a la 

develación de sus características fisicoquímicas, tal es el caso de su 

empleo como recubrimiento de lentes intraoculares y de catéteres 

uretrales, con la finalidad de prevenir la resequedad del lente y la 

adherencia bacteriana a los biomateriales que se implantan en el 

tracto urinario respectivamente (50, 51). Además, se ha utilizado 

para la dispersión de medicamentos como la dihidroartemisinina y la 

flunarizina, ya que mejora su estabilidad en solución (52, 53). Del 
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mismo modo, tomando ventaja de sus propiedades dispersantes se 

ha utilizado para la producción de nanotubos de carbón (54). Así 

mismo, se ha demostrado que coadministrada con epinefrina 

potencializa el efecto analgésico y antidepresivo de ésta (55). 

Recientemente, se ha utilizado la PVP en combinación con polímeros 

de origen biológico como es el caso de la CLG-I, entre otros 

componentes de la MEC. 

 

2.3 Colágena-polivinilpirrolidona  

 

La colágena-polivinilpirrolidona (CLG-PVP) es un biopolímero derivado 

de la radiación gamma de fibras solubles de CLG-I de origen porcino 

y la PVP, dando origen a un biopolímero con propiedades 

fisicoquímicas  y farmacológicas (56) diferentes de sus componentes 

por separado (9, 10, 13-15, 30, 44, 57-73). 

El conocimiento acerca de la estructura de este biopolímero es 

escaso, se sabe por análisis electroforéticos que este copolímero 

sintético presenta un ligero cambio en las movilidades relativas de los 

componentes colagénicos, específicamente de las cadenas 1(I) y 

2(I), ya que estas, migran ligeramente por arriba de las cadenas 

alfa de la CLG-I (74). Recientemente, se ha demostrado que el patrón 

cromatográfico del biopolímero es significativamente diferente al de 

los componentes por separado, ya que la CLG-I, muestra dos 

especies, la PVP muestra una especie, mientras que el biopolímero 
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presenta una especie que al parecer incluye las tres especies 

presentadas por los componentes por separado (74). Estos hallazgos 

sugieren, que las diferencias estructurales que posee el biopolímero, 

determinan que la actividad biológica sea propia del mismo y no así 

de sus componentes por separado (75). 

 

2.4.1 Biopolímero de colágena-polivinilpirrolidona como 

material de uso médico.  

 

 

Este biopolímero sintético, ha sido catalogado como un hemostático y 

regenerador tisular por sus múltiples efectos en procesos 

inflamatorios. Sin embargo, pese a sus múltiples aplicaciones en la 

medicina, su actividad biológica no se ha dilucidado completamente. 

En la actualidad, se ha propuesto que la acción del biopolímero se 

efectúa a través de los siguientes mecanismos: 1) Modulación de la 

respuesta inflamatoria hasta alcanzar niveles semejantes a los 

fisiológicos de algunos promotores de la inflamación, como son la 

interleucina 1β (IL-1β), interleucina 8 (IL-8), factor de necrosis 

tumoral  (TNF-), factor de crecimiento transformante β1 (TGF- β1) 

y del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); 2) Re-

establecimiento de la síntesis y el depósito de diferentes proteínas de 

la MEC, específicamente aquellas involucradas en los procesos de 

reparación, como son las colágenas tipo I y III, la elastina, la 

osteonectina y la osteopontina, todas ellas cruciales para llevar a 
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cabo la reestructuración del tejido dañado; 3) Modulación del 

recambio de la matriz del tejido cicatrizal, a través del incremento en 

la producción del inhibidor de metaloproteasas 1 (TIMP-1); 4) 

Disminución de moléculas de adhesión celular, específicamente de la 

molécula de adhesión celular vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de 

adhesión endotelial de leucocito 1 (ELAM-1); 5) Disminución de la 

actividad de la ciclooxigenasa 1 (COX-1), enzima constitutiva 

encargada de la síntesis de prostaglandinas; 6) Disminución de la 

ICAM-1 y VCAM-1, reduciendo así la activación microvascular del 

endotelio y 7) Activación de la apoptosis, a través de la 

sobreexpresión de Fas/Apo95 en células proliferativas en sinovia. 

 

Tabla 1. Principales usos terapéuticos del copolímero de colágena-

polivinilpirrolidona, efecto y acción biológica. 

 

Patología 
Efecto de la aplicación de 

CLG-PVP 

Actividad de   

biológica 

Ortopedia y 

traumatología 

 

Aceleración de la consolidación ósea. 

Modula factores de crecimiento en células 

mesenquimales. 

Síntesis temprana de osteopontina y 

osteonectina. 

Incremento de TGF-B y proteínas 

morfogénicas del hueso 2 y 4. 

Neoformación de capilares, osteoblastos, 

osteoclastos y tejido mesenquimal (hueso 

trabecular maduro). 

Funciona como matriz extracelular in vivo 

e in vitro. 

 

Osteogénico 
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Patología 
Efecto de la aplicación de 

CLG-PVP 

Actividad de   

biológica 

Gastroenterol

ogía 

 

Aceleración del cierre de la lesión. 

Estimulación de la hemostasia. 

 

Hemostático 

Sistema 

vascular y 

periférico 

 

Pronta recuperación de la secuela. 

Incremento de la irrigación sanguínea. 

Producción temprana del tejido de 

granulación. 

Neoformación de vasos sanguíneos. 

 

Angiogénico 

Dermatología 

 

Modulación de la inflamación. 

Remodelación del tejido dañado. 

Disminución de citocinas pro-inflamatorias 

y fibrogénicas (IL-1β, TNF-α, TGF-β y 

PDGF). 

Disminución de moléculas de adhesión 

celular (ELAM-1 y VCAM-1). 

Regula el recambio de colágena I y III en 

matriz extracelular. 

 

Antifibrótico 

 

Regenerador 

tisular 

 

Modulador de 

la inflamación 

Cirugía 

general 

 

Previene la producción exagerada de 

proteínas como la colágena. 

Disminuye el dolor e hipersensibilidad. 

Remodelación de tejido conjuntivo 

(apariencia estética). 

 

Antifibrótico 

 

Regenerador 

tisular 

Reumatología 

 

Modulación de la inflamación. 

Modulación negativa de COX-1. 

Incremento de TIMP-1. 

Disminución de ICAM-1 y VCAM-1. 

Provee lubricación y estabilidad mecánica. 

Modulador de 

la inflamación 

 

  



 
16 

3. Planteamiento del problema 

 

La copolímerización de la colágena con compuestos sintéticos y/o 

naturales induce la generación de biopolímeros con una función 

nueva o incrementada en comparación con sus componentes por 

separado, sin embargo, el conocimiento de los cambios estructurales 

que se generan en el biopolímero resultante son escasos. Por tal 

motivo este trabajo se enfocó en determinar las características 

estructurales de un biopolímero de colágena y polivinilpirrolidona, así 

como de sus componentes por separado, con la finalidad de 

esclarecer la contribución de los cambios estructurales de la 

copolímerización y la ganancia de función del biopolímero resultante. 

4. Hipótesis 

 

El biopolímero de CLG-PVP muestra una estabilidad estructural mayor 

en comparación de sus componentes por separado. 

 

5. Objetivo general 

 

Determinar la estabilidad estructural del copolímero de CLG-PVP así 

como de sus componentes por separado mediante pruebas 

fisicoquímicas. 
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6. Objetivos particulares 

 

- Identificar el patrón electroforético mediante electroforesis en 

condiciones desnaturalizantes. 

- Caracterizar la microtopografía mediante microscopía 

electrónica de barrido. 

- Determinar la estabilidad térmica mediante calorimetría de 

barrido. 

- Determinar la susceptibilidad a proteasas mediante proteólisis 

limitada. 

7. Marco experimental  

 

7.1 Preparación de muestras 

7.1.1 Diálisis 

 

La diálisis tiene la finalidad de separar moléculas en solución de 

acuerdo a sus índices de difusión o presión osmótica a través de una 

membrana semipermeable. En el laboratorio, esta técnica se emplea 

frecuentemente para eliminar las sales presentes en soluciones 

proteicas, en virtud de que las sales y otras moléculas pequeñas 

presentes en la solución proteica migran de la membrana de diálisis 

en la dirección del amortiguador que posee una concentración de 
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sales más baja, de tal manera que las proteínas con un diámetro 

mayor del poro de la membrana de diálisis serán retenidas. 

Para eliminar las sales presentes en el biopolímero, se dializaron 

alícuotas de 10 mL del mismo así como de colágena I a través de una 

membrana semipermeable Spectra, de 10 mm de ancho por 6.4 mm 

de diámetro con un corte molecular de 3.5 kDa, dicho procedimiento 

se realizó empleando un amortiguador de acetatos 5 mM durante 18 

h, con tres cambios intermitentes de amortiguador (76). 

7.1.2 Cuantificación de colágena mediante estimación de 

hidroxiprolina 

 

El singular contenido de hidroxiprolina en la colágena sugiere que la 

determinación de este aminoácido es un método efectivo de medición 

para determinar la concentración de colágena en una mezcla de 

proteínas. La técnica de Neuman y Logan para la determinación de 

hidroxiprolina se basa en la cromogenicidad del grupo pirrol y el ácido 

carboxílico presentes en su estructura, los cuales pueden ser 

detectados espectroscópicamente a 557 nm, bajo condiciones 

oxidantes (77). 

La determinación de hidroxiprolina se realizó empleando muestras 

dializadas de colágena I y del biopolímero de CLG-PVP. Brevemente 

se describe la técnica, alícuotas de 200 μg de colágena y del 

biopolímero se hidrolizaron con ácido clorhídrico 6 N a 105ºC durante 

18 h; posteriormente los compuestos hidrolizados se neutralizaron a 
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pH 7.0 y se incubaron con cloramina-T a 25°C durante 20 minutos. 

Finalmente, la concentración de hidroxiprolina se estimó a través de 

la interpolación de los datos de absorbancia en una curva estándar de 

200 a 600 µg de hidroxiprolina valorada. Para la estimación del 

contenido de colágena se empleó la siguiente relación matemática. 

 

 

μg Hidroxiprolina= Interpolación de la absorbencia de la 

muestra en la curva estándar. 

7.46= Factor reportado que se relaciona con la concentración 

de hidroxiprolina en una molécula de colágena. 

1000= Factor de dilución acorde a las diluciones del proceso 

de determinación de hidroxiprolina. 

μg muestra= Peso de la muestra expresado en microgramos. 

μl muestra= Volumen de la muestra en microlitros que se 

leyó en el espectro. 

 

7.2 Identificación del patrón electroforético 

 

Para la identificación del patrón electroforético del biopolímero, se 

realizó electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de 

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), dado que es un método rápido y 

reproducible que permite cuantificar, comparar y caracterizar 

 

                  (µg Hidroxiprolina)(7.46)(1000) 
                         (µg muestra) (µl muestra) 

%CLG=  

= 
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proteínas, a través de su resolución de acuerdo a su masa molecular 

bajo la acción de un campo eléctrico, esto en virtud de que el SDS 

interacciona con las proteínas y les confiere una carga neta negativa 

(78). Para ello, alícuotas de 10 μg de proteína de acuerdo al 

contenido de hidroxiprolina tanto del biopolímero como de colágena I 

se resolvieron en geles al 7.5 % de poliacrilamida en presencia de 

SDS utilizado una cámara de electroforesis MiniProtean 3 (Bio-Rad) a 

un voltaje constante de 80 volts. Finalmente las bandas se revelaron 

mediante tinción con azul de Coomasie y el patrón electroforético se 

determinó mediante densitometría óptica con el programa Quantity 

One versión 4.6.9 de Bio-Rad. 

 

7.3. Caracterización de la microestructura mediante 

microscopía electrónica de barrido 

 

Una de las técnicas más utilizada en el análisis de superficies es la 

microscopía electrónica de barrido, debido a que el haz de electrones 

empleado en este tipo de microscopía posee una baja penetrancia, lo 

que hace a esta técnica adecuada para el estudio de la topología de 

superficies de materiales metálicos, cerámicos, biológicos y 

compuestos, que cumplan con la premisa de ser conductores o de 

recubrirse con una película metálica (oro, oro-paladio, cromo o 

carbón) (79-82). 
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Fig. 4. Funcionamiento del microscopio electrónico de barrido. Los diversos 

componentes del microscopio electrónico de barrido, median el paso del haz 

de electrones primarios desde el cátodo hasta su incidencia en la muestra. 

La intensidad de los electrones que se generan a partir de esta colisión 

(superficie de la muestra-electrones primarios), es registrada por el 

detector y presentados como modulaciones de brillo en una escala de grises 

en el monitor, dando como resultado una imagen ampliada de la topografía 

del material analizado (83, 84). 

 

Para estimar las características topográficas del biopolímero, así como 

de sus componentes por separado y de la mezcla física de los 

mismos, 1 mL de cada muestra con una concentración de 2.3 µg/µL 

de acuerdo a el contenido de hidroxiprolina, se liofilizó durante 6 h en 

un equipo de liofilización LABCONCO. Posteriormente, alícuotas de 1 

mg peso seco de cada muestra se recubrieron con una película de oro 

mediante electrodeposición, una vez terminado este proceso, se 
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realizó un registro fotográfico, utilizando un microscopio electrónico 

de barrido Leica-Cambridge modelo Stereoscan 440 con filamento de 

tugsteno. 

 

7.4 Determinación de la estabilidad térmica mediante 

calorimetría diferencial de barrido 

 

El análisis térmico mediante calorimetría diferencial de barrido, 

aporta información acerca de los cambios físicos-químicos de un 

material en función de su temperatura, bajo un sistema controlado a 

través de la estimación del diferencial de calor que es aplicado a una 

muestra con respecto a una muestra de referencia (térmicamente 

inerte en el intervalo de interés) a una velocidad de calentamiento 

constante, en función de la temperatura (85). Las aplicaciones de 

ésta técnica, varían en función de las características del material que 

se pretende analizar térmicamente. En el campo de las biomoléculas, 

permite caracterizar los cambios conformacionales temperatura 

dependientes de las proteínas y otras macromoléculas biológicas, 

mediante al análisis de los parámetros termodinámicos y cinéticos del 

plegamiento-desplegamiento proteico, así como de la estabilidad del 

sistema biológico. En este sentido, parámetros cinéticos como la 

capacidad calorífica (ΔCp), la entalpía (ΔH), la entropía (ΔS) y 

energía libre de Gibbs (ΔG), están directamente relacionados con el 

proceso de desnaturalización de proteínas (86-91). 
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Figura 5. Esquema del calorímetro. El equipo consta de dos cámaras 

contenedoras acondicionadas con crisoles: la cámara de muestra y la 

cámara de referencia, en una cámara se deposita la muestra, mientras que 

la otra queda vacía o conteniendo el solvente de disolución de la muestra. 

Ambas cámaras incrementan su temperatura simultáneamente a una 

velocidad de calentamiento constante (escaneadas) y el instrumento 

registra la diferencia de la capacidad calorífica entre las dos cámaras. 

Modificado a partir de The heat-flux cell NETZSCH DSC 214 Polyma 

 

Para determinar las propiedades térmicas del biopolímero de CLG-

PVP, así como de sus componentes por separado, se empleó un 

calorímetro DSC Q100 (TA Instruments), calibrado con una muestra 

de zafiro, obteniendo una línea base horizontal (sin ruidos). El análisis 

térmico se llevó a cabo con alícuotas de 1 mg de peso seco de cada 

muestra, en atmósfera de nitrógeno, utilizando portamuestras de 

aluminio como mediador de la conductividad térmica. El barrido se 

realizó desde 30°C hasta 90°C, a una velocidad de calentamiento de 
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1, 5 y 10ºC/min. Los termogramas resultantes se reportaron como 

flujo de calor (W/g) contra temperatura (°C). 

 

7.5 Determinación de la susceptibilidad enzimática mediante 

proteólisis limitada. 

 

La estructura triple helicoidal de la CLG-I es estabilizada por 

interacciones no covalentes precisas que tienen lugar entre los 

residuos de aminoácidos que la constituyen, sin embargo, como la 

gran mayoría de los compuestos peptídicos presenta regiones 

específicas que son sujetas de hidrólisis proteolítica, este fenómeno 

de fragmentación, depende del reconocimiento del sitio blanco sujeto 

de la digestión enzimática (92). En el caso del biopolímero CLG-PVP, 

la adición de PVP a su estructura puede impedir el reconocimiento y 

por tanto la fragmentación enzimática de CLG-PVP, lo cual será 

evidenciado mediante proteólisis limitada frente a diversas 

condiciones desnaturalizantes como es la exposición a urea, tripsina y 

proteinasa K. 

La urea como agente desnaturalizante de proteínas, debilita las 

interacciones intramoleculares a través de su interacción con la 

región parcialmente positiva del enlace peptídico, por lo que a la vez 

que las estructuras secundaria y terciaría de la proteína se debilitan 

se favorece la interacción solvente-proteína dando como resultado 
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general un despliegue favorable entrópica y entalpicamente de la 

proteína (92-96). 

 

Por otro lado, la tripsina es una enzima peptidasa, que cataliza la 

hidrólisis del enlace peptídico en el extremo carboxilo terminal de los 

residuos de arginina o lisina formando péptidos de menor tamaño en 

comparación con el péptido inicial. Para el caso de compuestos con 

base CLG se ha demostrado una óptima reacción se lleva a cabo a 

una concentración mayor a los 10 mg por litro, en un amortiguador  

con pH de 5.9, agitación continua y 40°C (97). 

La proteinasa K, es una serin proteasa cuya especificidad le permite 

hidrolizar enlaces peptídicos en el extremo carboxilo de residuos de 

aminoácidos alifáticos y aromáticos como la glicina (98, 99). 

Para la estimación de la susceptibilidad enzimática del biopolímero de 

CLG-PVP, así como de sus componentes por separado y de la mezcla 

física de los mismos, alícuotas de 400 μg de cada muestra de acuerdo 

a el contenido de hidroxiprolina se incubaron bajo tres condiciones 

experimentales: 1) incubación con tripsina [10 g/mL] en HCl 1 mM a 

25 °C, 2) incubación con proteinasa K [50 L/mL] en un 

amortiguador  de fosfatos a 37°C y, 3) incubación con urea [1 M] con 

NaOH 1 N; durante 7 tiempos (0, 5, 10, 20, 40, 60 y 120 min). 

Finalmente, los productos de la hidrólisis se resolvieron mediante 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes, en geles de 

poliacrilamida al 7.5% analizados por densitometría óptica. 
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8. Resultados y Discusión  

8.1. Identificación del patrón electroforético 

 

El patrón de bandeo del biopolímero presenta masas moleculares 

superiores en todas las especies detectadas (β 183.6, 1 121.9 2 

107.6) en comparación con la CLG-I nativa (β 171.8, 1 113.6, 2 

105.3) Este hallazgo, indica un cambio estructural propio del 

biopolímero que no presentan sus componentes ni se origina por la 

mezcla física de los mismos, ya que en este último las agrupaciones 

β, y presentan masas moleculares semejantes a la CLG-I nativa 

(β 172.8, 1 113.4, 2 105.1). 

Los resultados del patrón electroforético del biopolímero, apuntan a 

que el proceso de copolimerización de la CLG I con PVP en un 

ambiente oxidante (radiación gamma), promueve cambios 

estructurales determinantes para la actividad biológica del 

biopolímero CLG-PVP. Estos cambios estructurales en la movilidad 

electroforética del biopolímero pueden atribuirse a que la PVP este 

interaccionando con la CLG-I a través de puentes de hidrógeno 

mediante su anillo pirrol como se ha demostrado en biopolímeros 

irradiados con luz ultravioleta (100, 101).  
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Figura 6. Patrón electroforético del biopolímero de CLG-PVP y de sus 

componentes por separado. En el electroferograma se aprecia el 

desplazamiento en las movilidades relativas de las cadenas que conforman 

al biopolímero. CLG, colágena porcina I pepsinizada. CLG + PVP, Colágena I 

mezclada con polivinilpirrolidona sin irradiar. CLG-PVP, biopolímero. 

 

Tabla 2. Presenta los datos de la masa molecular estimada para las 

agrupaciones β, α1 y α2 y su desviación estándar, n= 10. *p < 0.005 

 

Agrupación 
Muestra 

CLG CLG + PVP CLG-PVP 


171.8 ± 

1.7 

172.8 ± 

1.3 

183.6 ± 

1.2* 



113.6 ± 

1.1 

113.4 ± 

1.2 

121.9 ± 

1.2* 


105.3 ± 

1.3 

105.1 ± 

1.1 

107.6 ± 

1.3* 

 






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 
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200.00 
116.25 

 
 

97.40 

 
 

 
 

66.20 

 
 

45.00 
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8.2. Caracterización de la microestructura 

 

El análisis microscópico del biopolímero CLG-PVP, permite apreciar 

una estructura de fases lisas y entramados fibrilares que 

interaccionan entre sí, constituyendo una misma topografía, 

semejante a la mezcla física CLG+PVP. Por otro lado, la CLG-I exhibe 

una estructura fibrosa característica de este componente de la MEC, 

manifestándose como una especie de esponja elástica, que no se 

fractura al estiramiento manual, y que se caracteriza por un 

entramado fibrilar estrecho altamente entrecruzado y con porosidad 

periódica. Esta estructura ordenada, es la responsable de las 

propiedades mecánicas, como su elasticidad y resistencia a la 

compresión y la presión, así como de su capacidad de interacción con 

otras proteínas colagénicas y no colagénicas (102, 103). 

En contraste, la PVP presenta una estructura plana y lisa, sin 

presencia de poros interconectados o entramados fibrilares, lo cual 

explica que este polímero sintético fracture al estirarlo manualmente, 

ya que microscópicamente no posee componentes estructurales que 

le doten de elasticidad para resistir a la tensión y al estiramiento. El 

comportamiento de la PVP en estado sólido (liofilizado) es 

sumamente frágil en comparación con la CLG-I, sin embargo, estas 

propiedades físicas que posee la PVP son las que lo han colocado 

como el aditivo de elección para mejorar las propiedades reológicas 
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de un gran número de polímeros tanto sintéticos como naturales (45, 

48-55, 102, 103). 

 

 

Figura 7. Características topográficas del copolímero de CLG-PVP. 

Micrografías electrónicas de CLG-I (a, e, i) en las cuales se aprecia la 

estructura típica fibrilar; PVP (b, f, j), mostrando una fase lisa sin presencia 

de entramado; CLG + PVP (c, g, k, m), y CLG-PVP (d, h, l, n, o) indicando 

que la CLG-I y PVP en solución promueve un cambio estructural dando 

origen a una estructura regular. Los paneles localizados en la parte superior 

PVP CLG CLG + PVP CLG -PVP a) b) c) d)

e) f) g) h)

i) j) k) l)

m) n)

ñ) o)
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derecha de las micrografías j, ñ y o, corresponden a una vista lateral del 

material, mientras que el resto de las micrografías corresponden a la parte 

frontal. El aumento empleado para el registro fotográfico está indicado en la 

parte inferior de cada micrografía (10 KX = 10m) 

 

El análisis efectuado por microscopia electrónica de barrido, sugiere 

que los cambios estructurales que presenta el copolímero de CLG-

PVP, se debe a las interacciones que se establecen entre la CLG-I y la 

PVP en solución, ya que tanto la mezcla física (CLG+PVP) como el 

biopolímero sujeto de ionización gamma, presentan propiedades 

topográficas semejantes, lo cual permite inferir que la actividad 

biológica que presenta el biopolímero en comparación con la mezcla 

física y de sus componentes por separado, probablemente se deba a 

cambios sutiles en la topografía. Ejemplo de ello, son los estudios 

estructurales realizados en proteínas y enzimas, en los cuales se ha 

demostrado que cambios conformacionales de un par de Angstrom, 

son capaces de promover la pérdida o ganancia de función al 

modificar “motivos” de reconocimiento o sitios blancos de hidrólisis 

(104). Así mismo, se ha demostrado que la topografía superficial de 

andamios celulares con base CLG-I, influyen no solo la capacidad de 

adhesión y proliferación de células osteogénicas, sino también la 

diferenciación, por lo que un entramado ordenado o desordenado, 

depresiones puntuales o continuas, porosidad interconectada o 

aislada, son factores que afectarán la actividad biológica que el 

material presente en un contexto biológico (105-107). 
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8.3. Determinación de la estabilidad térmica  

 

Mediante el análisis calorimétrico a diferentes velocidades de 

calentamiento (1°C/min, 5°C/min, 10°C/min), se lograron 

caracterizar los cambios conformacionales  (transiciones) durante la 

inducción térmica del biopolímero de CLG-PVP, así como de los 

componentes por separado (CLG y PVP) Figura 8. 

 

 

a) 

b) 
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Figura 8. Las curvas DSC fueron se obtuvieron utilizando una rampa de 

calentamiento de 1, 5 y 10 °C/min. Cada termograma muestra el flujo de 

calor  (W/g) contra la temperatura (°C). a) Muestra liofilizada del 

copolímero de Clg-PVP,  b) Termograma de colágena I nativa y  c) 

Termograma de PVP. 

 

 

En los termogramas independientemente de la velocidad de 

calentamiento y de la muestra en cuestión, se observa una línea base 

inicial que representa las moléculas en su estado nativo enmarcando 

la fase de pre-transición, seguida de la fase de transición de primer 

orden (un pico) corresponde al proceso de desnaturalización de los 

compuestos. Dado que el proceso de desnaturalización no es 

prolongado, el flujo de calor regresa a valores comparativamente 

bajos a la línea base inicial, indicando la etapa de post-transición 

donde la población de moléculas se encuentra en su estado 

c) 
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desplegado, como se ha reportado para el proceso de 

desnaturalización de biomoléculas de origen proteico (108, 109). 

Para la velocidad de calentamiento más baja que se aplicó a los 

sistemas (1°C/min), se observa que las muestras de CLG-PVP y CLG 

comparten el valor de flujo de calor, que fue de -0.4 W/g, en 

contraste, la muestra de PVP mostró un valor de 0.25 W/d. Este 

hallazgo, indica que el proceso de desnaturalización de las muestras 

de CLG y CLG-PVP son semejantes, lo cual permite inferir que la 

estabilidad térmica del biopolímero de CLG-PVP se debe en gran 

medida a su componente proteico representado por la CLG, y no así 

al componente sintético representado por la PVP, esto en virtud de 

que un flujo de calor más bajo favorece el estado nativo, mientras 

que un flujo de calor elevado favorece el estado desnaturalizado en el 

equilibrio termodinámico de los compuestos. De manera conjunta, las 

temperaturas de transición (temperatura a la cual se alcanzó el 

máximo valor de flujo de calor), muestran que la PVP es el 

componente más estable del biopolímero, ya que éste requiere de un 

flujo de calor mayor para que su desnaturalización ocurra, (CLG = 

62.5°C, CLG-PVP = 48.07°C y PVP = 68.75°C) como se muestra en la 

tabla 3. 
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Tabla 3. Tabla comparativa de los resultados arrojados por el análisis 

térmico a diferentes velocidades de calentamiento. 

Velocidad de 

calentamiento 

(°C/min) 

CLG CLG-PVP PVP 

Ft, Flujo 

de calor 

(W/g) 

Tt 

(°C) 

Ft, Flujo 

de calor 

(W/g)) 

Tt 

(°C) 

Ft, Flujo 

de calor 

(W/g)) 

Tt 

(°C) 

1 -0.4 62.5 -0.4 48.07 -0.25 68.75 

5 -1.2 93.9 -0.6 94.05 -0.75 100.0 

10 -1.9 112.5 -2.0 112.5 -1.60 106.25 

Ft, Fase de transición; Tt, temperatura de transición. Las siglas de CLG-PVP, 

CLG y PVP corresponden a las muestras del biopolímero y de sus 

componentes por separado respectivamente en estado sólido. n=3 

 

El comportamiento cinético empleando una velocidad de 

calentamiento de 5°C/min, muestra una tendencia diferente, ya que 

utilizando esta rampa de calentamiento, se determinó que el CLG-PVP 

(Flujo de calor -0.6) es más estable térmicamente en comparación 

con las muestras de PVP y CLG, las cuales mostraron un valor de flujo 

de calor de -1.2 W/g y 0.75W/g,  respectivamente. Sin embargo, la 

temperatura de transición (desnaturalización) muestra ligeras 

diferencias entre los compuestos (CLG = 93.9°C, CLG-PVP = 

94.05°C, PVP = 100°C), aunado a esto, la etapa de transición es más 

prolongada en la muestra de CLG (mostrando un pico con un área de 

la curva mayor) indicando la ocurrencia de un proceso de 

desnaturalización mayor en comparación con las muestras de CLG-

PVP y PVP. 

De manera conjunta, las muestras sometidas a una velocidad de 

calentamiento de 10°C/min, se observa un patrón semejante a los 
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resultados anteriores, ya que mediante este análisis se observó que 

la muestra de PVP es más estable térmicamente, mientras que las 

muestras de CLG y CLG-PVP presentan un patrón de 

desnaturalización semejante, dichas muestran exhiben valores de 

flujo de calor -1.9 y -2.0 W/g, respectivamente. Sin embargo, el 

análisis comparativo respecto a las temperaturas de transición, se 

homogeniza a esta velocidad de calentamiento, estas temperaturas  

máximas fueron, 112.5 °C para las muestras de CLG y CLG-PVP, 

respectivamente y 106.25 para la PVP, confirmando que el 

biopolímero térmicamente conserva mayor similitud con el 

comportamiento del componente proteico, el cual requiere menos 

energía para el proceso de desnaturalización, sin embargo en el 

termograma comparativo a esta velocidad se puede observar 

claramente la disminución del flujo de calor para el biopolímero, con 

lo que se puede inferir que el proceso de desnaturalización con 

tratamiento térmico se lleva a cabo con menor energía lo que implica 

una organización conformacional menos estable que el de sus 

componentes por separado Figura 9. 
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Figura 9. Termograma comparativo de las curvas DSC empleando la 

velocidad de calentamiento de 10°C/min, para el copolímero y sus 

componentes por separado del  flujo de calor  (W/g) contra temperatura 

(°C). 

 

8.4. Determinación de la susceptibilidad frente a la 

desnaturalización 

 

El análisis electroforético del biopolímero CLG-PVP y CLG-I, frente a la 

acción digestiva de urea, tripsina y proteinasa K, no pone en 

evidencia diferencias en los periodos de tiempo de tratamiento 

establecidos para cada uno, no obstante los patrones de bandeo 

entre los dos compuestos en general, proporcionan información 

valiosa. 

En el tratamiento con urea, se observa desplazamiento en la 

movilidad relativa de las agrupaciones beta y alfa de colágena nativa, 

mientras que el biopolímero muestra una estructura más compacta 

que nos permite inferir una mayor resistencia a la acción de esta 
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enzima, debido a que su acción más directa es con el solvente, para 

promover el estado desplegado disminuyendo las fuerzas repulsivas 

de sus grupos hidrófobos con el medio, el comportamiento del 

biopolímero resulta consecuente ya que en este se incorporan 

estructuras alifáticas provenientes de la PVP, incrementando la 

proporción hidrofóbica y disminuyendo así la susceptibilidad. 

El patrón que muestra la CLG-I ante tripsina permite observar las 

bandas alfa 1 y 2, sin embargo no se aprecia degradación 

significativa en comparación con el biopolímero. Esto probablemente 

se deba a que la copolimerización de CLG-I con PVP no expone los 

sitios de corte de esta enzima exopeptidasa que tiene su acción en 

los extremos carboxilo los residuos de arginina y lisina, los cuales 

abundan en la estructura de la colágena. Aunado a esto, en el 

copolímero de CLG-PVP, existe un impedimento estérico 

proporcionado por el componente inorgánico del compuesto (PVP), lo 

cual limita la degradación enzimática. En contraste, la 

desnaturalización catalizada por la proteinasa K, favoreció una 

desnaturalización del biopolímero de CLG-PVP así como de CLG-I, sin 

embargo, en el biopolímero se aprecia una menor sensibilidad ante la 

degradación enzimática, ya que en el patrón electroforético de CLG-I 

se observan algunas bandas por debajo del sexto marcador de peso 

molecular (30 Da). Este hallazgo que debe de confirmarse indicaría 

que en el copolímero de CLG-PVP algunos sitios de glicina están 

bloqueados por lo que la proteinasa K no puede hidrolizarlos Fig. 10. 
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Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE de la colágena nativa I y biopolímero de 

CLG-PVP ante la acción de urea, tripsina y proteinasa K, durante 7 tiempos 

(0, 5, 10, 20, 40, 60 y 120 min), reveladas con azul de Coomassie. 
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9. Discusión 

 

El análisis térmico, revelo que el biopolímero de CLG-PVP es menos 

estable que sus componentes por separado, ya que presenta un flujo 

de calor muy similar al de la mezcla física, sin embargo requiere una 

temperatura de transición comparativamente menor (CLG = 62.5°C, 

CLG-PVP = 48.07°C y PVP = 68.75°C). Este bajo requerimiento de 

inducción térmica para alcanzar el fenómeno de desnaturalización 

está intrínsecamente relacionado a las uniones intermoleculares 

(CLG-PVP) e intramoleculares (CLG-CLG, PVP-PVP) de los 

componentes que dan origen al biopolímero, por lo que con base en 

estos hallazgos se puede inferir que la estabilidad térmica que exhibe 

el biopolímero se debe principalmente a su componente proteico 

representado por la CLG-I y no así por la presencia de su contraparte 

sintética (PVP), como ha sido descrito para diversas mezclas de CLG y 

PVPs, en los cuales se han develado sutiles cambios térmicos al 

mezclar estos compuestos e irradiarlos con ionización UV (4, 101, 

110). 

 

El estudio de la digestión enzimática de la CLG-I como parte de la 

matriz extracelular es muy relevante debido a que se trata de un 

proteína critica para la regulación en la función de células epiteliales, 

mesénquimales y troncales, ya que  tiene una influencia directa en la 



 
40 

célula por medio de múltiples mecanismos como la forma, polaridad, 

expresión genética, migración, invasión, proliferación, diferenciación 

y vías de muerte celular, por lo que la optimización del método para 

demostrar las pequeñas diferencias que presenta el compuesto de 

CLG-PVP irradiado y que le confieren actividad biológica es necesario. 

Como una perspectiva del proyecto, se propone un método de 

ultrasonicación, seguido con una incubación nocturna con tripsina en 

presencia de un agente surfactante que no altere la función 

enzimática, y de acuerdo a estudios previos se puede  llegar a 

obtener una resolución del patrón de bandas de 85 y 60 péptidos, con 

una cobertura de 35 y 39 % para las cadenas α1 y α2, 

respectivamente (111). 

 

Probablemente, las interacciones entre la CLG-I y la PVP no inducen 

cambios significativos en la estabilidad térmica de los componentes al 

ser mezclados e irradiados para conformar el biopolímero (CLG-PVP), 

este hallazgo ya ha sido descrito previamente en diversas mezclas de 

CLG y PVPs de mayor masa molecular, en los cuales se ha 

demostrado que los cambios conformacionales que se induce al 

mezclar estos compuestos e irradiarlos con ionización UV son 

pequeños tanto térmica como topográficamente (4, 45, 48-55, 101-

110). 
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10. Conclusiones  

 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible concluir que los 

efectos de la radiación sobre el copolímero de CLG-PVP inducen 

pequeños cambios en sus propiedades térmicas, y estructurales como 

se demostró en el análisis por microscopía electrónica de barrido, sin 

embargo, la significancia biológica es la principal favorecida, dado 

que el copolímero presenta actividad biológica que no poseen sus 

componentes por separado, como se ha reportado previamente. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible concluir que el 

biopolímero de CLG-PVP presenta una estabilidad térmica y 

enzimática (proteinasa K) ligeramente mayor en comparación de sus 

componentes por separado, aunado a cambios estructurales que 

preservan características topográficas de los componentes natural 

(CLG-I) y sintético (PVP). 
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