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INTRODuce 10 N 

El componente más abundante del tejido conjun

tivo es la colágena que representa el 25% del total de pro

teína que contiene un mamífero adulto.. La matriz extracelu

lar formada principalmente por cOlágena y proteoglicanos con

fiere a este tejido sus propiedades características de resis

tencia, sost~n y capacidad de transmitir fuerzas mecánicas .. 

1 t " 1'. d 1" 1 b .' 1ft' n di E emano generJ..co e co agena eng_.o a a var1.OS J.pos s~ 

tintos de moléculas, que son trímeros provenientes de difaren 

tes productos genétiCOS. 

A pesar de que la molécula de cOlágena posee 

una estructura surnamente esta.ble, se ha demostrado que sen 

ta un recambio metabólico, y clue 101'3 organismos normales tie

nen la información necesaria para regular el contenido y dis"",~ 

tribuci6n de colágena en sus propias estructuras de sostén. 

La pérdida irreversible de los mecanismos res_ 

""1 d t" . l' , d' 1 d ponsau es e es a I~na regu ac~on po rJ.a sor a causa < e mu-

chas enfermedades (1): Exsisten gran número de condiciones 

fisiopatológicas en donde ocurren alteracion~B en los tejidos 

como resultado de una aparente falta de coordill&ción entre la 

síntesis v 
" 

degradación de la colágena. 

En respue lif $' hay una 

acuD'lUlac ión excesiva de co Gl1 el te do Gctado .. Como 



ej en s vasús 

en ocasionar el dep6 fibrosas cono co-

mo lesiones ereoesc 
, 

En los organos parenquima-

tosos estos cesos des 
. , 

Cl.on 

y i onali clad d 
, 
organo, 

como cs el caso de la s ca (1,2,3). el otro 

extremo tendríamos cuadros que invo la de 

tejido, OOf;10 los cesos s en te 

jj c:onjunti vo r caraci; 

cas; el ej tia reumato 

¿ Cuáles son tejí r-J 

en a la p c' d mecanismos regulac y coa 

nación la e, s y de co ';l 

es del ,); ..... cOJl. con ? 

no sr) e res-

1. ión de s mee 

TIlOS s en f'. 1 El~3tCt1JO 2O:no co 

vas ü~as ei 

ca en este morilen f;on severas e irreve 

bIcs .. 



¡ , 
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La 

y mecánicas de los 

puede expltcar en 

en s f:i. oló{~icas 

en rnacromo-

léculas que los constituyen; éf3 8011 e 

nat=:, proteo canos y t 

e s (le e o 

o zacioncs es 

po I, 11 Y 111 

in"t ey
" es caracte 

su ~cula constituída por s cadenas 

lUla con 1 

s cadenas o{ se 

una mol estruc 300 nm 

go y 1.5 n~ de ancho~ 

ol pre una oina en 1;t:;rcsra • • l' 
8~Cl.0l1 y Q"l'l 

cont prolina e 1) .. 

tura cíclica de 

la glicina, favorecen c he coi de 

lécula; en tanto que el grupo hidroxilo de la hidroxipro 

permi te el es·tablecimiento de puentes hidrógeno entre 

s atrtbutos cadenas ::.( Gue fonnan la tri 111e 
~ .,. e o 

con quo lma molécula 

do almn¿tante en la co es la 1:i 

hi 

(le 

Ino-



a) 

b) 

e) 

- Gly - Pro - Ala - Gly - Pro -

PIGFRA 1 

- Gly - Leu ... 

í 
\ 

1.5nm 

! 

1 

a) Representaci6n e ca una molécula de colágena", 

b) tres cadenas Q( se encuentran una alrededOl" de 

formando una triple hélice. la cadena O( tercer 

residuo es glicina (representada en obscuro). 

e) Secuencia de aminoácidos de la cadena ~ 1(1) de pollo. 

Se encuentran sentados s residuos 4 a " 

(a) y b) t s de (7), e) tomado de (10») 
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la hidroxl.lisina establece uniones covalentes con carbohidra-

tos y éstos a su vez pe ten la unión entre distintas moléeu 

las para formar una fibra (4,5). 
J'~n la cOlágena tipo I, la más abundante de to

das hay dos cadenas 0<1(r) y una 0<2(1); en las cOlágenas ti

pos Ir y 111 las tres cadenas son idénticas (ver figura 2). 

Existen otras cOlá,genas no intersticiales en membranas 

les y en otros tejidos. ~~ colágena tipo IV es una proteína 

colagénica proveniente de membranas basales, rica en hidroxi-

l1e1na e hidroxiprolina. Bsta difiere de 

ticiales en su susceptibilidad a la pepsina y en Sl¡ 

dad. para formar fibras. COlágena tipo_V es parecicla en 

cuanto a su compo . , 
c~on de aminoácidos a la de membrana 

Se ha localizado en las lam:i.nae basales, aunque por su habi

lidad. para formar fibras, propiedades fisicoquímicas y 

lización en tejidos mesenquimatosos paree 

ción más estrecha con colágenas intersticiales (2). 

tos son los principales componentes de esta familia de 

ínas. Actualment6 se han descrito ya diez tipos di S de 

colágena, proverlientes de distintos jidos, pero los s 

recienteme,nte hallados no han sido talmente carac s" 

Cada tipo de tejido conjuntivo tiene \1118, e 

fdción característica de colágena.. El papel mecánico y 

tural que juega en los tejidos está bastante bien e 

pero es interesante mencionar que juega '1..,ID papel importan'tE: , 

. + Jun ... o con la fibronectina y o pro de z., en 

el es ecimien·t;o de las cé Ul1 1> Hay 111U-

• , 
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COLAGEl'TA e ONPIGURACJON DISTRIBUCION E'N LOS 'l'EJIDOS 

MOLECULAR PRINCIPALES 

Tipo 1 (~1(I»2 o{ 2(1) piel,hueso , tendones, ligamen-
I , , 

internos .. I tos.comea$organos 

trimero I 
I 

Tipo i (cJ..l(I»)3 tejidos embrionarios G :tnfla~· I ..... 

matarios. I ' 
Tipo 11 (~(II») 3 cartílago, cuerpo vítreo. ¡ 
Tipo 111 (c(l(III) 3 r . , 

I vasos sangl:l:lneO s, p:l ,organos 

internos .. 

Tipo IV (c(l(IV» ~3 membranas basales .. 

Tipo V (rJ.1 (V) ) 2:'2 (V) membranas s~ El 

ternos. 

FIGURA 2 

PRINCIPALES TIPOS DI:; C01t\GEI',¡A. SU DISTRIBUGION 

(basada en (4». 
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complejQs se conocen, con cerca de 
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De 
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en sistemaf.5 
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ene 
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FIGURA 3. 

REPRESENTACION r:SQUEi,1Arr'ICA DE LA SECUENCIA DE l'nrE1~:rrOS 

D1JRANTE h~ BIOSINTESIS DE COLAGENA .. 

• E S~o..(',,\o 
~~h·o..c.e\ \J \ es 

" (basado en (4) y (7) } '" 

.. \\ .0. 
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1) Hidroxilacién: La hülroxilación de los residuos 

de prolina y lisina se lleva a cabo 

lasas que se encuentran localizadas en 

zi.mas convj. erten s los re 

droxiprolina o 3-hidroxiprolina y 

medio de tres hidroxi -
Rf.;R. Las tres sn

s ¿le prolina en 4-hi

s de los resj,duos de 

l:i.sina en hidroxilisina.. Estas hidroxilasas requieren de ox! 

geno molecular, e( cetoglutarato r ascorbato y hierro so; 

licoi "j' los re 

'f' espec1 1ca. 

prolina y 

hidroxilan solamente re duos de pro 

y de los péptidos que pres 

la prolil-

duas de prolina que se 

dos presentan secuencia 

lación de los di lE tipos 

la mayor e de 

los residuos de prolina se hi 

La pro 

versos tejidos y es tm 

tipos de subu:nidadt~s: 0(2 /32" Cada 

molecular de alrededor de 60 000, se 

en conforr.Il8.ción 

en una 

l-hidroxilasa 

en po 

X-Y-Gly (11); en 

240 000 s 

tiene t.m 

RF~R Y 

hecho de que se fáct El con s de ter 

gente suave 

n e 



-10-

jnt 

01-1(1) o( 2(1) (j,J, ( ) ( ) ~l(IV) otl(V) ~2{V) 

1 1 2 o 7 5 3 

4Hyp 108 93 97 125 133 110 106 

Pro 4 113 120 107 65 130 107 

Gly 333 338 333 350 328 331 

115 102 103 37 39 54 

9 20 49 36 23 

1 1 4 2 5 3 

1 2 30 29 5 
Hylys 

( '¡"~ " ~" re 012) 

~~ 

o< 

ü" ( • " ) l ) <1' 
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del de 

co de 'LUla 

edad por 

laf::~, eé un 

e en el 

ón ele e ac--

expE: t (24) o 

e COJ:1 

en (2 ) 

-;} 
,¡ Corno Te &0 "rae 

en por 1)]1 ceso 
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e lttl 

s; O' 

de tl!1 :::. 

Teó 

de una ¿le l111él 

y s caso son: 

La co 
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con tr5.p ce 

27 000.. Cuando la 

que produce el hueso 

reo 

obtuvieron con co 

nucleares J en e e caso, 

cular 80 ac 

65 y hace posible 

de 24 000 d 

( ) ., 

s (e e 

r o 

conjuntivo producen 

parte e 

dores 

con un inh:i.biélor 

va, se obtiene una en-

0010. qUf"i e~ "'ti'· """d', _ ........ .,.... iH ~y 
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leucocitos pallIDo 

e tiene un peso InO 
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C'so molecular que se obt 

1l0S ( otro 8 
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s re stintos 
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e Si 
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la semana del 110 del granuloma son ya célu 

las es .. Cotlcomi .A. ~"'i tamaño del 1; tl,J. 

eza a dj.sminuir hasta hacia (.tía veinticinco 

desaparecido.. Esta etapa de reabsorción se caracteriza por la 

uestrllc ón del tejido YO es depositado, que se 

te aun a nivel ele st:ructura (43). Finalmente el 

de El Y es re por tej adiposo (44)., 

Como puede verse, en este modelo la 

de un fenómeno que se caracteriza no solamente 

pro eraciÓl1 celular y ae to de co 

que • iI' ::¡ :lon y remOClf.ÚaC te 

ji(10.. ];1enómenos que ocurren en una variedad de 

nes normales como cas cuyos mecanismos 
, 

aun 

mucho ele ser completamon'ce comp dos.. Es por es 

vos el mo de e 

el e me smo de la co 

A N T E e B D R N m R S • 

zación his lógica del 

durante to BU evolución se llElVó a cabo en 1 

por hecho de la e 

la. se de reabsorc 

cinco a e:i.s 

sen 

jo 
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DE COLAGENA 

OBTENER GR~NULOMAS 

,.. "t.."! IT" 'f':" ,..... .~~ (""< 

..l..J.."t .LJ..J0..L0 

7 DIAS (DEPOSITO) 

14 OlAS (REABSORCION) 

;::: 100 mg tejido medio Eagle Dulbecco 

de 

m 
incubar 1 h 

37°C 95% 02 

% CO~ 
¿ 

30 e . 3n p J' P Ul ü~ ro .. lna 

B 
4 h 

0% v/v 
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+ 
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extracc 
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:co 

con re ec: 

rroline, 

e ero, en 

dBl 6 EL. 

en 

c8.1entar 1a 

, 
en se 

la o 

1:; 

a la 

es 

e 

+ 10.6.. f: El 

• .. 

en 

o l 

la 

a 

1'1'01 

, se on 

con tm 

on 

co 

una O.El 

°10 bios(ntesis de cOlci'gena ::: 2(cpm Hyp incorporadah: 100 
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respecto o protemos no-colagenlcos 

C1t; t-
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C11 e 
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en donde: 

l)or~ 

50;,~ de 

to 

po 

tejido 

2(cpm Hy:? rpo ) • . 
ca sinte '" el y 

s€" casi cxe 

s po se en e 

la prolina inco E'€ 

luye tanto a la proliruJ. Como a 

a la co reci 

5. (e 

e:r1.te a. 

en 

pro1~ 

. 
..\. s 5 .. 04 re: 

te 

(E) 

El 
, 

me: dese 

co 

f:. 9r'0 

to 

. . 

[1. t ' ~ pro 0J.n,;)., 00-

f que la 

c:::> ~', 

eo el 

r lo t~~to el da 

prolina incor-

r co-

COLAGENOLITICA .. 

y Woessner (55) se 

tejido 

se encuentra en Ell 

La e inEO 

so r Cen 

G,Jl f. e 



nido de hidroxiprolina. 

(E.l) 

El do en era fJUS d.os 

s se 
o 

a 10 e erl Ufl ~1mo 

0.,15 7.6 y concentraciones 

e se eva a 

t ji r 

(B .. 2) T:?JIDO., 

te ' . i st E'!l JJ. e 
~ 1 lo F1 " t? f11 r <, ,-lE: v ,;;¡ 

1) 001:('; 

ene ca$' 

CO~:'lcen iones crecientes de G 

o. 1 0.0 + , 
'un 

en0r el ejido en cionc~, e 

. , 
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11) Pruebas de acti.vaci611 de la colagenasa latente .. 

Se probaron dos activadores de la colagenasa 

tente: 4-aminofEmilmercllrico-acetato ( ) y tripsina. El 

4-APMA se prepara a una cone 

prepara en el momento de ser util:L 

ón de O ~Olr:T, la 801uci6n se 

, 80 zando en agua 

destilada y el pH se ajusta a 10 (56). Se agrega a mue 

la cant:i, clad nece para obtener una concentración final 

4-AI'TTA O.OOlN. Y permanece en el tejido todo ensa--

yo.. En es'te caso se cuenta con un control en el que la acti v"Í-" 

dad colagenolítica se determina en ausencl.a del Tanto 

la muestre. incubada en presenc ele 4-AFr:~A' como la que se in-

cuba en ausencia éste cum1tEm con su control in'terno 

, t "" ene e.l. ·eJ~c.o en ciones y o. 
con 

ao homogenei se 10 minutos a 37°0 con 

concentra.ciones de t y 150 Jtg de tri 

na/mI y se SUS}) (lor de 

na de so a una cone cinco veces 

de tripsina, incubac ele las mue tratadas con 

se hizo con s di es cone s 

o • O lr~ Y O. O 31;I .. 

en los qne la ac 

en 81'rte. caso se con con-tro 

dad ca rmina e.i.1. ausen-

de tri Tanto mue en atls8nc co--

IDO en trip cuentan con ~;1US controles ern.OB 

<;.ue Gl1en 0 10 



(B.3) CONDICIONEB 

TorIos s 

e 22 horas en Q~ d~ 
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Ci..~ el cont 

el cont co 

pareen 

001'10 Jit; 

mg 
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a 20 e e 60 
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el precipitado 
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD· 

COLAGENOLITICA 

OBTENER GRANULOMAS 7 DlAS (DEPOSITO) 

, 14 DlAS (REABSORCION) 

HOMOGENEIZAR EN 

Tris HCl O.05M, NaCl O.15M pH 7.6 

+ CaC12 O.OlM + CaC1
2 

O.03l>1 + CaC1 2 O.05M 

INCUBAR A 37°C por 22h 

centrifugar 59 600 xg 20°C 

Sn PP 

Hidrolizar 

~ 
Determinar contenido de Hypro 

i 
Determinar actividad colagenolítica 



RESULTADOS 

(A) PESO DE LOS GRANULOMAS~ 

En el granuloma de so 

es r a los 7 '1 ·enla etapa de ter que a 

en la etapa de reabsorc .. Gomo se 

a los 7 días el ene illl peso osci 

14 .. 3 a 21 gramos; con ll...'l1 o de 

ca 1ue el peso seCo es de 1 .. 78 + 0 .. 31 g 

En la pef'O 

tY'annloma o ente 2.9 Y l1..7 €. CafjO 

promed.io es 82. 
" - 6- ·o-r¡ ete O .. -? + ' .,.1;:. g (n:=6) .. t € ::~e s étrtt e er no 

el día catorce se ha p 61 7 to 

zado en la etapa si so se,co ale 

en e srn~~ e , 10 ere se 

ro taübién proteínas y otros componentes del tejido. 

(B) CONT"SNIDO 1)"8 COLAG~rA .. 

f3 
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TABLA # 1. 

Peso húmedo y seco en granulomas de 

carragenina en etapas de dep6sito y reabsorci6n. 

ETAPA DE DEPOSITO ETAP.f\ .. DE REABSORCION 
7 DIAS 14 DIAS 

Peso Peso Peso Peso 
htímedo ( g) seco (g) húmedo (g) seco (g) 

21. O 2.14 4.7 0.81 

20.1 2.05 4.6 0.80 

17.7 1.80 3.7 0.64 

14.6 1. 49 3.6 0.62 

14.3 1.46 3.1 0.54 

2.9 0.50 
~~",-.a 'BilLO'fRi - • " 

i 17.54 + 3.07 1. 78 + 0.31 3.77 + 0.75 0.65 + 0.12 - - - -
+s.d. 

contenido de humedad = 89.8% contenido de humedad = 82.6% 
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nido ele co1á.gena total en el granuloma es mayor a los 7 o.ías 

o.e evolución: el promedIo es o.e 85 .. 68 + 13 .. 25 mg comparado 

con 33.9 + 7.0 mg de co - to s de valor pr.s: 

medio a los 14 día.s de evolución del granuloma. Sin embargo 

la relación coláGena-peso seco se conserva en ambas e 

granuloma ya que a 10 s 7 día~" 

lágenajmg de pe 130 seco, en tanto 

52 .. 6 + 10 .. 1. to indica 

eranuloma durante su desarrollo e 

porciona1 en el contenido de eo 

(e) BIO~) . COLAGTJTA .. 

, . 
DlO 

+ 8.1 p.g de co 

días la relaci6n 

ión t;n peso seCo d 

a um1. di ción pr,2 

C~~ de 

en tntes (tos E. 

El suero se U1~1 con el 

po de co n8.oí 

res 8e co 

Los :!'€sultados se expresan como 

sis colágena con :re a t 

recen repres s en la tabla # 3. 

en fIue se determinó b " l' t . 10i'aneS1S 

como 

re e de biosínte-

las dos e iones 

COlágena se obr:.erva 

jido proveniente de etapa de depósito biosinte za 

co con re ceto a proteína no-co que el teji 

prove ente de la etup2 de re 

e en i 



TABI..J\. # 2. 

Contenido de colágena en granulomas de carragenina 

en etapas de dep6sito y reabsorción. 

ETAPA DE DEPOSITO ETAP.A DE REABSORCION 

7 DIAS 14 DlAS 
.11 a •• SI. _ 'MM ® .~.;;'t n J w !liIi!li! "118.11 :mll ... III1JUiJ[ Mi JI!!' 1111 .. ____ _ 

colágena pg colágena pg colágena colágena pg colágena pg colagena 

total mg peso seco mg peso hfimedo total mg peso seco mg peso hamedo 

(mg) (pg!mg) (pg!mg) (mg) (pg/mg) (pg/mg) 

~~~~~:W~"~_~.~t'~~~~M!1el~~~~:&,,"i::t'ltt."~;U$~~i)~Tt~~.$tm.=,!I~~ill!il[ilI!Dt\iilf!lH_Z!9$:ti&$¡~~~~:\'~.;; .. tí 1. 

96.25 44.9 4.58 44.3 54.7 9.43 

88.10 42.9 4.38 33.81 42.3 7.37 

91.4:1 50.7 5.16 36.45 56.9 9.85 

62.6 42.0 4.29 25.06 40.4 6.96 

90.04 61.6 6.30 36.62 67.8 12.02 

27.04 54.0 9.32 

",~!".tU~t!~,,~~,~ U.-'¡¡ii!!i!!II!i!Jiliiii_;Ul;.'BIlI~JnlJl:e:fJlit!iL2t~.lMM:il'l!E1 :e:am&t ¿ !?iI_~ __ • ti .a:au,L.. Li&J1_ ¡¡¡Ji • 

x =: 85.68 48.42 4.94 33.89 52.68 9.15 

s.d.= +13.25 + 8.10 +0.83 +7.03 +10.10 .80 

~~~~:r}:".~O.f-:!l'Mt~~ ,~t~~ml.'Sl!.L~U!l1 __ ~"".N!.U:& a~iI!_~~~t U!~ ~!f.. illIIIiI .4lflMllIla __ r 
~ 
o 
I 
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TABLP. ~¿ Biosíntcsis de colágena en relaci6n 

a proteínas no colágenicas. 

ETAPA DE DEPOSITO 
7 OlAS 

con suero 

r .... o." 

7.78 

6.51 

5.52 

x + s.d.6.53+.94 

sin suero 

3.75 

3.14 

4.09 

4.57 

4.84 

4.08+.67 

ETAPA DE REABSORCION 
14 OlAS 

con suero 

4.38 

4.34 

3.46 

3.56 

3.75 

3.26 

3.79+.46 

sin suero 

3.06 

2.86 

2.6 

2.83+.23 
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bt d . .. 1"' ¡:; 3 O gl1 _.1 ~ •• , t . ~ l¿ o enemos un prome 10 ne l).) + lO .• t}'o ae 01.0Sl,U SS1S (le CO o,.ge-- -
D& con respecto a prot no-colaglnicas en la etapa de dep6-

si to (n~4) y 3 .. 79 + O. 46}; en la etapa de reabsorción (n=6}:t la -
diferencia entre estos dos datos es significativa (P<.O.005). 

Cuando la incubación se realiza en B.UflenCl.a de 

suero obtenemos un promed.io de ¡'Ir .08 en la Etapa de 

pósito (n=5) y 2.84 ~ O.23~ en la e de reabsorción (n::~ 3) , 

la rencia entre estos cativa (P<.O.05). 

Por otro lado, en J el vs.lor que se 

obtiene en las dete s suero es menor 

el se obtiene en ones en 

ro. ambos casos son es e 

• 

(1) ) .. 

En la ec 

po so ac ca. los resul-· 

82..(10 s en t soluble 

por co en e a muestra" Es de el' 

muestra!". eXlJerimentales pres un de co colu-

e conforme 'ra p~t88.ndo el tiempo, en tanto :,.\.ue sus contro s 

con se mantienen siempre en el mismo nivel. otro dato c:ue 

se o"oservu en ca es 'Iue en el ti inicio,l, 

" 
f; de 

na {-~o 1 \1 ~)l e en el e 
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o 
e 
ID 
(J) 

'o 
o 
o 

horas 
0- Gr<.,Ululoma en etapa de üepósi to ,homogeneizado en Tris RCl 

0 .. 05 M; }iaCl 0.15 ; CaC12 O"OlIvi; pH 7.6 .. Promedio de 2 mue 
+ sv:LacJ.ón estandar. - Bmo te jiclo horno en smas conclic 5, 

ud.leí A 0.04 j'if$ o 2 mue + nc cs--
e 1í C:l, en e (,1 control 

que contiene A. 
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d.e que en el granu.loma hay c{) tambt~n hav 
v 80-

lubi zaci6n de co recicntemnnte que aün no 

ha alcanzado a fO:!'TIar fibras. Al re el contenido de co-

láe;ena fJolu.ble en el control con 'ET)TA se e es 

s fen6menos en la ., 
s~o:n. ac lít;ica 

de e mue ra.. ?ambién se observa a s cortos 

ü1cubaci acti vi co a, encoYltrñn-

dose niveles mdximos de ac 

no El continuó a ti el tEj 

no pe conserva en buen 

i 

t EtC 

(D.1) e en 

Acti 

'c e-i1 

. , 
eTl 01'C1011 Be o GU€ un 

nol! 
.!- L.",,-
.: ..... ~ \;. "',) 1 ¡le e 



TABLA4.- Actividad colagcnol.1tica: }J9 colágena 
degradada por mg de colágena incubada 
en 22 h a 37°C • 

ETAPA DE DEPOSITO 
7 OlAS 

42.32 

40.0 

36.3 

32.2 

32.2 

31.0 

23.3 

28.0 

24.0 

. CaC12 10 m M 

ETAPA DE REABSORCION 
14 días 

80.1 

57.3 

50.3 

59.5 

53.2 

38.4 

45.8 

43.0 

64.0 

-. X - s.d. 32.14+6.5 X t s,d. 54. 6 + 12 • 5 
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dísticamente rd fic ( o. 5),. 

En 1/ 5 Be enCUtmtra s~~nt8.cla ae 

co lítica d€ 

cia de Cae 0.0 .. 
encontrarnos un o 

-". ,M o f"!; 1 __ _ . 
€1'1 2¿ 11 el _) ( \J/ :nt, 

en tanto crl1.€ en t:Jtilcia 

dC;td de 32 .. 1 ( pe con 

a 2" 7°rt ' grada, a en ¿ h a 3 v/mg ca 

con e 1') O. 
(:-

un 

co 

de :::cti 

0.1'>. 

con re .:::cto 

~. He,,}, 

s homoeen f: En prp,sc!! 

se ooserm que en la 

148.6 + 17.7 p€ de co-

co 4), 

s una ac 

io 

el Cf~80 re::.tbsor-

+ 

na 

eiC'llC~:: d. 

en en 

cnCOl1 con 

en 



TABLA5.- Actividad colagenol1'tica. jJg de 

colágena degradada por rng de colágena 
incubada en 22 h a 37°C. 

ETAPA DE DEPOSITO 

7 DlAS 

159.98 

138.49 

129.25 

167.0 

X! s.d. 148 • 682.17 . 7 

CaC12 30 m M 

ETAPA DE REABSORCION 
14 OlAS 

308.1 

251. 86 

238.67 

201. 33 

375.40 

X ± sd. 2 7 5 • 08+ 7. 9 
-_ .. _----
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0.58 y 148.G8/275. el 2J.unento es 

pro rci en 

(D.2 ) Efecto de los Ac El de la Co 

Lat o .. 

El objeto de s EtC re;:: d.e 

c· t ; i B ... 
" e·o 

s >-",. ~~ 

011 en e~ {j 

"'V'c~ 
, 

p 
;~ \.:,. ~f ... e VCt: el 

o .01 M: no St, 

i ( El 

t P na? ~a dese 

ce) c:n 

T'l6n en la si t eU.an 

s 

re 
. , 
lon se ova a cabo en 

r{~s 

( 1 

ti. co 

con t 
.'-q .~, \ 
~_ .¡, f" • 
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TABLA 6.- Efecto de Tripsina sobre la actividad 

colagenolítica. pg de colágena degradada 

por mg de col§gena incubada 22h a 37°C. 

... 
Depósito 
7 días. 

Reabsorción 

14 días 

.. 

CaC12 10 m M 

Control 

34.3+2.82 

2) 

59.5+9.2 
(TI:::: 3) 

- WZ:9l 

Tripsina 

83.88+13.54 

(n:::2 ) 

77.7+17.39 
2) 

- La cünC 

CaC12 30 m M 

Control 

148.68+17.7 

) 

275.08+67.9 
(n::::5) 

1 

_AA arme 

Tripsina 

286.1+69.9 
r~1-_/!) \.1. _ .. /"7 

159.2+7.2 
( ) 

en e 

a en cada caso la ac 

vt¿wión, ver n1~S e: .. 
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de tripsina (ver tabla 6). En ambos casos las diferencias son 

estadísticamente significativas (P<:O.005). 

En el caso de la etapa de reabsorciÓn concentra

cionesde 30, 50 Y 100 pg de tripsinajml no tienen ningún efec

to sobre la enzima (no se muestran los datos), en el Caso de 

la activación llevada a cabo en presencia de CaC1
2 

0.01 M se 

observa un ligero aumento de actividad colagenolítica si se u

tilizan 150 iJ.g de tripsina/ml (ver tabla # 6)" pero dadas 

diferencias, el aume.nto no parece ser significa1iivo.. Como se 

puede observar, la incubación con tripsina en prese.ncia de CaC1
2 

0.03 M no sólo no activa a la colagenasa, sino que la actividad 

colagenolítica se ve sminuída 10 que indicaría qu.€ la enzima 

en esta etapa se encuentra ya activa y la tripsina 

durante el tratamiento de activación .. 

Las gráfica.s 2 y 3 resumen los resul s &110011 

trados en las determinaciones de biosínte 

de colágena en el granuloma de carragenina$ 12. gráfica II 2 

representa los datos que aparecen en tablas 3, 4, y 5, pero 

tomanclo a los valores máximos encontrado,s como el en pOl'o en 

tOe La gráfica 3 representa los datos de la tabla # 6, mues-

tra como la actividad colagenolítica to 
-~,_.~.-

en el granuloma es 

semejante en las dos etapas del granuloma; pero cm la etapa de 

dep6sito parte de la colagenasa se encuentra en estarlo la"';; 
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100 

50 

días 

o -..o '7~ de actividad colagenolítca.. Los datos cen 

exprG s tomando 

t . ".... e"'·' 1"1 00 J ~VCY Ou¡,o e. .>, Ji) 

(con ~uero) Como 

ac e lí-

.. 
datos se 
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activa 

latente 

dios 

en pg de colágena 

incubada.· 

en 

etapas de dep6sito y , en 

CaC12 O .011"1 Y 0.0 .. 
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DISCUSION 

Un en unE: zona 
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....... j ~,j. 

co 
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estos (;C e 
t...) .. 

dE ele e es 

un procEso co.. A 1. 
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500 e;rC~ElO r., eJ tej i e;ranrtlormto so I'ffiado en 

t 1 A ~ 1 prcsen -a <30 C1ü peso ]. .. E.: de e e peso 

se flebe al contenjJl0 del tejiCo (89.8% de ) 

d.edor 

(Ve!' tabla 1).. A lOf; ca rce ü{o.s se ha do ya el 7 8j'~ del 

peso húmedo anzEvlo ~ el hecho de 'F1e el so seCo se pierda 

e I.lue la re 
. , 
J.on e BO seco f; con 

el EO (ver ere re 
. , 

E·OJ~C1.0n invo B l.oF 

1 .. 
r otro d,e 

e biof EYl --
, i 

sito Cét,pa.z de osln.te 

co ena con respecto a ~r0t 

f'; de la et ele 

mo :\t:r6 tanto en presenci2 como en 

tío tlC eo 

C011 rüfJpCC 10 C2:con 

o 

s de o 

nes para la 

vez: 

1) }'o r un lado la ciead • I'. 
<1;;11.110 2.C 1-" 

dep CJlclo 1 eS1:;¡J,do 

de 1J. 

.0 



que el de las que se enctl'3ntrR,l1 e.n fas'3 f.!stacionaria (53). Por 

10 tanto la cantidad de prolina incorporada pOdría variar de te

jido a tejido con lo cual se debe de tener cuidado en el momen

to de establecer comparaciones. Sin embargo, éste es el incon

veniE;nte de todos los métodos que uti zan como marcadores ami-

/. ':1 d' t' - t . b'" t . d t ' nO<.1.C~ú.08 ra J.ac ~ vos para a.e 'crm:ll1ar 1081.n esl.S e pro Cl.nas, 

y aunque pudiera expresar los datos en t~nninos absolutos, ten

dría que contemplar este factor limitante. 

2) También se está midiendo la hidroxilación la IJro-

lino. incorporacla. :t::Yl la expreslón de los dat.os se ·está en 

do que el 50% de la prolina incorporada está siendo 

ro "Erl. se droxilara monor porcentaje prolina, entonces se 

e subestimando ,la biosíntesis de coláe€na. e incon-

ven:t e se puede contro , como de hecho se hizo '1 aélic.ionan-

do al medio de cul ti vo suficientes cantiClacles de ase 

CO t e< cetoglutarato y sulfato ferroso, que son los cofactores 

necenarj.o s se lleve a cabo droxilaci de la pro-

::tina .. 

3) La otra reacción que se está midiendo es la bio 

t el ... JI e :::J e prOlJe1.nas no-co cas; el inconveniente es que 

utilizar prolina como rr!arcador, métoél.o 2.S1 . .l.me qV .. e 

se está incorporando una canti promedio de este iminoáci 

en proteínas no~colagénicas; pero no se puede d.escartar que po

dría haber variaciones de incorporación. Por este motivo la 
, , 

comparacl.on di s tejidos en términos de biosíntc 

de co na con respec a proteín.as no-colneénicas de.b 

cert.~e con cautela,. 

mejor va establecer la 
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ración entre la bioE/intesis de col~lgena que 10stejidoEl de am

bae etap~B son capaces de llevar a cabo, sería expresar los da 

tos en términos absolutos. Desgraciadamente, el método para 

lograrlo requiere de colagenasB bacteriana con un elevado era

do de pureza; lo que resulta clemasiado caro para nuestras po-

sibilidades. Pero como un primer enfoque al problema, queda 

sentada la base de que en .:.éry:!.~o~ ~~ la biosíntesis de 

colágena disminuye en la etapa de reabsorción del granuloros. 

T,~á8 adelante el problema se pocería abordar cuantificando los 

niveles de RN'!l.ffi de colágena en lon tejidos provenientes de las 

dos etapas del granuloroa y esta al ternati va CluiZt1f:¡ prenente 1,18-

nos inconvenientes para la comparación de los datos. 

La diferencia encontrada entre el potencial b:i.o

sintético de los tejidos en presencia y ausencia de suero se 
;:¡ l' . ~ 1 " . ~ ...., .. ., pueue exp leal' proponJ.enao a eXls'tencla. de aC"1:;J_ VJ.O.éW. C1egra~~ 

dati va de le" COlágena que está. siendo sintetizada y que, actúa 

a nivel extracelular, ya que la degradación intracelular no es 

inhibida por factores del suero (59,60)6 En 108 ensayos 11e-

vndos a cabo en presencia de SU6ro t 10G inhibido:r"es de prote-

asas que contiene el suero (61) evitan la degradación de la co. 

1figena recién secretada y por esto obtenemos mayor cantidad de 

colágena sintetizada en las dos etapas elel granuloma con 1'e8-

pacto a los ensayos llevados a cabo em aU.sencia de suero .. 

No se descarta el hecho de que el suero contie-

ne varios factores reguladorec del crecimiento y metabolisrno 

de los fibroblaf:tos (54) .. Se ha visto Q1J.6 el suero de pacien·-

tes con ciertas enfe:rmedades fibróticas estimula a los fibro-

con lo 
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cual podríamos explicar las diferencias entre los resultados 

obtenidos con y si.n suero, en términos de estimulación de la 

biosíntesis de COlágena por factores presentes en el suero ya 

que ademtts se ha reportado un aumento en la actividad de la pr.2, 

1il hidroxilasa en pre.sencia ele albúyaina sérica (62). Anali

zando pues los datos bajo este contexto pOdríamos estar obser-

vando una mezc de efectos que dan como resultado una mayor 

biosínte 
, "1-colagena cuana.o !~J. ensayo se hace en p~esencia 

de suero: por un lado estimulación de la b:1.osíntesis 1
, 

co aee-
na y por otro colágena recientemente sint zeda que no se 

degrada. 

Con los resul tacLos obtenidos cabría, entonces 

pre~Ultarse ¿ cuáles son los moduladores que e rminan (,1 au 

mento de biosínt s üe colágena en etapa to 1 

Se ensa que las linfocinas 

generaoión y mantenimiento de la hipersensibilidad en la 

flamación de tipo granulomatosa (58,63). E mediadores pro 

venientes de linfocitos se hEUl rtado Como activadores de 

la sinte B de COlágena por fibroblastos en distintos 

de e en cultivo (2) y se han encontrado en el atema 

circulato de :r'atones con granulomas (58)" 

"1' '"'' I'f h mov~ l.zacJ:.on ae macro agos ... ac las le inflamatorias 

rece e 

dos 

del compl 

vitro ll se 

por 

mediada por el suero o factores químiCOS 

jidos Como las pro y los com:Jonentes 

:y- si ama de CO~h~~'~ 

Cluimio 

t s del C:OLlpl to y 
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de la colágena que poc.r!n.::1 ~x,lic2.r el reclutami~nto lo~ fi 

broblaf1tos hacia la zona lnflamada ... 10 anterior sur;iere que 

la respuesta inmune mediada por células podrla ser la respon

sable de aU¡nent2.!' la sínte s de colágena en el granuloma in-

flamatorio durante la e dCiJósi to (2 t 58);, 

En la e (le Teión d granuloma, la 

síntesis de colágena ha disminuido significativamente, el te-

jitlo presenta ya niveles semejantes a los q,U6 encontramos en 

tejidos normales; la el cobavo en ausencia de suero bio-
,~ 

sintetiza 2.6% de colágena con re to a teínas no-o 

nicas (Pardo,A .. comunicación personal). tan to cfl.te pul-

biosil1tetiza 2.083'0 en oondic s análogas (rrontaño, ,. CO~ 

rrrunicsción personal), ~ datos son semej~ntes al obtu-

vimoe Eón el tejido proveniente de 

eranulona en aUf:'encia de suero .. 

reabsorción 

He mencionarlo ya en la introducción eete 

jo flue ciertas conc1iGiones dar o a 

alteraciones en los componentes del tejido conectivo.. ca-

sos extremOB se puede funcionali 

órgano.. ~.::n inflamación crónica o pu€c1e e 

ya sea c1e,r:;radación de los cor:1.ponentes 

le"r, o actunulación excesiva que puede conducir a estados avan-

zados de fibra s (65). 

'En el granuloma de carrapenina tenemos ambos e

ve.ntas; U!l.a btosínte s acelerada de colágena como primera res 

puesta y una pOBterior d que invo 

jido tipo de 

que proJ.uc e El.l en 6:3 
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hn,brá e os de tipon co durante toda la 

cie zación. f'e en procesos inflamatorios 

hay c~mbios en los tipos de co 8inte : lo s e on(lro-

citos, en la artritis i t dejan • J-
s~nl.Je zar co 

tipo 11 etizar po 1; en inf12,mación se 

encontrado cone iones de co tipo V Y 

trlElcro tipo 1 (6 5).. Los estud,ios hechos con la colclgena r.lel 

e mue 
, . 
uruc Ul1a mayor oonoen-

t de e es o< y menor e lo 

pros la co el ser en elec re-

sis f e. suttl fer(mc po d rse a en 

g:ranuloma de c na al ser recienteDsnte 

no rm.a,r es c s ( ) ; 

de "" El >j 

cho, ~, 

t~ t CCla. 

ción e en el labo o .. 

o el s,~rro 

e conoee 2,0 con ct 

11e (43). Al hacer di ón se de 

dor ücl s el granuloma sEi.rrollo :r 
, 

BY>tH::!S di 

tivo los €SC0¡;idOE mue 

en el sente trabajo fueron el séptimo, eorao 

O.El 1 ," -" ..... e~~apa de sito y el e rceavo como tivo de 

et de sorci. " En cuanto a los s bio 

1 non que i 
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En cuanto a la degradación c01ágena. en es-

te trabajo, se demuestra actividad colagenolítica en ambas e

tapas d~l granularoa de carragenina (ver tablas 4 y 5) Y en con 

diciones que aunque "in vitro", reflejan probablemente las con 

diciones "in vivo ll porque el tejido se separo del animal duran 

te veintirlos horas en las que se lleva a cal» una incubación 

con todos los componentes que el sistema pres'enta. Ilin situu " 

Los resultados de e e trabajo coinci<.1en con los obtenidos con 

la técnica de inmunofluorescencia (50), en d01:1do se encontraba 

que en ambas etapas del granuloma existía proi,e:tna capaz 

unirse al anticuerpo a.l1ticolagenasa del graJ:mloma de carra{~e-

.. 
En 01 presente trabajo se e.nc~ntró que la acti-

vidad colaganolítica de etapa de depósito es menor a laque 

se encuentra en etapa de reabsorción; s en 

que la bioslntesis de colágena es mayor en él e. Sl.,lIoQ 

tú, resultante es UIm acumulaci6n de co en e v .. 
¡Xt apariencia 

• _ J' _~ '" 

rencJ.as poarJ.an resuJ..,.íll'" pequenas; pero 

tomando en cuente. que 

ta en la etapa de 

contenido de colágena que se 

re1 junto con un 

pacidad , tendremos como :re 

en la velocidad del tejido y por 

del mismo .. 

este sentido el 

muy distinto al utero pcsparto; en el que la 

tectable líni e en e 

encontrado ant:es -, 
1. ( ) ti En 

te, la co en 

s en-

es 
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cOlágena est~l siendo acumulada" Podríamos sugerir cierta si

mili tud con algUJlaS caracterí d~ü tejido reumatoide, en 

el que a raíz de la !"m¡:lción de un complejo antíp:eno-anticuer -- -
po en los espacios sinoviales, la activación complemento 

y la liberación de res fundibles forman un gradiente 

(le quimicr-l.trayentes que conduce a invasión de leucocitos 

morfonucleares; é s eng-Llll(m a las partículas antíeeno-anti-

cuerpo, liberando es cantidades enzimas lisosomalss 

a el líquido sinovial y tejido circu.nélante (iue ocasionan la 

uest:r-uc del tej (16) '* el de 

se demo sene de leucocitos polimorfonucleares 

en la etapa temprana del desarrollo (43); s aparecen con 

granu.laeionE'os electrondensas en su intürior, s 

nlac B que los ae hecho cte. que 

de zca él. e e 

Barrollo y la de iones €lec 

po sao por esto;;! dos 

pos de células (64) 10 que liberación 

de enzimas so s de manera a lo que sue en el 

tf;jido 

cleares seore 

idee sabido los 1 

colagenas8, con 10 cual 

co que encontramos en la etapa de 

e de 

si granu-

loma pOdría provenir de e po ce ; atrnc!ue no habrán ce 
ignorarse las potenci dades para produc colagenasa 

d 
,e 

celuls.s COElxi en mismo empo en el granuloma, 

ya que se que los macróf s "in vitro" 

con e son e es de co ( z 

c caci r't[~011 ) .. ce· t~·t: J~llJ.O -"" 
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tos mecanismos ele interacci6n celular os a .. 
e€-

lulas a producir ca , como es el caso entre macr6fagos 

y fibroblastos (36,66) ar:loa8 células presentes en el granuloma 

de carraeenina. 

Con el jeto de inve 

se encontraba latente en alGuna de 

la colagen::l,sa 

del eranuloma de 

carragenina, los s de deterr!'l.inac de actividad colage-

nolítica se llevaron a cabo también en ~ ,.l. • .,. ae a,c ... J. vaao-

res de di enziDa" Uno los m:~ uso 

01 tejid.o con " in-

tf;ractúa con grllpos sulfhidrilo; y se Como é.tC-

ti la colagcnasa (49) , demo 

so luble e:d;raída de e de depó 1 se fH'l-

e B .. el s e o no se 

los .¡.. • 
lJeJ horno 

f)e (ti ~; 

.1'1(;.8 In ao ti v8,ción de el . , 
:pero alt e se utili la .. 

tri se h'~ 'v~ de C0[10 act 

colrtf;enasa e r;o S("l sabe con e:Kac 

por medio del cual activa, pero e sten 

entre laB que poclríamo s consi rar: hidróli 

r asoe a co .{25,29}, o 1.3" el1 es-

",. ,- .. a ó1' ~,1JTr'_r rl~ .yL ~ 0 pn .. _,,,. _ _ _"j,. " h..!.. ,,) .... 
':) • l' 

Q Ü.e ~l.mogeno !'d tio [,e active. 

(37, ); o bi ac ve a u.n 1 

y el a tU vez ti, la ca 

on 

6 .'/ en la ca 3.. Fn e' e e[; 
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mos activación en el caso de la etapa de tlep6sito.. Nó se que 

más de la mitad de la enzima 

traba latente, cosa que no 8UO 

s e on El e tejido se encon

en la etapa de reabsorción, 

en donde la enzima se encuentra totalmente ac_ti va; los mismos 

resultados se obtienen cuando incubación se hace en pr€lscn-

cía , en etapa de reabsorción 

encontramos que los trata'Tlientos con tripcina no s()lo no acti-

van a la enzima sino que aparentemente destruyen ya a 

menudo se encontró disminución en la activülad colagenolí ca 

al tratar el tejido de esta con tripsina. 

'Bn cuanto a los €letos del calcio 

las concentraciones en el s-tema, tenemos que 

0 .. 03 M encontramos un claro en la actividad Ca 

ca en las dos etapas evolución del 

6 
,,... 

y eraIJ.ca 2) .. efecto I!acti 

de depósito parece ser E:tinto 

1 
. . . , ya que _a J.nCUí)él.C10n en sencda de 

atDnenta aún. la flCt co 

za só uno o o en 

( '''-13"'' v ,.).t. 

en 

observamos con trip 

0 .. 03 L: y 

"'cica que cuando se uti 

d.e :cción el 

0.0 estimula la actividad, cosa no en 

y 

a de tripsina.. Esto sugiere ctos 

a nivel de ac·t:i. vación la co latente y e-l tipo de 

intera,c ón con el calcio es otra ínclole., sencia 

CaC12 0 .. 03 Ti:- se sigue. observando en la to 

actividad colagenolitica es menor que en la como 

se encontró en presenc ca eleva-

ción de actividad ca -biea puede tener e 

coneen 

tividad de la colagenaBfl (21) se convi tor limi-
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tanta, aumento de calcio en el 

tanto esta limitante. ~s impo 

eterna elimincría por lo 

e mencionar fJ.ue todos los 

métodos tradicionales la determinación de actividad co-

1 ... 't· t· agenoJ..l. lca ti l. zan concentraciones de calcio de 0.005, 0.01 

y 0.013 M (55,27,28,29,30,67,68). 

2) otra posibilidad es el calcio desempeñe un 

pel e lizador la co1ae;enat3a .. sido demostrado que 

co de pi hume,na muestra un aumento de acti dad 

al rementar la cone calcio en el (21); 

Q"Q4M activación se a conc 

y utilización cone iones 

e1'1 " r.stos re s concuerdan. con Ion 

f1 eonc ervamos 

una disminución en activi co etapas 

elel (los 

.ra s autores, es e 

a 

en to (1 e ~~ll sun 

to, 10-

nes ele li Zf:r 8~ 1.[i, 

Por o e la 

cone ión de calcio es de alrededor de O~Ol ~ (7) y rara 

vez ]01' lo tCluto es fícil 

sioló co en modulac .. 

3) otra al ternati Vé'. para 

Ci.e el e 

.. 
lle ion\" 
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cio aumenten la actividad ele la colagenasa y mayores concentra-

ciones la inhiban podría explicarse de sieuiente manera: 

Weeks at al (70) diseñaron un método ele extracción de co1a-

ganasa en el que agregando un exceso calcio liberan a 

zima ae su sustrato, la utilizaoión de NaCl obtener la mis 

ma fuerza iónica no s da mismo resultao.o; por 10 tanto po-

dríarnos sugerir que ciertas concentraciones de calcio estabili-

zan a la enzima y/o ayudan al establee ento ele la unión enzi-

ma-sustrato pero concentraciones 

y desestabilizan a la enzima. 

Re :¡ ~" enno pOct:rlamos 

elevadas inhiben su ~~ión 

scribir de 

carragenina la manera siguiente: después d estímulo tene-

mo!:, una etapa Be caracte 
. , 

za por una l'eacc~()n ria 

en que población celular en el tejido está compue prin-

. 1 ~ ,~ 1 .~ c1pa rnen~e por macrolagos, eUCOC1~OS 

s f:i.broblas s, en esto trabajo se 

levad.&!. bio e 8 de ca y que 

limo 

stró 

de mi 

qu.e contiene el tejido se eneuentra en e 

les dos fenómenos como resultado una 

learGs y 

ttna c-

Co-

de coláGena en e s re sul tado s dan lUla 
¡t 

on ge-

neral del comportamiento del si eme. y entan las 

lucí en un de f.; aspecto.s 

del metabolismo la co que no 

Por ejemplo, desconocemos el mecanismo mo que Démti ene 

a la co inacti va en la etapa de depótd to; por tm lado 

po a de no!:', en 

o a res (le co 

tcutr. .. me el 

" 
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bi se desconoce; ro 
, 

cer1.8.. este mecanismo 

fuera el <lIJ.€ di era o ceso de reabsorci6n del tejido 

en la siguiente etapa 1 gr,muloma. fe intexe e s-

tiear 1'2" la e interrnedia 8801'1'0110 del 

en busca de estos res de ele la colágena. 

Por o en i6n 

te una pOblacj,ón celular rrnada e e por fibro~~ 

blastos y bio se 

ha otros teji-

s como piel :f el pu co f:e en01).e11-

to ac lo d.a como re r de-

8 fin en ]q 
_.t:A. 

, 
011: s fenóm,flnos se del 

" 
ere e en e f.'lod.elo 

s f e S14 S "Jr 

ven en un na smo er,lpo, ero a ero 

se encttentrE.tll y r f)a~ 

J' 
nl1 f, ion: . 3:' . 

(t "".,¡" .... "-' ber e 

de Gi "? ~r 
t:j .] c:ia tesis de co 

e e ? 
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CONC LUSIOr\lES 

1) En e e trabajo se encontró que en la 

de depósito del gra..nuloma de carrage.nina el % de bi €isis 

Co con respecto a t ' " :pro Bl.nc ... S cas se encuentra 

elevado con !''' "" ooto a etap2v de 
, 
on. 

2) Se hizo 11..."18. stración recta 

tenc c1e co en dos 1 

• Durante la demostración se observó que 

co 

.. 't pOS1. o 

lí ca es mayor en la 

3) El e 

en estado latente, en 

encuentra to e activa .. 

la activi co 

reab::iO 

que 

de co 

en etapa 

ca,' S6 en.eon 

ríar concentraciones de CaC12 éte O. 

ac 

.. 
la e 

la 

a.e 

c:ue. 

s-

colagenolític en se c,va 4 a 5 

veces, se ensa que calcio e za 8. 

es del COY;lpl jo 

too 
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