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La ¡,>alabra Cola0e1w deriva d1.:!l Fx:ances: collagéne .Antigua-· 

mente se le de,fin:Í.a como constituyentu del tejido conectivo. que-

al calentarse se tran~;fonna (~n Gc;lat:i.ní.:l.. 

La colágena está ampliamente difundida en la escala zool6gi 

ca, encontrándose desda c~;ponjd~-:5 hasta mamífero~. Es el principal 

componente del tojido conectivo l.axo y constituye del 20 a 25% de 

las proteínas totales on mamíferos (1) . 

Su estructura varía en l~s diferentes regiones del organis-

mo, según la función qu¿; dc::>cLipeña. Así, encontramos que en el --

-
periostio, en lns cápsulnn fibrosas de varios órganos y art la ---

piel, las fibras colágenas se encuentran entrelazadas sin orien~s. 

ci6n determinada aparente, dándole al tejido su resistencia cara.é_-

terística. En los tendones y ligl'.l.mentos, en donde se reqrüie:r:e ma-

yor: fuerza y elasticidad, las fibras se unen paralelamente formaa. 

do ha.ces o cordones gn.rnsor;. En las pa:redes de visceras, forma ·re 
' ........ , 

des de fibras elásticai3 que permiten su fácil distensión. En la -

c6rnea, son fibrilJ..as muy finas orientadas de tal manera que pe,r.;.. 

miten el paso de 1':1 luz. J!:n el hueso, se encuentran organizada~-• 

en mallas que eirven de ci:mt.ro de nucleación para la caloifica--... 

oi6n(2} . 

L l .. ' a co agenn t:i..eno gran impmctancia en medicina, sobre todo-· 

en cirugía, en donde se ut.1liza como mai:.érial de 

tesis en Oftalmología., como material para aubr,ir 
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encuentra involucrada en los procesos de cicatrizaci6n~ as! oomo..;. 

en el proceso normal de envejecimianto (3). Se encucntrá'af~ctada 
<" 'i•, '\!~JA 

en forma pr·imaria en onfermedades como la Artitris reumatoide,Lu-

pus eritematoso, Poliarteritis nodoea, Dermatomiositia, EScle~o~-

dermia, etc. y está relacionada con enfermedades he.;:editarias co-

mo en el síndrome de Marfnn y Osteogénesis imperfe,ta. 

El recambio metabólico de la coláge1\a es ca:: i nulo en adul-

tos 1 sin embar~JO, en el animal joven hay un lento recambio qu,e V.!, 

ria en velocidad de acuerdo con el tejido de que sa trate, siendo 

"" más activo ei1 el utcro y totalmente inert.e en los tendones, aortat · 

etc. (4). 

GENERALIDADES. 

La unidad básica de la col~gena (Tropocoligena}, tien~ un~-~ 
o o 

longitud de 3000 A y un diámetro de 15 A {5}. Su peso molecular 

ap1·oximado es de 300 000 (6) . Está formada por tres cadenas poli-

peptídicas ( cadenas~) cada una de ellas con un peso molecular~· 

mayor de 90 000 (7); dos de las cadenas son idénticas y sedenomi 

nano( l, mientras que la tercera tiene una composición de andnoáci-

dos diferente y se denomina ~ 2 (8) . En la colágena de piel de T 

Bacalao, las tres cadenas tienen una composici6n de aminoácidos-~ 

diferente y Ern 1 e:? ha dcmünado ~ l, e.o( 2 y o{ 3 {9) {10) • Algunos- ¡; 

de Becerro (lli (12) · d h d · · , COLdgena e. ueso e pollo (13), 

e" 1 /Ís..:!na de p1e1 de Rata (12) , · a -tiene tres ca ena9 
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Kang y colaboradores (14) han encontrado otro tipo de endona o(.en-

col6gena de piel·de pollo, que es igual a la cadena~l pero lo fal 

ta un fragmento. Explican este hecho por un mecanismo de de9l:ada--

ción enzimática que puede quital':' este fragmento, o bién, puede de-

berse a defectos de extracción y que el ácido con el que extraen--

pudiera romper un sitio lábil de la molécula. Esto podría explicar 

las distintas cadenas «. en diferentes especies, excepto en la ---

piel de Bacalao.La col§gena joven, desnaturalizada por calor, se--

separa en sus tres componentes originales y conforme va madurando; 

aparecen dímeros ( ~ ) y trímeros ( '( ) . El aímero formado por dos--

d.. 1 se llama j?> 11 y el formado por el.. l+ o< 2, )-' 12. El peso moléc~. 

lar de las cadenas j3 es de 196 000 + 1000, o sea al doble de la:s o(. 

Tambíen se han encontrado componentes con peso rnolécular mayor de-

300 000, de los cuales se sabe poco todavia. 

Gallop y colaboradores (15) , han sugerido la posi1)ilidad de-

que las cadenas o( estén formadas por cuatro subunidades, cada una--

con un peso molécular de 25 000, unidas entre sí por enlaces sen- · · 

sibles a la acción de agentes nucleofílicos como h:i.droxilamina o -

hidr~zina. Estos enlaces pueden ser ~steres o imidas. Petruska y--

Hodge (16) et;Lud.iaron fibras colágenas con el microscopio electró-

nico y vieron que la simetrí.'a presente- no est?ba de acuerdo con el 

modelo de subunidades presentc,do por Gallop y proponen un rnodelo-

difaz61;t~. =~-- ~n.-.~·-~ ~n __ o ~_e_• J .. ~.·--'.~ ~r~o cad na d 1 t ¡-. -- -- - - . - - ·--=·~ e .es e a .. ropocq_~g_(;n~ 

tienen 5 subunida<les, mientras que la. tercer cadena tiGne.'.1 · 
,\; ' -··:·'"."·-~ 

.l. 



des es igual o diferente en cada subunidad. Afies más.tarde, Butlet' 

(17) y Bm:-nstein (18), estudiando la sensibilidad de la coJ.ágena--

a la hidroxilamina, demuestran que dos de los enlaces son posible
i.·. 

mente imidas del ácido aspártico y descartan la posibilidad de ---

subunidades unidas por uniones tipo Ester. 

A nivel de estructura molecular, los estudios con difracci6n 

de Rayos X de Rich y Crick (19), así como los de Ramachandran (20) 

(21) y de Cowan y McGavin (22), han mostrado que las cadenas eo'..-~- • 

forman cada una, hélices hacü1 la izquierda. Cada residuo d~ un gi 

e 
ro de-120º sobre su eje en una longitud aproximada de 3 A' habien-

e 
do una translación de 9 A en cada vuelta. Esto implica que cada--

tercer residuo representa un giro completo, es decir de -360ª. A--

su vez, las tres cadenas<:<. se enrollan sobre un eje común formando-

una super hélice hacia la derecha, la cual se estabiliza por puen-

. ,. 
tes de hidrogeno entre el grupo NH 2 de la tercera unión peptídica-

y el grupo - C=O de la tercera unión peptídica de otra cadena ady!!. 

cente. F~r cada tres aminoácidos hay dos puentes de hidrógeno, ha-

,,. 
biendo ta.'Ubién un puente de 1lidrogeno con el agua estructural de--

la proteína {23) 

La colágena de la piel se puede extraer a 4° e utilizando --

soluciones alcalinas débiles, ácidos débil c.s o bie:n soluciones de-

sales neutras. En estas condiciones, la col&gena cst~ nativa y 

reciente.mente sintetizada, se e::r:tr.;::_¡e 
,., 

facilmente en [~ol u e iones 

sales neutras y. est~ fo"'"ro."'-'"ia Ce"'•¡::\( ·""el·· · · t 
- k M~ ·-~ a~. ~sivamen·e por 
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(24) (25), La colágena mas vieja, requiere para su extracción.de-

soluciones ácidas débiles como soluciones amortiguadoras de ci~·-

tratos (26) o ácido acético 0.5M. En esta colágena puede háber""'-

hasta un 50'% de componentes J.' y también se pueden encontrar com

ponentes '( . Lo que queda después de estas extracciones es la --

llamada "Colágeno Insoluble 11
, que sólo se puede extraer con métQ. 

dos drásticos como calenti:uniento con ácido t:ric.loroacético a 90° 

e (27) (28) o bim con agentes desnaturalü:antes como urea y Gua-

nldina ( 29) . 

La colágena extraida que queda en solución, puede regenerar 

laa fibras nativas por diálif<is contra iones fosfato {30) . Si a-- ,, 

la solución de tropocolágena se le ad:L~iona ATP, las fibras preoi 

pitan en \ln nuevo tipo de estructura llamada SLS (segmentos de e~ 

paciarn.iento largo), en las cuales, las fibras se encuentran para-

lelas cabeza con cabeza y cola con cola. Otro arreglo puede hace~ 

se adicionando Glicoproteínae, con lo que se forman otras eatruc-

turas llamadas FLS (fibras con espaciamiento largo), unidas las--

fibras alternadamente cabeza con cola (31). Todas estas estruetu;... 

ras son int1~rconvertibles {32). 

fQM?OSICidN DE AMINOACIDOS. 

Una característica química muy ·· .nportante de la proteína es 

la abundtmc:i.a del aminoácido Glicin;:1 (forma el 33% de los aminoti-

--- --1 ~"".t.it:!lols ... Q \ a:.L ...... v ....... ~_., .. _, r 

·~ \ 

de cisteina ( eata última sola::. :::ntc ;;t;: ha encontrado en l~. eoÜi~e... . 

na de Aacar..:La (33) , afü'~m~s, h~ pXetH·mcia de hid~oxiprGli~~, 

~ - -·~-· ------------'--'---'----~·~·-~--~~ 
-------~~~~---

·, .. ,· 

.... ;, 
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aparte de coligena, se encuentra en muy pequefta proporci6n (alre-

dador del 1%) en Elastina (34) y en algunas plantas (Helianthus--

tuberosus, Pisum sativum y Avena sat:i.va) (35) {36). La hidroxilisi. 

na, se encuentra en pequena concentraci6n y es exclusiva de la --

colágena. 

Estos aminoácidos desempeflan un papel muy importante; la --

hidrox~prolina junto con la prolina, representan el 25% del total 

de aminoácidos. La presencia de hidroxiprolina se considera como-

indicio de colágena y su contenido, como medidc) de cuantificación 

de está. La hidroxilisina esta involucrada en la formación de en-

laces intra e inter moleculares y es el sitio de unión de carbohi 

dr ato s ( 3 7) • 

La estructura primario de la colágena var{a de especie a ee. 

pecie. sin embargo, conservan una característica común: la presen 

cia de una zona Cristalina (no polar ),en donde de cada tres amino.! 

cidos se encuentra una glicina, seguida de una prolina formando--

así una secuencia repetida del trip~ptido GLI-PRO-X 1 en donde X -

puede ser cualquier otro aminoácido, Frecuentemente se encuentra-

hidroxiprolina o alanina (38). Existe otra zona llamada Zona Amor 
" -

fa (polar), en donde predominan los aminoácidos polares (39) .Ea-

tas zonas se repiten a lo largo de la p~olelnd, 16 confieren una 

estructura especial y son los responsables de J.a p0riodicidad ca-

racteristica de la colágena (40) (41), <:mi cGmo la zona cri6i:.al.i.úó'' 

es la responsable de la estructura helicoidal (42' • 
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firmada con el uso de colagenasa bacterianc*, enzima que tiene cg_ 

mo sustrato específico colágena o gelatina (43). Es específica pa 

ra la secuencia PH.o-x+GJ .... :t-PRO-Y rompiendo como se indica entre X

y GLI (40) (43)" La colágena (I:::htyocol) se rompe en apro:ximadamen. 

te 200 pépt idos. La mayoría de los péptidos tienen glicina como ami-

no terminai (45) , prolina en segundo lugar y el tercer lugar va--

ría seg~n el tamafio. Los trip~ptidos tienen generalmente hidroxi-

prolina o alanin<:< (38) , o bien otro u ¿i.minoiic :i.doB aunque en mucho-

menor proporci6n(46). Los trabajos de Nagai y Nada (47) utilizan-

do oligop~ptidos sint6ticos confirman la especificidad de la co-

lagenasa. Los estudios realiza~os por Grassman(48) con otras enzi 

mas pr:oteolíticas como tripsina y quimotripsina, confirmaron la--

existencia de zonas polares en colágena. Aislaron p~ptidos pobres 

en imino&cidos que se podían separar de 0tros ricos en ellos. Es-

tos estudios, junto con los de difracci6n de Rayos X y microsco--

pía electrónica, confirman la existencia de ambas zonas: cristall_ 

.na y amorfa en colágena (49) 

La colágena presentaba serios problemas para e::itudiar su s2, 

cuencia de amin05cido::; ya quo cada cadena está formada por aprox!, 

madamente 1000 amino5cidos. Si se fragmenta con enzimas prciteolí~ 

ticas o colagen.ar:>a, se obtiene un rn.t1w2ro e.levado de péptidos, lo-

que <li.f icult.a ::;u o:;;tudio. 
*"La -;-;-i u~;-;;:~--;:~tTii z ,;.1·~---;~-· p~~-~i.[~{;;¿;·-z1~;- (.:1 ¿-;t-~·-i~TI~;;~~-his tolyt i é\iffi' •. 
Es estable a 37 º e, tiene un pr1 G.vL.i.111u <::üt:;:.:;:, c. "::{ '.:'; y ;;;-.::(i~ieY-e -i~~ 
nes calcio p~:,..:a ~m actividad. Es in1d.bida po:c cisteina~ ED'l'A y 
otros agentef:l quclan.tes 1 lo quo sug ierc que: bó!nga un metal en 
molécula {44) . . 

.·.;. 



·'· 

8 

un método químico que abrió las puertas al eetudio de la --

est:r.:uctur<.:¡ primaria, es la ruptu.ra con Bromuro do cianógeno (CNBr) 

reactivo 1.:1ue rompe la cadena pept:Í.cUca a nlvul de las metioninas-

y las transforma en homoserina o su lnctonar por consiguiente, CA 

da péptido tiene una homosorin;:i o ~m J..actona en la regi6n carboxJ_ 

lo terminal (50) ( 51) . 

Hay de 5 a 9 metioninas en la colágena dependiendo de la e~ 

pecie animal y del sitio de su extracci6n. cuando se incuba con-

CNBr se rompe en un número discreto de péptidos (6 a lo } (52} .El[ 

te m6todo ha permitido estudiar la estructura primaria de las co-

lágenas extraidas de piel de rata (53), piel de pollo {54) 

hueso de pollo ( 56) ( 57) • 

cuando se incuba oU de piel de rata (7 metioninas} , se ob• 

tienen 8 péptidos, los cuales han si.do separados por cromatogra':"'~· 

fía en columnas de c<Jrboximet.i lcelulosa y fosf ocelulosa ( 53) • Se~. · 

les ha denominado conformo ernel~gen de la pr Lmera columna oi. lCBl, -

o<. 1CB2, oZlCB3, etc. { 58) La nomenclatura indica la cadena de 

la cual proviene el f:l~agmcnto y el reactivo usado para romperlo) • · 

A cada uno de: los péptidos se les he\ determinado su composJ:/ 

ci6n do amino;)d.doB ( ~58) , perno molecular ( 58) y el orden en que -

se oncucncran on la cadena (59). Los refultados obtenidou por 

Piez y colaboradox:er.:i se; mu(;ut:Lan en la 'i'a.bla I (7). 

Hecientemcnt:0 

de J. a cadena o< 2 de la colágena de pie J. de rnta ( 60) y 

la secuencia (lo aminoácido~'.\ de <:J.lcB1, .. -.::/1CD2, y ~..,..(2CB1 
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TABLA I 

ORDEN y CARACTERIS'rICAS DE LOS PEPTIDOS OB'rENIDOS CON CNBr .. 

i¡•' 

\ 
' .. :· SEPARADOS EN CARBOXIME'rILCELUI~OSA (7) • * 
' 

rPEPTIDO RESIDUOS/PEPTIDO PESO MOLECULAR** 

~ICBI 15 1476 

o,( ICB2 36 3311 

-:;.( ICB4 46 4404 

e-< ICB5 37 3525 

e:.( ICB8 266 24200. 

o( ICB3 148 1.3500 

o/.. ICB7 266 242dfb' 

.<:.( ICB6 182 16600 

-
El orden de los péptidos fue tomado de Piez (59) • 

*'i calculadc1 por contenido clr d.minóacidos. 
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Estas secuencias se ilustran en la Figura 1. 

ENLACES EN COLAGENA. 

La colii.gena de la mayoría de las especies tiene uniones co-

valentes, las cuales son responsables de la forrnaci6n de dímeros-

. La ausencia de cisteínas y por lo tanto de 
( )3 ) y trírnc l:·os ( .. (() 

puentes disulfuro, hace pensar en otro tipo de uniones químicas -

coma las responsables de este proceso. s6lo se han encontrado en-

laces disulfuro en la colágena de cutícula de Ascaris (63). Er. 

colágena de la n.atriz de la dentina, se han postulado enlaces for 

mados por ésteres de fosfato ha~;ta en nna prornrciÓn del 60% ('64) • 

En una excelente revisión sobre las uniones poco comunes en 

colágena, Hardin<J ( 6 5) , discute c.llnpl i.amc'.nte 1 as uniones t i.po E!:;--' 

ter, O - glutámico, 
('.) -aspártico, uniones glucosíclicas, 
/ 

aldell ido.s. · 

etc. como posibles enlaces intrarnolecúal.r.es, sin embargo, no pre-

senta evidencia de ninguna de ella~. 

En el afio de 1954, (66) y posteriormente en 1958 {67), Lan-'· 

ducci, demostró Ju presencia de grupos carbonilo libres en colágé 

na. Años 
., 

mas tarJe, Gustavson 
(68) , den~str6 que pequcfias cantid~ 

des de aldehidos tienen un gran efecto sobre ln estabilidad de la 

proteína. 

En 1962, Leve ne (69) 
altamente puri 

. ~ , .... o r ma i· , 
ficdua ;~¿:;c:;.cc:i.on:::.!."';:! eon la 2,tl-di.n:i.t.rof:cni111\cfr;p.i11;1 1,·>:1r-.'"' f 2 

4·-dinitrofeni.lhidrazonas; :..;in emb<.n.·qo, colftyona ccn t ran~~tol,·noE; én 

' \ ~. 

" 

-.J----~~.~a~ 
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PIGUR.l\ I ~ .:. 

SECUENCL'\ DE AMINO.!\CIDOS Y SITIO DE ACCION DE LAS ENZIMAS SOBRE LOS PEJ?TIDOS 

c(.ICBI, ~ ICB2 o{ 2CBI DE COI..AGENA DE PIEL DE AATA.. (61) (62). 

Q T e , e irnr e , P 

X-GLI-Tm h SP-GLU-LIS ~SER -A JA -G LI -VAL-SER -VA L-PRO-G LI-PR 0-MET!c LI-PRO-SE« !e LI-

5 10 15 
T,P,c P e e P e 

PRO-ARG1,LitLEU-OHPR01,LI-PR0-0HPR0!cLI!AJA-0HPR0~LI-PR0-
20 25 30 

P Q e P P 

~ i i ! ¡ 
GLN-GLI-FEN-GLN-GLI-PRO-OHPRO-GLI-GLU-OHPRO-GLI-GLU-vrlPR0-

35 40 45 

o( ICBI y el.. IC B2 

p P e CNBr 

t ~ i i 
GLI-AIA-SER-GLI-PRO-MET-

50 CNBr 
Q T 1 
.+ .t. + PCA-TIR-SER-ASP-LIS~LI-VAL-SER- ALA-GLI-PRO-GLI-PRO-MET-

5 10 

o/. 2CBI 

Q = quimotripsina 
e = colagenasa 
T = tripsina 
P = pe'psina 
PCA= ácido pirrolid6n carboxilico 
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d~ba la reacci6n de la 2,4-dinitrofenilhidrazina y sugiri6 que li 

colágena tenia aldehidos y que estos estaban involucrados en la--

formación de los enlaces. Al mismo tiempo fueron encontrados gru-

pos aldehidos en las col~genas de la vejiga natatoria de la carpa· 

(Ichthyocol) y de la piel de Becerro (70) . 

Los aldehidos fueron tomando importancia y un año más tarde, 

Mil ch, ('71) , demostró que metabol i tos c0nteniendo aldehidos prod~ 

cían en colágena cambios semejantes a los producidos con el enve-

mecimiento.Gnllop, en 1964 {72), sugirió que los carbonilos encon. 

trados en colágena eran ceto ácidos o aldehidos ol.-p insaturados. 

Al mi.smo t-iempo, Rojkind y colaboradores (7:'.;), incubaron colágena 

con 2 ,4-dinitrofenil1üdrazina, la digirieron con <::olagenasa bact~ 

riana y lograron aisl.ar un p~ptido de 30 amino~cidos que contenía 

una 2,4 dinitrofenilhidrazona con espectro característico de alO..Q.' 

hido «-p insaturado. J::Ste péptido provenía de lo. región amino ""'.~ 

terminal y el aldehido ae encontraba entre los primeros 7 aminoá-

cides de la cadena (74). 

El origen y localizaci6n de los aldehidoa se aclar6 con.los 

estudios de Born.Ylotn y ... ~ola.borado:rc·H3 (75) y Bornatein y Piez 

Estos autores rompieron con CNBl'.' cadenas purificadas d. y J3 • Se .... 
pc..raron los péptidos por cromatograf Ía en columnas de car9oxirne--

til celulo;.;;a y fosfocelulosa ~ En léw cadenas o1.. encontraron que--

d(1B de los péptidos tenian 14 o 15 nminoácidos y una composic;í6n-

idéntica a excepción de un residuo i en uno fü·) ellos se. e~~<.)nfr'~()~-:::..,-..,:: 
. ~ '.. . . . . 
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una lisina en posición número 5 · 1 Cl' 1 l i. 8 ) l t . ~ ~. y en e o ro se ell 

centraba un aldehído saturado ( ol. cBl ald} en lugar de lisinu, En-

las cadenas J3 en lugar U.e estos péptidos ;.;e encontr6 un péptido-

de 30 aminoácidos con un aldehído ..::i<. - J3 insaturado. Los estudios 

14 metabólicos realizados con li.sina e , demostraron que ~ste alde-

hido provenía de la lisina, por provable desaminación oxidativa --
/ 

del grupo € - amino, La enzima responsable de esta desaminaci6n-

.. 
fue demostrada dos afias más tarde por Pinell y colaboradores (77), 

y el aldehido que se forma recibi6 el nombre de Allisina. La colág~ 

na obtenida de animales t.ratadas con J3 -amino propionitrilo con-

tenía poco aldehido y los p~ptidos obtenidos por ruptura con CNBr

mostraban la ~1sencia del p~ptido cÁCBl 
ald 

con estos datos se demostr6 que el p~ptido previamente aisl~ 

do con Rojkind con la 2, 4-dinitrofenilhidrazina (73) (74) y el ob-

tenjdo J?0:C Bornstein (75) (76) era el mismo y se sugirió que el e 

lace intramolecular se formaba por una condensación aldólica de 

las Allisinas de dos cadenas vecinas. 

Rojkind, Rhi y Aguirre (78) estudiaron la biosíntesis del a}:;; 

d h • d - F (?; . d ~ • • . d - • • 14 e 1 o O'-~¡· ins;atura "º aci!n1nist:ra o 1,i.sina e y lisina tritiada 

en posiciones específicas. La actividad específica respecto a c14 ~ 

del péptido con el alde: .. ido oL.-/~ insoturado, correspondía al doble 

de la encontr:c-,da p.:1ra una lisinu, Lo cual sugería la presencia de-

~ . . ¡ . 1 d . ,,. . 
aoM c.;v1t•j.Jü.35t~.:;:.: ~:::::!:'2-urir os e este ;:¡11unoacido. Por el po:cciento de-,.-

pérdida,de tritio se confirmó qnc::o ~;e unían por medio de µna 

.:. ,, 
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sación aldÓlica. 

Desde la época de Sócrates, se conocía que ciertos animales 

alimentados con una variedad de chÍcharos silvestres, presentaban 

alteraciones en el tejido conectivo. El principio activo de estos 

ch.Ícharos es el p -amino propionitrilo y la enfermedad que produ

cen se denominó Latirismo ( por la variedad de chícharos Lathyn1s 

odoratus y r...athyrus sativus) . Se demostró que la enfermedad que -

producen se debe a la falta de formaci6n de enlaces intra e intek 

moleculares (79) (80) . 

Gross, en 1963 (81), investigó a fondo los efectos de los•-

Latir6genos sobre col~gena compar~ndola con col&gena normal. En--

contró que tenía la mi ~3J11a campos ición de aminoácidos, carbohidra-

tos, etc, sin embargo, la colágena latirítica se disolvía mucho-·-

más fácilmente en frío que la normal y mostraba p~quef'ías diferen-

cias fisico-químicas. Por estos y otros estu~ios se concluyó que-

la acci6n de este agente, era a nivel de los enlaces intra a in--

ter moleculares, ya sea rompiéndolos (82) o no dejando que se fO!_ 

(79) (80) (81) . Zif f (83) / 
,. 

el lat.i:rógeno s6lo men observo que ac-

túa sobre colágena que S•2 está sintetizando y no tiene acci6n so_ ... 

bre la colágena ya formada. E:,e sug:i rió que el , .. amino propioni-

trilo actuaba bloqueando los grupos -1ldehidos (84) -::.- sin embargo,-

más tarde se' demostró que este aqente actuaba inhibiendo la forms 

ciúu u€: lu. .r~ll:i io:ina (Tl) . Rojk:i nd y Juárcz (85) demostruron que 

1 -· .. i ... · "1 , a · ,~ J · · · " a co.Lagena a1.::i..r1. :1.ca pro u::J.(.ia por .a adnu.nistracion 

."\j 



15 

no propionitrilo y tiosemicarbazida, tenía s61o un SO% del conteni 

do normal de aldehidos. Page y Benditt (86) (87) encont:raron resul 

tados semejantes y haciendo estudios con sustratos sintéticos, de-

mostraron que el Jb -APN actúa inhibiendo competitivamente a una

amino oxidasa inespecífica. Estos autores propusieron que el lati~ 

r6geno actúa del mismo modo en la col&gena, no dejando que se for-

me la Allisina. La presencia de una amino oxidasa específica para--

col¡gena ha sido demostrada en extracto de hueso por Pinell (77) : 

(Esta enzima es dependiente de cobre y los animales con dieta po--

bre en cobre presentan ~n cuadro seinejartte al Latirismo {88) (89) --

( 90) • 

Existe otro tipo de compuestos que producen Latiriumo, como-

son las semicarbazidas y las tiosemicarbazidas (91). Estas pueden-

actuar bloqueando los grupos aldehido formando semicarbazonas (93) 

(94) o también inhibiendo a la enz:i.ma. 

Grupos de compuestos que contienen un grupo 'riol {Penicila--

mina, Mercaptoetanolarnina, Cisteína, etc.), producen en el animal-

experimental un cuadro semejante al Latirismo. La colágena es más• 

soluble, contiene una proporción menor de cadenas f y sin embar

go tiene un contenido normal de üldeh ido~1. I.a colágena así extra{-

da envejece más r6pidamente que la n0rmal cuando se incuba "In vi~ 

troº utilizando el r.'.l:ístema de G[Osc:; (JO). La colágena relativarnen-

t.c •.: iej ::.. puede extraer se con los compuesto::; ar:r. iba mencionarlos __ :~ 

. - - ··:~ :::··. -7 ::~ ... ~~-~;..-:;:;::-.:..: 

cuando, el tejido se incuba a pll neutro y 4ºC. E :;ta colágena 

'·;;, 
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un contenido normal de cadenas p y lon aldehidos se encuentrah ,,.._ 

norm~les o rumentados. A los pocos minutos do incubarla 11 In Vitro" 

~ pH neutro y 37°C, se forma un gel altamente insoluble. Con to--

dos estos datos se ha ~mgerido que la Penicilam.ina actúa combináu ,, 

dose o desplaze:rndo al aldehido para formar un compuesto más esta-

ble: las Tiazolidinas (95) (96) (97} {98). Pinell (77), ha demos-

trado que la Penicilamina no inhibe a la enzima, lo cual está de-

acuerdo con los datos de Nirnni y su grupo (95, 96, 97, 98). 

CARBOHIDRATOS EN COLA,..iENl\. 

Se ha encontrado que los carbohidratos presentes en algunas-

col&genas de vortebra~os, son hexosas: especifícamente D glucosa~-

y D-galactoBa. Se encuentran 1.midos a la proteína por uniones glu-

cosídicas a través del carbono 1 de la hexosa. En Ichthyocol hay.-

5 residuos de glucosa y 7 de galactosa por tropo.:::olágena de 
_,_ __ 

300 000 de peao molecular (99) . El grupo donador del hidroxilo en-

la proteína es la hidroxilisina (37), pudiendo encontrarse las he-

xosas como mono o disacáridos {LOO) . 

GENERALIDADES SOBRE BIOSINTESIS. 

La colágena se sintetiza en el Retículo endoplásmico de los-

Fibroblastos (101), sin embargo, parece ser que hay otro tipo de -

c~lulas no fibrobl&sticas que tienen la capacidad de sintetizar --

'· colágena, aunque en mucha menor p:r:oporc i6n ( 102) .. 

Se ha visto que administrando hidroxiprolina 
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radioactivas, no se incorporan a la colág(rna, sin embargo, cuando

se admini~tra prolina o lisina marcadas, se encuentra hidroxiprolJ:. 

na e bidroxilisina radioactivas ( 103) . Esto sug id.Ó qu,e hay un pr!!_ 

cursor rico en prolina (104}, y una enzima hidroxilante, que es la 

responsable de hidroxilar a la prolina y a la lisina {105) . A este 

precursor se la ha denominado Protocol&gena (28) y se ha logrado--

preparar utilizando ~ • ...< 1-dipiridil, qu.e es un :i.nhibidor de la ---

hidroxilasa (106). La hidt·oxilasa para su acción requiere ácido-":" 

o!. ceto glutárico, iones ferrosos, oxígeno molecular y la p~esen-

cia de ácido asc6rbico (107). Para que la enzima act~e necesita un 

sustrato de más de 2000 de peso molecular (108) . 

ASPECTOS INMUNOLOGICOS. 

Por mucho tiempo se creía que la colágena tenía poco o ningún ·. 

poder antig6nico. Esto se atribuía a la falt2 ~e triptofano y al--

bajo contenido de amino5cidos aromáticos como tirosina y fenil ala -· 
nina (109). Sin embargo, en 1953, Maurer (llO) logr6 preparar anti -
cuerpos contra gelatina obtenida de varias especies animales. 

Se considt::ran r.esponsables de la actividad antigénica de la-

colágena a los péptidos derivados do la región amino terminal ---- ' 

(equivalente &. CBl y CB2) , ya. que t' ·,n.c:11 una de las tiroeinas ex is -
tentes en coláqena (111) . 

La f inal·id.ad del pre1.sente trabajo eia 'aislar 
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estructura del.enlace intramolecular, 
al mismo tiempo de hacer un 

estudio comparativo entre dos especies diferentes como son la ra•; ,,, .· 

ta y el becerro. 

'{ :i;:··· 

e· 
. ."í} - . ' ·~·. 

~~~mwt~~t::.~~~illii-·mnMi¡pj¡§~~~~ 
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M A T E R I A L 

Las resinas para cromatografía que se utiliza.ron se obtB.-;... 

vieron de las siguientes casas comerciales: Carboximetilcelulosa-
., 

CM-52 de Whatman: DEAE-celulosa de Serva Entwickungslabor, Heidel 

berg: Bio Gel y Fosfocelulosa de Bio-Rad; Sephadex G-25 de PharmA 

cia Fine Chemica.ls r 2, 4-dinitr.o fenilhidrazina, Bromuro de cian2-

geno de Eastman Organic Chemicals; Borohidruro de sodio de Mathe-

son, cole:nan and Eell; Acid·:> cr:omotrópico de May & Baker: Ninhi-:-

drina de Pierce Chemical Company ~ Hidrox:ido de Hiamina, PP0-2, 5~di 

feniloxazol y Dimetil-POPOP (1,4-bis-2 (4-metil-5-Feniloxazolil]~ 

benceno) de la casa Packard 1 Piridina, 'l'etra cloruro de carbono;:-

~cido Formico y Meta pariodato de sodio de J.T.Baker. 

La colágenasa bacteriana fue obsequio del or ... Sam Sf:)if:te_r~ 

del Instituto Albert Einstein de Nueva York~ 

Todos los reactivor:~ utilizados fueron qu!mic::amente puros._ . 
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M E T O .D O S ·" ,.-

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE COLAGENA SOLUBLE EN A~. {Metodp 

de Gallop J26) • 

Todo el proceso que se describe a continuación se realizo~ 

a 4ºc. La piel de Becerro o de las.Ratas recientemente sacrific~-

das, se rasura perfectamente y se elimina el tejido celular sube~ 

táneo, músculo, etc .. Se fragmenta finamente y se muE~le en un moli 

no de carne. Pproximadamete 500 g de la piel molida se suspenden-

en dos litros de una .solución de acetato de sodio 0.5M y se dejat>r 

agitando toda la noche. Se filtra a través de una gasa, se desh~-

cha el 2iltrado y se repite el proceso dos veces más. Se su~pe.n--
"'.: 

de la piel en dos litros de agua destilada, se deja agitando toda 

la noche, se filtra a través de una gasa y se deshecha el filtrado. 

Se repite dos veces. Se suspende el sedimento en dos litros de ~-

·una solución de citratos, la que contiene un litro de citrato de-

sodio 0.05M y un litro do &cido cítrico O.lM, la soluci6n queda -

con un pH de 4.3. Se ngita toda la noche, se filtra a trav's de -

una gaea, se guar.·da el filtrado y se repite ln e)ctracci6n dos v~-

ces más. Se juntan los filtrados y se centrifugan a 20 000 x g dll 
{·. 

rante 60 mins. an una centrifuga MSE-40. Se dializa el sobrenadan 
' i~ 

te contra unu ~0luci6n de f0Rfatos 0.02M hasta que las fibr~s de-

colágena precipitan.se centrifuga, se lava el sedimento tres ve-- ,, ,: 
--:· -

·~J!-
._:~.v 

~~~....;..:...;...~------------.. ~~~,.,,,..- -
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ces con agua destilada y se disuelve en ácido acético o.25M. El -. 

material así obtenido puede liofilizarse o guardarse congelado. 

SEPARACION DE CADENAS ol. ~r ~ CARBOXIME'l'ILCELULOSA. (Método de

Piez (24~ . 

Se prepara la carboximetilcelulosa (CM-celulosa) por el rné 

todo de Peterson y Sober (112) . Se suspende en una solución amor-

tiguadora de acetato de sodio 0.06.M pH 4.8 y se empaca la resina-

en una columna de cromatografía de 2.5 X 18 cm con un flujo ¿e 

180 ml/hora. La columna se mantiene a temperatura constante de 

4o0 c. 

Se disuelven 100 mg de colágena en 50 ml de solución amor-

tiguadora de acetato de sodio 0.06M pH 4.8 y se desnaturaliza la-

o . 
proteína calentando a 60 e por 30 mins. Se aplica la muestra en -

la columna y se eluye con un gradiente lineal de Nat:1 de o.o a --

O. lM en la soluci6n a.mortiguadora de acetato de ~;fOdio, en un vclu 

roen total de 800 ml. Se colectan fracciones de 8 ml a una velop,!~ 

dad de 180 ml/hora. La proteína se determina leyendo a 230 mp en -

un Espectrofot6metro Zciss. 

OBTENCION DEI. PEPTIDO CON EL AI.DBHIDO o/..- P' INSATURADO • 

Í· 

......... -·-----. ........_.;_-·· 
• '°IM•• ._. •• _, ·--~-W~ 

A una soluci6n al 1% de colágena de11mntu1·alizarh .Por rialoti 
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al o.2% en HCl 2N~ Se ajusta el. pH a 3 y se deja agitando 30 mina. 

a temperatura nmbiente. La reacción se termina por diálisis CO!l -

tra varios cambios de agua destilada durante 24 horas. 

El espectro de absorci6n del dari~ado formado se determin6 

utilizando un Espectrofotómetro B0ckman o. B. La concentraci6n de-

aldebido se det(}rminó usando un coeficierte de extinción molar da 

20 X 103 a 394 mp {74) . 

La colágena marcada con la 2,4-dinitrofenilhidrazina se ha 

ce o.OOSM con cloruro de calcio, se ajusta a pH 8.5 con NaOH lN y 

se agregan loot de cologenasa bacteriana purificada por cada 2g -

de colágena. Se mantiene el pH constante en 8.5 hasta que ya no -

haya variación y posteriormente se incuba a 4o0 c durante 24 horas. 

La mezcla de péptidos se aplica en una columna de 2. 5 X ·20 

cm de DEAE celulosa equilibrada con solución amortiguadora de 

Tria-HCl (tris-hidroxi metilaminoetano) 0.0lM pH 8.3. La muestra-

se eluye con 300 ml de la solución 0.05M de tris-HCl pH 8.3 y PO!. 

teriormente con un gradiente lineal de NaCl de o.o a lM en un vo--
lumen total do 600 ml. Se colectan fracciones de 8 ml a una velo- . 

. ....... , 

cidad de 180 ml/hora y se determina la absorbancia a 230, 280 y -

390 mp. 
Los picoe se deealifican en unu columna de 2 X 50 cm d~ --

Bio-Gel P-2 equilibrado con icido ac¿tico 0.25M. Ln muestra des¿~ 

lifioada ea evapora a sequ¿~sd e~ un 0uR~)rndor rotatorio y se di~ .~ 
. -.-:::.::;:::··::-:,:;;:,-?:,.~ .• ~.,...:. ~ .::...J 

suelve en un volumen pequefio de agua destilada. 
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Alícuotas de l ml se aplican en el centro de tiras de pa- ·· 

pel Whatman 3 MM de 20 cm de ancho por 82 cm de largo. El papel-

se humedece con solución amortiguadora de Piridina-Aceté;i.to o.lM-. 

pH 4, se seca el exceso de buffer con papel filtro y se somete -

a electroforesis de alto voltaje en un aparato savant. Se utili-

za la misma soluci6n amortiguadora y se pasa unu corriente de --

24.4 voltios/cm cor 90 minutos. Se saca el papel y se deja secar 

en una campana de extracción. Se corta una tira de un centímetro 

de ancho a todo lo lar110 se humedece en una. solución de Ninhid:..·i 

na al 1% en acetona y se desarrolla el color calentando en un --

horno a loo0 c durante 5 mins. La zona que contiene la 2,4-din;\.~-

trofenilhidrazona (de color amarillo) , se corta en pequeños fra_sr 

mentas y se deja agitando toda la noche con agua destilada, ~e -

iiltra y concentra a un volumen final de 1 ml. 

REOUCCION CON BOROTRITIO DEL ALDEHIDO °'--=f INSATURADO. 

Se ajusta .la solucilín de colágena a pH 8, se agrega un e3i 

ceso de 200 molas de borohidruro de sodio tritiadc calibr~qo por 

el rn6todo de Gallop* (113) . Se deja agitando durante una bar~ ~-

------------------- .... ---_ .. __ - ~ ... -- ..... ----------- ------------"""'!':-~ .... -----------
e-

*Se reduca el ácido a aminolevulínico, se .f:orma el dinitro-fenol·· 
derivado, se purifica y se mide Ja radioactividad. La áctividad~ 
espec{fica se saca utilizando un coeficiente de extinción mofar.:.: 
de 16 ooo (para los D~P der · rados) • El ácido D aminol~vulintco,.
al igual que ei uldü1"!idn. d..-· insatun1do acepta una. rnol'écula de -
tritio en su estructura. 
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manteniendo el pH entre 8 y 9. Se para la reacción 1 ajando el -

pH a 3 con ácido acético o ácido clorhídrico. Se d .. aliza contra 

agua destilada o se liofiliza varias ..-eces hasta oblcner una as:.,-' 

tividad específica constante. A pesar de liofilizar varias ve--

ces, la proteína puede contener hasta un 20 a 2S% de agua que --

es muy dificil de eliminar. 

La actividad específica se expresa en dpm/rng de protei_-

na determinada por el método de la hidroxiprolina (114) . 

La radioactividad se determina poniendo 0.05 ml de la - -

muestra y 0.5 ml de Hidrdxido de Hiarnina ( l molar en metanol) ,-

en frascos de conteo conteniendo 15 ml de líquido de centelleo -

de la siguiente composición: 4g de PPO .(.2, 5-difeniloxazol) y 100 

mg de Dimetil POPOP (l,4-bis-2,(4-metil-5-feniloxazolil)benceno). 

en un litro de tolueno. Las muestras se contaron en un aparato -

Packard Tri-Carb. La proteína marcada se liofiliza, se disuelve-

en ácido fórmico al 70%, se agrega 100 molas de exceso de Bromu-

ro de cianógeno (CNBr) en relación al número de metioninas y se-

incuba a 4oºc durante 4 horas. La reacción se para al diluir lo 

veces con agua y se liofiliza para eliminar el exceso de reacti 

vo .t53). Se d.isuelvei en solución amortiguadora de citrato de so 

dio O .02M pH 3. 6 y Be apli.ca a una columna t'h~ 2. 5 X 18 CHI man_-

tenida a 11oºc que contiene CM-ct~1ulor;a equilibrada con la misma 

,, · d 'i·,,,1 íl'\.''"'·""tr.,·· se elu,re con un LJ:t'adiente U. eolu0inn nrnortLgua·ora. •A~J. ~ 1 

neal do NaCl de O .04 a O .14M en solución de ci tr~ to cie "if6Cii.-o'º;;;;=:.:c.c::::: 
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o.02M pH 3.6, en un volumen total de 1600 ml (58). Se colec~an~ 

fracciones de 8 rnl con un flujo de 160 ml/hora. La prote!ni:{ 'se• 

determina a 230 mp. Los picos obtenidos se desalifican en colum. 

nas de Bio-Gel P-2 por el método ya descrito. 

El pico conteniendo la radioactividad se aplica E una co 

lumna de 2.5 X 18 cm de Fosfocelulosa mantenida a 4oºc. La ---

muestra se eluye utilh:ando el método de Bornstein y colaborado 

res (75), con solución amortiguadora de acetato de sodio O.OOlM 

pH 3.8, con un gradiente lineal de NaCl de o.o a 0.3M en un vo-

lumen total de 820 ml. Se colect~n fracciones de 8 ml con una -

velocidad de 140 ml/hora. La proteína se detecta por su absor--

ci6n a 230 mp. 

El pico conteniendo la mayor parte de la radioactividad .... ·. 

se desalifica en una columna de 1 X 100 cm de Sephadex G-25 {m~ 

diano) eluyend.o con ácido acético O. 25M. Se purifica por eleo .. ·--
troforesis en alto voltaje. El pico se localiza cortando tiraa-

de 2 X 1 cm que se aplican en frascos de conteo con lo ml de· l:l 

quido á~ centelleo. 

ANALISIS DE AMINOACIDOS 

La muestra por analizar se coloca en ampollotas de. vi_:..:_,.::. 

dio, se le agrega un volumen igunJ. de HCl 12N y :'Jt!! cierran al - : 

vacío. Se hidrol:i.zan d11rante 24 horas en 'liil 'i1üi:-;;~ ~ 194:0:-:-c:~~:::~::.~f:::::; 

clorhídrico se evapora bajo presión reducida y la muestra 
,', 



26 

disuelve en un volumen pequeño de agua destilada. · 

La composición de aminoácidos se d0termina en un Analiz-ª. 

dor de aminoácidos Beckman / Spü-;co 120, utilizando la técnica-

acelerada 'de Spackman, Moore y Stein (115). 

DEMOSTRACION DEL DOBLE ENLACE 

.N OXIDACION CON OZONO 

La colágena liofilizada se corta finamente y se suspende 

en un volumen adecuado de CCl . Se adapta a un generador de Oz_o . 4 

no dejando que burbujee por un período de una hora. Se centrif_!! 

ga, se deshecha el sobrenadnnte y la colfigena se disuelve en --

agua destilada conteniendo borotritio con el fin de reducir los 

peróxidos y aldehídos formados. La muestra se dializa para elJ:.-

minar el exceso dG borotritio. 

B} OXIDACION CON ACIDO PERF9RMICO (116) . 

La colágena liofilizada se disuelve en un pequeño volu-

men de ácido fórmico al 90%. Se enfría la muestra <... -:5 "C Y se agr!! 

ga el §cido perf6rmico*, se deja a esta temperatura durante doé· 

horas, se diluye 10 veces el volumen con agua destilada y se -~ 

--------- ·---------·--------- __ _... ____ _ 
* Se prepara con 5 volúmenos de peróxido de hidrügéno al 30% y-
95 voh:íznenes de &cido fórmico al 90% y se mnntiene en envase ce 
rrado a temper¡;1tura am!Jient.t: dü:;::-u:-:5e dos. ho;ras. A.r:i,t:.º'~.~~-.aga:~-Z" 
garlo a la muestra se enfría a ·- 5 C. Se prepara cada vez~qü"ii::::'f::~~-.~ 
se va a utilizar. · · '~ ~ '{ · · 

.· :·'.·.:_!{~·::; .. 

··:.;, 
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liofili~a para eliminar loa reactiv~a • 

.91 OX!DACION CON PERIODATO 

,, 
1 

Se calihr6 el método cien colágf:ma, utilizando diferentes 

concentraciones de meta-·periodato de sodio a diferentes tiempos 

"i' mid:i.endo el f ormaldeh:tdo liberado usando la técnica del ácido 

cromotropico (117). 

Se ajusta la eoluci6n de colágena a pH entre 5 y 1, se -

agrega una solución de meta-periodato de sodio 0~02N (20¡.amolaa-

pcr mg de proteína) , se deja agitando por una hora en la oscuri 

dad. Li!:l reacción se para agregando glucosa para que se termine-

de consumir el periodato o bien qui.tanda el exceso de periodato 

agitándolo con Dowex l-X8 (200-400 mallas) y filtrando. Cuando-

se utilizó material radri.oactivo, se midió la radioactividad an.-

tes y fiáspúes de oxidar, evaporando la muestra varias veces pa-

ra eliminar el tritio li.berado y así poder determinar el por---

ciento de perdida de radioactividad. Alícuotas de las muestras 

tratadas con estos prccedimientos de oxidación se sometieron a-

eletroferes.is en gel de acrilanüda por el método de Nagai y cg_ 

laboradores {118) , los geles se tiñen con amido de Schwarz por 

5 mins. y se decolora con ácido acético u.l 7%. Con este método 

se puede ver la rclac:i.ón d~ w~ y f3 y dt~te:rnünar la ruptura de la-
1 

doble ligadurt1 prcv iw.a<?Hte hidrat:;.ida con ácido per fórmico. El-

poKcilí.mto relo.t.ivc' dec{yp se deLt:;:-mi~e en un Densitómetro Den-

eicord. 
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~SLAMIENTO DEL PRODUCTO DE REDUCCION DE LA CONDENSACION ALDOL1-

La colágena total o el péptido pur:o, se uomet::ieron a hi-·

drólisis alcalina con NaOH 2N en ampolletas cerradas al vacío d!!. 

rante 24 horas en un horno a 104 ºC. Se neutral.iza el hidroliz~

do con HCl 2N, se evapora a sequedad y de disuelve en un pequeno 

volumen de agua destilada. Se apl:i.ca la muestra en la columna ~

larga del Analizador de amino6cidos, el cual tiene adaptado un -

colector de fracciones. Se colectan fracci.ones de 1 rol, se deter 

mina la presencia de los am:i.noácidos por el método de la Ninhi-

drina (119) y el resto se utilizA p~ra determinar la radioactivi 

dad. 

LOs picos conteniendo radioactividad se concentraron, se-

ajusta el pH a 1 con HCl y se lleva a un volumen de: 10 ml. Toda -

la muestra se aplica a una columna de 1. 2 x 8 cm de Dowe:.;: 50-X4, 

eluyendo la sal con 15 ful de agua destilada y recuperando la 

muestra con 15 ml de amoniaco 3 N. 

Una alícuota de la mue15tra desalif:Lcada se pone en papel

Whatman 3 MM para hacer una cromatografia descendente,en Buta!""-

nol¡acáti.co:agua {4:1:1). Se.revela el cromatograrna con ninhidr_!; 

na y se localiza la radioact:Lvidad en un duplicado, contando en el 

papel diref..~tamente y así po'~~c determina.r el Rf de las muestras~ 
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RESULTADOS Y DISCU§JON 

La colágena obtenida se separa en cadenas ol.. y f . En la ""'··· 

Gráfica 1, se muestra el perfil de elución obtenido con colágena 

de Becerro. El primer pico que aparece corresponde a las cadenas 

d. 1 y al dímero p 11, que no se puede separar por tener la rrii§. ,, 

ma carga neta. El segundo pico corresponde al dímero p 12, que -

se encuentra f!l1 mayor proporción y no se resuelve completamente-

del monómero o< 2, qi..e sale il con Linuación. El último componente-

corresponde a agregados de mayor peso molecular, los cuales-

se eluyen con mayor fuerza i6nica o con NaOH. 

La grSfica II corresponde a la separación de colágena de~ 

Rata. El orden de eluc.ión es el ;nismo, sin embargo, se obtiene "." 

una mayor resoluci6n que en el caso de la colágena de Bece--

rro. La proporción de cadenas o(.:· r es aproximadamente del 50%. 

Se toman los dímeros de ambas especies, se dializan, se -

forma la 2,4-dinltrofenilhidrazona y se digieren con Colagena-

sa bacteriana. Los péptidos obtenidos se separan en columnas 'de 

DEAE-celulosa. En las gráficas III y IV, se muestran los patro;..;..-

nea de eluci6n de colágena de Becerro y Rata respectivamerite~ ~-

Con el volumen de exclusión de la columna aparece un pico·-

grande oJ. cual tiene la. mayor absorción a 230 111¡1. (región don-

de absorbe protGína) • Este pico representa el 80% de la pró~ 



GRAFIC1'. I. 

colágena de Becerro. cromatografia en CM-celulosa. 

La muestra se eluye con acetato de sodio o.06M pH 

4.8 con un gradienté ~ineal de NaCl de o.o a o.lM. 

Volumen total de 1000 rol. 

'·':'· 
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G R A F I CA II~ 

colágena de Rata. cromatografi~ en CM-celulosa. La .. 

muestra se eluye con acetato de sodio 0.06M pH 4.8 

con un gradiente lineal de NaCl de o.o a o.lM. va-

lumen total de 800 ml. 
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GRAFICA III. 

Ca~enas J?> 12 de Becerro. Cromatografía en DEAE..;,celulosa> 

La mues L·a se eluye con 300 ml de solución de Tris-HCl --

0 .0SM pH 8.3 y posteriormente con un gradiente lineal de""· 

Nacl de o.o a l.OM en un volumen total de 600 ml. 

_,·,, 
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G R A F I CA IV. 

Cadenas /' 11 de Rata. Cromatografía en DEAE-celulosa~ 

La muestra se eluye con 300 ml de solución amortiguad.e, 

ra de Tris-HCl 0.05M pH 8.3 y posteriormente con un. 

gradiente lineal de NaCl de o.o é:'. l.OM en un volumen .:.. 

total de 600 rol. 
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gi6n donde absorben los aminoácidos aromáticos. En este pico se 

encuentran los carbohidratos y los trip~ptidos de la zona 

cristalina que se obtienen con colagenasa. El 6ltimo pico 

que aparece, 

dos aromáticas) 

contiene la mayor absorción a 280 my (aminoáci 

Y toda la absorción a 390 mp, región que - _. 

corresponde a la longitud de onda máxima de la 2,4-dinitrofenii 

hidrazona del aldr~hido o<. - /3 i.nsa turado. Este pico comprende .... 

al péptido obtenido de la rcCJLÓn N-terminal por Rojkind y colabo 

radores (74) . 

El péptido se pasa por una columna de Bio-Gel P-2 para --

eliminar las sales y los contaminantes de pequefio peso molecu--

lar. Se purifica por electroforesis, en donde aparece como una-

banda amarilla que migra aproximadamente 3 cm hacia el fino-

do. Esta banda no da reacción positiva con la ninhidrina,-

indicando que el péptido está puro y proviene de la región -

N-tenninal de la prote.ína (74), ya que los grupos N-termi--

nal de la colágena se encuentran bloqueados (120) • 

La composici6n de aminoácidos de los p'p~idos obtenidos 

de las cadenas [6 11 y f 12, tanto de Rata como de Becerro, - . , 

se muestran en la 'rabl.a II. Entre las características principa-

les del piptido de Rata está la ausencia de hidroxiprolina y un 

porcentaje bajo de glicina (21%) , lo que hace pensar que estos

péptidos no derivan de las zonas cristalinas de la proteína. Además,. 
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COMPOSlCION DE l'\MINOACIOOS DEL PEPTIDO CONTENIENDO EL EN.LACE 

INTRAMOLECi.JLJ>.R. 

lAMir-iOAC!DO 

metion:na 

'

isoleucina 
leucina 
¡tirosina 
fenil alanina 
homoserina 

1 

'}, 

4 
2 
o 
o 
2 
o 
o 

RATJ.'i 

2 
4 
o 
o 
o 
2 
o 
2 

1 

RESIDUOS POR PEPTIDO 

2 
3 
2 
o 
o 
2 
o 
o 

o 
2 o 

l 

.4 
2 o 

o 
3 
l 

4 
6 
ll 

2 
3 
o 
l 
l 
2 
l 
2 

___ L__t...--_ _.__ ____ ---···'----... ~--'----~ 

- NO SE ogTERMINO 

* TOMADOS DE LvS TP~Zi.J3A.TOS DE PIEZ. 
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G R A F I CA V. 

Colágena total de Becerro. cromatogr.afia en c;M-calu~9sa. 

La muestra se eluye con citrato d~ sodio 0.0:2M J?H 3~6 -

con un gradiente lineal de 0.04 a 0.14 de NaCl en un vb~ 

hunen total de 1600 ml. ' ; 
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paraci6n de estos p~ptidos. El primer pico que aparece contiene- ~. 

el 80% de las cuentas totales quedando el 20% faltant~ distri- -

buido en el r~sto de la proteína. Este pico se desalifica y ero-

matoc:;:ra f ia nu~.::"; a.n~e:1tc en e,) l:.;.rnn:'is de Fos focolu lesa, en donde se-

aparecen cuatro ?icos: el µrimero con l~ mayor Darte de la radio . -· 

VII. Nuevamente se obtuvieron dos picos, uno pequefto que sale 

primero y que contiene el 62% de la radioactividad y el segund6-

pico, de menor peso melecular, con el resto de la radioactividad. 

LZ: a9araci6:n de radioactividad er: a:nbos picas y el sitio de elu-

ción, sugieren que el prir~r pico corresponde a los dímeros con-

1 l . \ . d _, 1? . .. ' e a.ae11i o~,-!~ insa~uraao reducido y el segundo pico a los ~~ 

mon6rneros con el aldehido saturado reducido. Para mayor purifi-

cación, se someci6 el primer pico a electroforesis de alto vol--

taje, localizando el péptido por su radioactividad. Como se 

muestra en la gr&f ica VIII, el p~ptido migra dos centímetros ha-

cia el áncdo. 

Este rnisroo procedimiento, pero eliminando la cromatografía 

en F'osfocelulos;;,, se usó para purificar los péptidos de las cad! 

nas p 11+ oZl y p 12., p-ceviamentc separadas en CM-celu.losa y -

su composición se muestra en +~ '+':Eil2.lª,,_,!I. .· 
-. ., . ·-··~· ··-··~ ·~--..:::--:-::.=:::;-::-:;:_~ 

" 
como se observa, hay diferencias en el número tota~,. y 

aminoáci<los. Encontradot:> F.m los p~ptidos 

~-' ' ',)::, 



. J1" ·. \· 

G R A F I C A . VI. 

Primer péptido obtenido ae l:i cromatografia anterior. 

Cromatog:cafia en Fosfocelulosa. La muestra se eluye 

con acetato de sodio o.oOlM pH 3.8 con un gradiente 

lineal de NaCl de o.o a 0.3M en un volumen total ·de 

820 ml. 
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G R A F I C A VII. 

Primer pico obtenido de Fosfocelulosa. cromatografia en 

Sephadex G-25. La muestra se eluye con ácido acético --

O. 25M. 

·:_,i 
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G R A F I C A VIII. 

Electroforesis en alto voltaje. Solución amortiguadora 

de piridina-acetato o.lM t?H 4. Se hace pasar una co----

rriente de 24.5 voltios/cm2. durante 90 minutos. El pé.e. 

tido se localiza por. la radioactividad. Las barras som-

breadas representan fracciones radioactivas con reac---
,1: 

ción positiva a la ninhidrina. 

''· \, 

. \ 
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sa o C.NBr. Hay un númc.ro mayor de rf:!siduos en los obtenidos con 

CNBr .• lo que indica probablemente que la mctionina no se encuen 

tra en el décimoquinto lugar sino que a.ún más li>jós. Esto po---

dría explicar además la . - -
ap~r1cion de hidroxiprolina en algunos-

casos. El mayor numero de residuos de prolina y glicina tam---

b:ién pueden exo1icarse de esta manera. 

?ara a:i.slar - ' :¡ ' (). e 1 a Jaehiao °' - /...J 
/ 

insaturado de col~gena de -

1'.?.a ta, se ut.ili.z() el 
. ,,.. ' , 

a1nJ..l1C)aC J.ClOS. .!..:..!1 la Gráfica IX 

s0 muestra <::l sitio donde aparece el aldehido obtt:rnido por hi--

dr61isis alcalina y localizado por su radi2.c~ividad. 

El primer pico radiactivo que aparece junto con glicina,-

ha sido caracteri.:::ado co:;<o el µroducto de :reducción di:ü aldehidó 

saturado (el S scmiaJ.dchido del áciclo,J.~1minn ddipico), al que-: 

se le r l denomina.do Hidroxir.orleucina. El se9undo pico, con mi!_ 

yor radiactividad, aparece despu6s d2 valina y antes de tirosi-

na y correspond(" al producto de reducc:i ón del nldehido ~ - /3 in 

saturado, al que se ha denonÜDé"ldO l\ldol, pot· provenir de la CO.!l 

, . , c..tensacH)n 

pi r::o (7fJ) . 

Bst(J 1\ldol es el m1.smo 

en Elastina (34) y el cual ha sido caracterizado 



_Q R A F I C A IX. 

Hidrolizado alcalino del péptido puro de colágena de Rata 

conteniendo el aldehído o<. - p insa.turado. Cromatogra~

fia en la columna larga del analizador de aminoácidos. La 

muestra se e ll'.'ye con , m primer buffer de citrato de ·sodio 

3.0l y posteriormente pH 4.25. 

:J 
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tro de masas. 

Para demostrar que el Aldol se encuentra en todas las espe 

cies, se hizo lo mismo con colágena de Becerro. En la Gráfica X-

se muestra el patrón di! elución. Se observa un pico radioactivo-

grande que e:luy.:, junto con ql ic:.i na que corresponde a la Hidroxi-

norleucina. Sin emh<:tnJO, con <'<! cambio de buffer, en la región -

donde el-.1yo el Aldol, se oL:.;.:}rvan dos picos radioactivos que no,-

tienen una buena rE:solución. 

Bailey y culabocadores (122), trabajando con colágena de -

hueso de pollo, encontraron un compuesto que era el producto de-

condensución alct6lica de dos aldehidos derivados de una hidroxi-

lisina y el ()t.ro dL:: 1.i.sina (Aldol de hidroxilisina). Este hecho.;. 

sugiere que uno de los compuestos encontrados en piel de Becerro, 

puede corresponder al Aldol aislado por Bailey (122) . 

como ha si.do demosti.·ado, la ozonólisis rompe los dobles en. 

laces y t.cans forina Zl los ca.e bones que los contienen en grupos car 

bonilo (123). Corno ::;t~ obst;:rva en la rigu.ca II, el aldol de lisina (AL 

tratado con o;-;uno sG rompe para formar dos compuestos nuevos. En 

este caso y par0 ~vitdr la form~ción de par6xidos, se ogreg6 bo-

rotritío para convertí.e los ca:cbon:Llo;:¡ en hidroxilos. De estar -

presente el dobl.1.:; enlace, uno esperaría dl~Spués de ozon§lü;i_E}_y_•·--'·----·~ 

reducción un awnento en la c;;mtidad de tr.i tia$ En un 



GRAFICA X. 

Hidrolizado alcalino ,1el péptido puro de colágena de Becerro 

conteniendo el aldehído o{ - 1t3 insaturado. cromatograf.ia -

en la columna larga del analizador de aminoácidos. La mues--

tra se eluye con un primer buffer de citrato de sodio pH ---

3.0l y posteriormente pH 4.25. 
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.FIGURA II. 

REACCIONES QUHllCAS El<'ECTUADAS PAHA LA IDENTila'lCACION UEL 

ENLACE INTHAMOLECULAH. 
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típico1 una alícuota contenía 1560 cpm y después de ozonÓlisis,-

aumentó la radíoactividad a 3234 1 '' cpm. lmnque e aumento es muy -

considerable, no se encontr6 una triplicaci6n de las cuentas. Es 

te valor debería encontrarse si el método fuera iorvi10 f · · ·· v1c e J_c l.en te. -

Estos resultados sugieren que la ozon6lisis no es completa o bien, 

que se forman peróxidos que contimÍan la mcidación de Jos ca1:bo-

nilos. 

Para demostrar que el aldehído o<. - J3 insaturado es en _._ 

realidad el enlace intramolecular, colágena nativa se someti6 a-

ozonÓLisis y .a concer.tración relativa de monómer:os y dímeros se 

determinó por electroforesis en gel dr:? acrilamida. En la Gráfica' 

XI se muest ::·an los trazos den si tométr icos de los geles tefUdQs -

con P..mido Schw:;;irz. Se observa una disminución importante de L:i.s-
,, 

cadenas p en la colágena uzonolizada compc-1rada contra colágena-

normal. 

uno de los productos de la ozonólisis (Fig.II-C) tiene dos· 

hidroxilos vicinales, por lo cual es susceptible a la oxidación -

con per iodato. su oxida1; ión produce semi aldehído glutámico -

(Fig.II-D) y formaldehido y se elimimtn parte de las cuentas 

con el agua. En la Tabla III, se Mlestran los resultados obteni-

dos dec·. ,1.1és de tratar colá9ona de Rata y fü.:cerro, a::~ í com0 el pé 

ptido puro de Becerro, con ozono y periodato. corno e.':a de espura.E_ 

se, en ambos casos fle obr:-Jerva una pérdida de tr:i ti.o inayor d~l :c:_::=:c:c:-.::::-..: 

65%, lo que demuestra claramente la presencia del doble eniace,<-

:·. \' 
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GR A F I CA XI. 

Colágena de H~1 t.a. 'l'razo dens.i tometrico de los geles de 

acrilamida teñidos con Amida schwarz. Las muestras se~ 

corri1 · ~on 60 minutos con una corriente de 6 miliarnperios 

por gel. 

a) control. 

b) .ozono lisis. 

/· 
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TABLA III. 

OXIDA-...': ION POR PERIODATO DEL ALDEHIDO Q/..- J3 INSATURhDO. 

% PERDIDA 

.MUESTRA 
BECERRO RATA 

COLAGENA 'fOTAL :12 'Yo 8 % 

COI1AGE.,A TOTJ&..L OZONO* 65 % 66 % 

PEP'l'IDO PURO 24 % 9 % 

PEPTIDO PURO OZONO* so % + . 
l?EP'l'IDO PURO PERFORMICO 63 % 40 % 

J'512 TOTAL 23 % + 

~11 '~OTAL 18 %' + ,, 

+ NO SE DETERMINO 

~ DESPUES DE OZONOLif SE REDUCE CON NaBT4 , ') ··.~· ' 

·:· ;,_: ·.~ ( ' .. ; ... 
. -'..,'. 

·~;~'. .. ~;,::,~·;)'. ;.:"~~. . ..... ,_ 

' .. ':·.·>"·.:· .. ·:.·'',>·:··· 

..... ÚL:!!!!ií~'4!!$~~aíiafrQ,.ia:!! ., .. f '~~~ ....................... ·' ... · ........,....,.,...,.,_ ~,¡,;;,,:•'(·; ........ ~::.;;;¡¡,;¡;,D¡f,...'~¡;¡i¡,:i¡¡;.,l1 ... 0'~.~~~""5J•~,¡¡¡.~¡i!¡t·¡;;i;1ir,l¡j~~~~¡~~t~~J~~ 
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en conjugación con el qrupo u.ldeh fdo que hu r:d.do ré!ducido. g;:;tos 

datos tambi15n e~3tán de acuerdo con lo~; e:·;pecL LO!-; obten lelos por. -

Rojkind (74) y Bornstcin (75) utilizando 2,4-clinitrofonilhidrazi 

na y N-met.i.1 benzotiilz.r).lona hidrazona. 

Otro método utilizado par::i corroborél:t~ la presencia del do-

ble enlace es hidratanc'Julo con ácido pcrfórnüco. E!:>tó convierte-

al Aldol de li.sina (Fi.g.TI-A) en el l\ldol ch~ hiclr:o:<ili.sina -

lFIG.II-B), y este ~ltimo. por tener hidroxilos en carbonos veci 

nos, es susceptible a la .o:d.daci<'5n poy· pc.riodato. Uno de J.0:5 pro-

duetos de la oxidación e5; el ácido qlutfimico (Pig.:II-F'). Pura d~-

mostrc11:lo, ~;e oxic:16 e] i\ldol de hiclr·o:-:ili:-:d.nc:-1 con pcLiodnto, rw-

f
. ... l cromatogra 10 en pnpe. dcscenc1ent.e junto con un st.a::du.rcl de Glu-

támico y se l~evelÓ con ninhidrina. S8 encontró una nw.ncha en el-· 

aldol oxidado con pe 1: ioda.to que corre sponclÍa al Rf encontrado PQ. 

ra el ácido 9lutámico en este sistema. El otro producto de la 

oxidación con periodato es el b scmialdohido del ácido ~ amino 

adípico (Fig.II-G). como se muestra en la 'l'abla III, el pcptiao-

puro de B0:cerro tratado con ácido per.f6rrnico y periodato pierd11:!-

el 63% de las cuentas y en el de Rata se pierde el 40'/{,. E~>te da-

to sugiere que ul rendimiento no es del 100%. como contr0l para-

. 1 t . " . ~ , este experimento, se ce ermino primero que no hab1a perdida do -

otro control realizado tu<S el de oxid;:ir las muc::;tr.·n::i dir.ectamon .... ·.·, 

' . . .. ,. .. : \ · ... ·:.,~'.\ 

;:' te con periodq.to. como :'"e obflorvu en la 'l1abla III, ln éolágenti .4§' <: .. . ... ·:.:: .. :·-.:'ºx·<(<:: .-;<,.\; 
' ·. ·~,~ . 

'1..,,., ............... ....,,,,,..,, .. -""""" .......... "..,,,,,,,..,~~~"""' .. ------"~~--' ..,,,,,,,,,. i.....:~~;e• 
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total de Rata o el péptido puro, incubados con periodato re- - -

tienen prácticamente el 100% de su radioactividad. Sin embargo,-

la colágena total, las cadenas aisladas o el p~ptióo puro de Be-

cerro, muestran una 
r ·~ ' ..., • pernHti1. importante de tritio al ser someti--

dos a oxidación con pcriodato. E~tos resultados sugieren que en 

la coláqena de Becerro e:;·:i::;ten dos compuestos: uno sensible a p~ 

riodato (l\1dol de hidroxilisina)y otro insensible (Aldol de lisi 

na). La colágena de nata, por el contrario, muestra un solo Al--

dol (Aldol de lisina) . 

Para corroborar los dato::• obtenidos, alícuotas de las mue.§_ 

tras tratadas ue aplicaron en (;l l\.nalizador de aminoácidos des--

pués de hidrol izar en álcali, local izando los compuestos por su- 1, 

radioactividad. En la Gráfica XII se muestran los resultados ob-

tenidos despu6s dc-.~ ozonolizar· el péptido con el aldehido o<.- ,,P -
insaturado obtenido de piel de Becerro. comparando la proporci6n 

entre los dos picos de Aldol de la colágena ozonolizada y la no!_ 

mal (ver gráfica X), se encontró que al contrario de la colágena 

sin tratar, el primer pico tiene un mayor porcentaje de cuentas-

que el segundo. Esto sugiere que el s0gundo pico corresponde al-

aldol con la doble ligadura (aldol de Lisina) . 

En la Gráfica XIII se muestra el efecto de la oxidaci6n -
/ 

.!-~-1 " ,.,,,, ... ,;.~rrn11"'n" nn<·t·"-''iormen·t"·' cor' PC·'ri'odato De"'pU~S aJA 
cit... ... ..l-.\.A~-' .t ........ .._ - -- ~··- ._. ·- ..L '·' .") t:: .. .J.. \...,,.- l .. • • ."' ~·::-. ··-·· i;,;; ~ -· ... -;-:-.~ .. :.. :-::::--,: ;::-::-: 

'd ,. • 'l , _ _, ' ( ,.r, ) oxi ar son ac1co pcr~ormico Grar1ca XIII-A , los picos radiae!t1. •• 

"'' 
vos que no1cmalmente cromatoqraf ian entre valina y t.irctsina ;titiiJd) . . . "~¡.:·. ·'..,11~. 

() :·(:"i>.: ... ~·,,'.''. 

~~~~.,.~~-· ·_.~....,,~~~~~~~,-........,,"""""""-'·-···-- -"'~ ... -~~...__;;~~~..;>d• .... ~2~~~i 
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G R A F I C A __ .. ._...-... 
XII..!-

Hidrolizado alcalino del péptido puro de Becerro·despuei:i 

de ozonoli.sü;. cromatografia en la columna larga del an!:l 

lizador de aminoácidos. La radioactividad se representa-

por las barras sombreadas. 

F . 
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les) , se convierten en nn solo pico qne aparece inmediatamentc

después del cambio de buffer. E ;te pico es altamente suceptible 

·ra ·1ca .. I-B y rnas del 90% de as a la acción del pe:r iodato (G - ,. f · XII ) 1 

cuentas pre~;entes en cc.ste coinpuc::;to se eliminan con el agua des 

pués de 
, , ~ v. 1)oya ;,.a --la oxidac .i.6n. Este elato nucv¿;~nente v i·.e1'e ,... r r ' 

presencia de los aldole~ de lisina e hidroxilisina en la colág~ 

na de Becerrll. Una vez aislados los Aldoles en el Analizador de 

amino&cidos y eliminadas las sales por cromatografía; se deter-

min6 el Rf de cada uno por cromatografía en papel descendente.-

En la -;ráfica XIV se rnuestra e~~ esquema ck lo:,; resultados obte-

nidos. La mancha (1) corresponde a la Hjdroxinorleucina, que en 

este sistema tiene un Rf de Q.33. La mancha (2), corresponde al 

Aldol que emerge en segundo lugar del analizador d 
\minoiÍc idos 

y que por los dato:; anteriormerrle presentados se sugiere que 

sea el aldol a~ lisina. Las barras sombreadas representan la 

radiactividad lo cual confirma que esta mancha es realmente el-

aldol y no un contaminante. El 3 representa al primer ald 1 que 

emerge de la columna (Aldol de hidroxilisina) , el cual presen-

to varias manchas a la ninhidrina, lo que indica que no estaba-

puro y no es de extrnfinrsc, porque sale junto con metionina o -

leucina. f3e encontra1~on contaminante;:; de Hidrox:i.nor:leucina asi-

como ctel nldul, d~ lisina. Sin embargo, la radioactividad no --

coincidio con la~; mancha::> (_,btenidus con ninhidrina, lo que ind!_ 
t-.""• 

ca que el aldol de hidr'oxilisina tiene un Rf meno.'.t que la hidr~. 
,' ~ 1. 

-,;;:ínor1euc ;:. rui r·omo muestran las bar:.i~af.I en la 9r&f ic'a. . .. . .. • : ':'<;:('*~i 
---··-·~-· ----~·-· -··-....... ----~-""-· -·---.~·-·-. ·-~~~ ........ ~~~-· -·-· ~"'~i~~¿:~.ü~1l1it. 



G R A F I C A XIV. 

Cromatografía descendente en papel de los aldoles aislados 

de colágena de Becerro. Eluyente: Butanol: ac. acético: -

agua ( 4: 1: 1) . 
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CONCI.JU SIONES 

Lo·s resulta dos obtenidos en el pres en t<.:! trabajo, pc-;!rmi ten-

sugerir que el mecanismo de formación y la estructura del enlace-

intramolecular, es idóntico en los colágenas de Rata y Becerro. -

Por esta razón, se sugiere tambi6n que este mecanismo puede ser -

el mismo !:)i..u·a todas 1.a::c> co .1.2.gcnas ck" animales que no contengan --

cisteÍnas y no i:)tH:dan fr_>I."mi:\r puc:nt~s clisulfuro. 

En la colágcni.l de ~)iel de gata se ¡_.>ucde obtener un fragme!l 

to de igual tama~o y composición de aminoácidos cuando se usa co-

lagena.sa bacteriana o CNBr en la obtención de! ese péptido. Por el 

contrario, en la de Becerro hay diferencias entre el método enzi-

mático y el químico. Esto sugiere que el residuo de metionina que 

es suceptible a CNBl no es el mismo rcsj.duo sobre el cual actúa -

la colagenasa. El p§ptido obtenido de ambas especies carece de --

grui:>o amino terminal y se encuentJ:a colocado en el extremo N-ter-

minal de la proteína. Estos p6ptidos además de tener el enlace in 

tramolecular, :=:;on altamente antigénicos y se encuentran en la re-

gi6n no helicoidal de la proteína (111). En ambas especies pueden 

ser liberados por ruptura limitada con CNBr ( 121 ) o por ruptura 

limitada con enzimas proteoliticas, tales como Pepsina y Tripsina 

(121} . 

___ t.__ - , ••.••. ,"",... .¡ "''"'" muestran caracterist.icas semejantes en la -
r...iit:.Ja.:-~ ............. ~ ..... --·· 

composición de aminoácidos de sus lJéptidos con el enlace intramo-· 

l 1 
i - faltan los arninoácidos básicos, carece_n.-: .. :> .. ,, 

ecu .ar. En am0os casos , .... .if..; 
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de hidroxiprolina, contienen tirosina y son ricos en aminoácidos

polares como ácidos glutámico y Se.. ido as¡Jtirtico. Lns di fcrcncias-

de especie existentes son mínimas y corresponden a la presencia -

de leucina, isoleucina y fcnil alanina. 

Por los datos aqui presentados y los datos existentes en -

la literatura (124) (125), se puede asegurar que la colágena jo--

ven de Rata, Becerro y E~brión de pollo, tienen Lna lisina en po-

sición cercana al grupo N-termi~al. como parte del proceso normal 

de maduración, una enzima es?ecifica (77) desamina oxidativamente 

el grupo €. -anime y convierte a ::.a.lisina. en el S" sernialdehido-

del ácido o~ a¡nino adípico. ?oste::·ion:iente, los aldehídos de dos 

cadenas vecinas se con -:'len san a l.dólicamen ;:e (7 8) para formar un 

p -hidroxi aldeh.i..do q"te fa.cilmerne se deshidrata para formar el 

Aldol. No es posible ase urar con exactitud si el aldehido de la-

colágena tis,.llar antes r.'< su extracción es el 
y -hidroxi aldehl 

do o el Aldol. Se sabe que los 13 ~ hidroxi aldehidos se deshidratan 
¡ 

con suma facilidad para convertirse en aldehídos ""- - f' insatu-

radas. 

Este tipo de enlace tiene la enorme ventaja de ser espontá 

neo una vez que se forma el n.ldehido e índica sólamente que el re 

· · ~ · ~ la formación de este enlace 
querim1ento energetico parQ -

es rnuy ba 

jo. neshmuk y Nimni (126) 11an demostrado que el Aldol se forma"ln 

"Vitrocuando la colágena se incuba a 37ºC en buffer de fosfatos -

a. pH neutro. 

··,, 
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Finalmente, .:onoc.i.endo la cst· .... Ltcttt.r.·:- f '6 d 1 1 
~ - " y unc1 n e os en ~ 

ces, se puede explicar como act~an el gron grupo de compuestos __ 

que producen la al tnrución llamad<l r t · · " 1 .a -.1r1smo. Unos actuan b o----

que ando la enzima ( 7 7) , o t.ros combinándose con los aldehídos ( 92) 

y otros podría11 tener un mecanismo doble: bloquear la enzima y --

combinarse con el aldehido ( 94) . 

La presencia de un Aldol derivado de hidroxilisina en la -

colágena de Becerro, indica que la enzima resj_Jon:-:>able de la form~ 

ción de la Allisina ~ semia1c1ehic1o d~l tícido <:,,{, amino adípi--

co), no distingue entre la lisina o hidroxilisina. Al mismo tiem-

po se puede pensar que lil cnzirn~ responsable de la hidroxilaci6n-

de lisina para convertirla en hidroxilisina, puede actuar sobre -

es te residuo .i.mpo 1: tan tl; ;:i.n tes de~ que sea desarninado. 

Lo~ datos aquí presentados permiten establecer que el Al--

dol (lisind) es el enlace Intramolecular, sin embargo, no se pue-

de asegurar que el aldol de hidroxilisina sea un enlace intramolé 

cular. Es posible que este tipo de Aldol se forme, como sugiere -

Bailey (122), entre la lisina de una tropocolágena y la hidroxili 

sina de otra (Enlace Intcrmolecular) · 

,-........._ _____ . -· ·-· -· ·--· -·-·-·-· -· ·--· ·-· -·-·-.--: .... ...,_. -· -· -·--~ ...... ...:...;.. 

'.1:' .;:·.;. 

'~ ':;·:; ::.~· 
»ii.· .. ü~·, ' 
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