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periostioc, en las cépsu

INTRODUCCTION. ,

La palabra Colagcna devriva del Frances: Collagéne.antigﬁa;?
mente se le definia como constituyente del tejido conectiVO‘qué«
al calentarse se Lransforma on Gelatina.

La coldgena esta ampliamente difundida en la escala zoolégi 
ca, encontrandose desde esponjas hasta mamiferos., Es el princi?al
componente del tejido conectivo laxo y constituye del 20 a 25% de
las proteinas totales en mamiferos(l).

Su estructura varia en las diferentes regiones del organis-

me, segin la funcidh gue desenpefia. Asi, encontramos gue en el =~

[
1
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)
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as fibrosas de varios Srganos y en la —m;f,
piel, las fibras colé&genas se¢ encuentran entrelazadas sin oriEﬁﬁil‘
cidén determinada aparente, ddndole al tejido su resiSte“Cia,caiggy;
teristica. En los tendones y ligamentos, en donde se requier§ $é+i;;

yor fuerza y elasticidad., las fibras se unen paralelamente form§§’7

do haces o cordones gruesos. En las paredes de visceras, forma re

des de fibras eldsticas que permiten su £dcil distensidn. 357;3&%? 
cérneé, son fibrillas muy finas orientadas de tal manera qﬁ§m§§g4.f~
miten el paso de la luz. En el hueso, se encuentran oigéniaaééé;;;7
en mallas gue eirven de centro de nucleacidn pafa 1y calcificg;€; 

cibén(2).

o ' 4 . . . : R
La colagena tiene gran importancia en medicina, sobre todo~

en cirugia, en donde se utiliza como matérial de sulura, s S

tesis en Oftalmologiam, como material parm cubriy hefi&éﬁ;ﬂﬁt &
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encuentra involucrada en los procésos de ciéatrizacién;A
‘en el proceso normal de envejecimianto (3). se encucﬁtfﬁ’afﬁciéda
en forma primaria en enfermedades como la Artitris reumaééidé;ﬁhwi
pus eritematoso, Poliarteritis nodosa, Dermatomiositis, Esgleroﬁwv
dermia, etc. y estd relacionada convenfermedades heveditarias co-
mo en el Sindrome de Marfan y Osteogénesis imperfecta.

El recamnbio metabdlico de la colégenaves casi nulo enbﬁdulé'
tos, sin embarge, en el animal joven hay ﬁn lento recambio que‘vg
ria en velocidad de acuerdo con el tejido de que se trate, siendo
s activo en el Utero y totalmente inerte en los tendones, aéiﬁa;g: 
etc. (4). |

GENERALIDADES,

i

La unidad bésica de la colagena (Tropocolagena}, tiené*ﬁhéél
longitud de 3000 A y un diametre de 15 i {5). Su peso molééuia¥  
aproximado es de 300 000 (6). Esta formada por tres cadenasfpdiiQA
peptidicas ( cadenas ) cade una de ellas con un peso moleculaf?f fﬁ
mayor de 90 000 (7); dos de las cadenas son idénticas y éeidéﬂbﬁi ;
nanel, mientras que la tercera tiene una composicidn de:émindécif
dos diferente vy se denomina =2 (8). En la coldgena de-piel aejf
Bacalao, las tres cadenas tienen una composicidn de aminoécidoé451 ;;

:

diferente y se les ha dominado o1, {2 vy <43 {9 (10). Algunos- k
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Kang y colaboradores (l14) han encontrado otro tipo de cadena w(eﬁ—‘
coldgena de piel:'de pollo, que es igual a la cadenaell pero le fa;;
ta un fragmento. Explican este hecho por un mecanismo de deyrada-~
cién enzimatica gue puede uitar este fragmento, o bién, puede de-
berse a defectos de extraccidn v que el acido con el que extraen--
pudiera romper un sitio 13bil de la molécula. Esto podria explicar
las distintas cadenas o{ en diferentes especies, excepgo en la -=-
piel de Racalaoc.La colégena joven, desnaturalizada por calor, se--
separa en sus tres componentes originales y conforme va madurando,‘
aparecen dimeros (p ) y trimeros (¥ ). El dimero formado por dos--

{1l se llama 55 11 vy el formado por of 1+e{2, jslz. El peso molécu
‘lar de las cadenasj3es de 196 000 + 1000, o sea el doble de las;x.
Tambien se han encontrado componentes con peso molécular mayor deQ
306 000, de los cuales se gsabe poco todavia.

Gallop y colaboradores (15), han sugerido la posibilidad de4i 5
que las cadenasef{estén formadas por cuatro subunidades, cada una--
con un peso molécular de 25 000 . unidas entre sf'por anlé¢és sen-
gibles a la accidn de agentes nucleofilicos como hidrokiiamina o’-ff

hidrazina. Estos enlaces pueden ser ésteres o imidas. Petruska Y-

Hodgs (16) estudiaron fibras colégenas con el microscopio electrd=
nico y viercn gue la gimetria presente no esteba de acuerdo‘conrel~ :
models de subunidades presentado por Gallop vy proponen un madelé— :

res cadenas de la tropocolagena -

e

- . . T e — -t 7l -
gifmzents, zn donde dns do lan

¥

‘ tienen 5 subunidades, mientras gue la tercer cadena tiene 7

ser un modela éptice, no determing: si la campasi@iﬁhf§ ;




- J:-'r’-s'w:l**?:‘/" W:'ﬁw}w

- sales neutras y estd formada casf =
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des es igual o diferente en cada subunidad. Afios més térdé,-But;ér
(17) y Bernstein (18), estudiando la senéibili&ad devlé ¢oiégeaa~;
a la hidroxilamina, demuestran gque dos de ;os enlaces-soﬁ goaible~
mente imidas del acido aspérﬁico vy descartan la posibilidad de =—--
subunidades unidas por uniones tipo Ester.

A nivel de estructura molecular, los estudios con difraccidn
de Réyos X de Rich vy Crick (12}, asi como los de Ramach;ndran (20)
(21) y de Cowan y McGavin (22), han mostrado gue las cadenas Qﬁ“f—i”
forman cada una, hélices hacis la izquierda. Cada residuo da un gi
ro de+=120° sobre su eje en una longitud aproximada de 3 R‘ﬁéﬁien- *f
do una translacidn de 9 g en cada vuelta. Esto implica gque éada——‘~A
teicer residuo representa un giro completo, es decir de‘»3609,'3;; :1
su vez, las tres cadenas=se enrollan sobre un eje comin farmah&dé‘
una superxr helice hacia la derecha, la cual se estabiliéa pox puéh?5‘
tes de hidr6§eno entre el grupo NH, de la tercera unidn peptidica—
y el grupo - C=0 de la tercera unidn peptidica de otra cadena adya
cente. Por cada tres aminoécidos hay dos puentes de hidrdgeno, ha-

biendo también un puente de hidréﬁeno con el agua estrﬁctural dom-

la proteina (23)

La colagena de la piel se puede extraer a 4° ¢ utilizando --

soluciones alcalinas débiles, dcidos débiles o bien soluciones do-

sales neutras. En estas condiciones, la colégenz cstéa

<y

estructurs helicoidal intacta. La coldgena joven o

recientemente sintetizada, se eyirae facilmente en soluciones dees

zrclusivamente por cadenas

vy
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(24) (25) . La coldgena mas vieja, requiere para su extraCciénxdefg’

soluciones Acidas débiles come solucionéa amortiguadoras de ci+§»~
tratos (26) o Acido acético 0.5M. En esta coligena puede haber-~
hasta un 50% de componentealé y también se pueden encontrar éom—'
ponentes ¥ . Lo que qgueda después de estas extracciones es la --
llamada "Coldgena Insoluble", gue sbélo se puede extraer con méto
dos drasticos como calentamiento con acido tricloroacético a 90°'
C (27) (28) o bien con agentes desnaturalizantes como Urea y Gua-
nidina (29).

La colégena extraids gue gueda en solucidn, puede regeneré:‘
las fibras natlvas porxr dialisis contra lones fosfato (30). Si a--
ia solucién de tropocoldgena se le adiciona ATP, las fibras predi
pitan en un nuevo tipo de estructura llamada SLS (segméntos de ey -
paciamiento largo), en las cuales, las fibras se encuantran_paréu
lelas cabeza con cabeza y cola con cola. Otro arreglo puede hacer
se édicionando Glicoproteinas, con lo que se forman otras estruc-
turas llamadas FLS (fibras con espaciamiento largo), unidas laéf~l"
fibras alternadamente cabeza con cola (31). Todas estas estrﬁctu%ﬁyl
ras son interconvertibles ({32). o

COMPOSICION DE AMINOACIDOS,

Una caracteristica guimica muy 'rnportante de 1a_preteina.éé
la abundancia del aminodcido Glicina (forma el 33% de los éminoéw

Cidos Lobariss
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aparte de colédgena, se encuentra en muy peguefia proporcién (alre-.

e

dedor del l%) en Elastina (34) y en algunas plantas (Helianthug—~-

.

tuberosus, Pisum sativum y Avena sativa) (35)(36). La hidrokilisk
na, se encuentra en pequefia concentracidén y es exclusiva de la ——
colagena.

Estos aminoacidos desempsfian un papel muy importante; la —-
hidfoxiprolina junto con la prolina, representan el 25% del total
de aminoadcidos. La presencia de hidroxiprolina se considera como-
indicio de coldgena y su contenido, como medida de cuantificacién
de estd. La hidroxilisina 2sta involucrada en la formacidn de en-
laces intra e inter moleculares y es el sitio de unidén de carbohi
dfatos {37) .

La estructura primaria de la coldgena varia de especie a‘ég'f”’
pecie, sin embargo, conservan una caracteristica comin: la prééég  .F5
cia de una zona Cristalina (no polar )en donde de cada tres aminod
cidos se encuentra una glicina, seguida de una prolina formando-—-
asl una secuencia repetida del tripéptido GLI~PRO-X, éh donde x,~ '
puede ser cualquier otro aminocdcido, Frecuentemente se éncuentraé"
hidroxiprolina o alanina (38), Exlste otra zons llamada Zonévﬁmogf
fa (polar), en donde predominan los aminodcidos polares (39).35;
tas zonas se repiten a lo largo de la proteina, le confieréﬁ uné

estructura especial y son las responsables de la periodicidad ca~

. £ et 3 v 1 2 o - - , e
racteristica de la coldgena {40} (41), asi cone la zona cristalang”

@8 la responsable de la estructura helicoidal (42).

b La existencis de la zona oristallina ha sido ampliamente o
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firmada con el uso de colagenasa bacteriana*, enzima que tiene co
mo sustrato especifico coldagena o gelatiﬁa (43) . Es especffica pgl
ra la secuencia PRO—X*GLX~PRO—Y rompiendo como se indica entre X-
y GLI (40) (43). La colagena (Ichtyocol) se rompe en aproximadamen
te 200 péptidos.Lamayoriade los péptidos tienen glicina como ami-
no terminal (45), prolina en segunde lugar y el tercer lugar va-- .

ria seqin el tamafio. Los tripéptidos tienen generalmente hidroxi-
‘
prolina o alanina (38), o bien otros aminodcidos aungue en mucho-
menor proporcidn(46). Los trabajos de Nagail y WNoda (47) utilizan-
do oligopéptidos sintéticos confirman la especificidad de la co-
lagenasa. Los estudios realigados por Grassman{48) con otras enzi
nas protgoliticag como tripsina y quimotripsina, cbnfirmaron law-~
existencia de zonas polares en coldgena. Aislaron péptidos pobres
en iminodcidos que se podian separar de ntros ricos en ellos. Eé; 

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

pia electrdnica, confirman la existencia de ambas zonas: cristali

.na y amorfa en colagena (49)

La colagena presentaba serios problemas para estudiar su‘sg“ f
cuencia de aminodcidos ya gue cada cadena estd formada por aprcxir 
madamente 1000 aminoacidos. 8i se fragimenta con enzimas prdtaélié.
ticas o colagenasa, se obtiene un numero elevado de péptidos, lo—f 

gue dificulta su estudio.

* La colagenasa uvtilizada se purificd de Clostridium histolyticum,
Es estable a 37° ¢, tiene un ph Opiimu enire O Sy ruguiere 10w
nes caleio pasa su actividad. Es inbhibida por cisteina, BDTA Y
otros agentes quelantes, lo due sugiers que tenga un metal en - su-
-4 i : . B :
moléoula (44). Ve

- 3 we

1

L e
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Un método quimico que abrid las pucertas al estudio de la ~-
estructura primaria, es la ruptura con Bromuro de cianégénoAdeBr)'_:
reactivo gue rompe la cadena peptidica a nivel de las metibninas—."v
v las transforma en homoserina o su lactona; porx consiguiente, cg 
da péptido tiene una homoserina ¢ su lactona en la regién carboxi
lo terminal (50) (51). |

Hay de 5 a 9 metioninas en la coldgena dependiendo de la egg}
pecie animal v del sitio de su extraccidn. Cuandoc se incuba co;-
CNBr se rompe en un nimero discreto de péptidos (6 a 10 ) (52){E§;f
te método ha permitido estudiar la estructura primaria de las’dé;n”
ligenas extraidas de picl de rata (53), piel de pollo (54) (55) ? 
hueso de polioc (56) (57). ﬁ

cuando se incuba=]l de piel de rata (7 metioninas), se Qb;{
tienen 8 péptidos, los cuales han sido separadosmpor cromatdgra;f
fia en columnas de carboximetilcelulosa v fosfocelulosa (53).‘S§;{~
les ha denominado conforme energen de la prumera columna ollcnl;-i

el 1CcB2, <AlCB3, etc. {58) ( La nomenclatura indica la_cadena’de:f
la cual proviene el fragmento y el reactivo usado para rdmpéfio)Qi

A cada uno de los péptidos se les ha determinado su éompo@&
cibn de aminodcidos (58), peso molecular (58) y el orden en que ;
se encuentran en la cadena (59). Los resultados obtenidos por -
Plez v colaboradores se muestran en la Tabla 1 (7).

Recientemente se han caracierizads Llos o
de la cadena {2 de la coligena de piel de rata (60) 'y 5@ ¢¢§aéf

2

la secuencia de amincdcidos de <{1CBLl, <fl0DB2. v o{ZCBifQSEfgg



TABLA I

ORDEN Y CARACTERISTICAS DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS CON CNBr

SEPARADOS EN CARBOXIMETILCELULOSA (7) .*

I
PEPTIDO RESIDUOS,/PEPTIDO PESO MOLECULAR**
e ICBI 15 1476
of ICB2 36 3311
o{ ICB4 46 44‘04\1' .
«{ ICB5 37 | 35‘2"5 |
o( ICB8 266 | 24206 o
o 1CB3 | 148 13500
ol ICB7 266 1 2428
~{ ICB6 182 16600

El orden de los pdptidos fue tomado de Piez (59).‘0

w9 Caleuladc por contenide d¢ amindacidos.

I8
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Estas secuencias se jlustran en la Figura 1-

ENLACES EN COLAGENA .

La coldgena de la mayoria de las especies tiene uniones co-

ables de la formacidn de dimeros-

valentes, las cuales son respons

s (3) . La ausencia de cisteinas y por 1o tanto de

(}5) y trimexo

puentes disulfuro, hace pensar en Otro tipo de uniones quimicas
N

come las responsables de es ¢dlo se han encontrado en-

en la colagena de cuticula de Ascaris (63) . Er. -~

laces digulfuro

colagena de la ratriz de la dentina, se han postulado enlaces for

mados por ésteres de fosfato hasta en una proporcidn del 60% (64) . ;

En una excelente rovisidn sobre las uniones pPoco comunes en.

colagena, Harding (65), discute ampliamente las uniones tipo Bs-—
~ . L rd . . . e ‘ : ..
ter, y - glutamico, ﬁ)—aspartlco, uniones glucosidlcas, aldehidos..

etec. como posibles enlaces intramolecualres, sin embargo, no pre47f

senta evidencia de ninguna de ellas.

Fn el ano de 1954, (66) VY posteriormente en 1958 (67). Laﬁf?

ducci, demostrd la presencla de grupos carbonilo libres en colage

na. Afos mas tarde, Gustavson (68) ., demostrd que pegueias cantida

des de aldehidos {ienen un gran efecto sobre la estabilidad de la

proteina.

Fn 1962, Levene (69) demostrd que la colayenn altamente p 1
3 e pury

ionaba con la 2,4~dinitt0fenilhidraxina para formar 2

e

A ety el ar e
T1oagUla tLoalw

4~-dinitrofenilhidrazonas; sin embargo, coligena coen transtornos en

la formacidn de enlaces intra e intermoleculares (Lat iy igmo)

-
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. ,FIGURA 1
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daba la reaccidén de la 2,4-dinitrofenilhidrazina y sugirid que la -
coldgena tenia aldehidos y que estos estaban involucrados en la--

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

pos aldehidos en las coldgenas de la vejiga natatoria de la carpa

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

Los aldehidos fueron tomando importancia y usn afio mds tarde,

Milch, (71). demostré que metabolitos conteniendo aldehidos produ

cian en coligena cambios semejantes a los producidos con el enve-

mecimiento.Gallop, en 1964 (72), sugirid que los carbonilos encon.
trados en coldgena eran ceto acidos o aldehidOSDnginsaturados.
Al mismo tiempo, Roikind y colaboradores (73), incubaron coldgena
con 2,4-dinitrcfenilhidrazina, la digirieron con d¢olagenasa bactgr':
riana y lograron aislar un péptido de 3¢ aminodcidos gque confenia'k
una 2,4 dinitrofenilhidrazona con espectro caracteristico de aide:
hido ohjz insaturado. Este péptido provenia de la regidn amihdlffi
terminal y el aldehido se encontraba entre los primeros 7 aminqé§ J
cidos de la cadena (74).

El origen vy localizacién de los aldehidos se aclar$ confiéé'
egstudios de Bornstein y colaboradores (75) y Bornstein y Plez fiéfv
Estos autores rompieron con CNBr cadenas purificadas o£ y‘/B . sg;“z
piraron los péptidos por cromathrafia en columnas de carboximew-.
til celulosa y fosfocelulosa. En las cadenas of encontraxon;quéw-'
dos de log péptidos tenian 14 ¢ 15 aminofdcidos y una camposiciéné”l‘

idéntica a excepcidén de un residuc; en uno de ellcsbse'éﬁéggt abi
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una lisina en posicién nimero 5 ( el CBL 1is, y en el otro se ep

contraba un aldehido saturado ( o{ CBl ald

} en lugar de lisina, En-

las cadenas f} en lugar de estos péptidos se encontré un péptido--

de 30 amincdcidos con un aldehido ¢1~‘[3 insaturado. Los estudios
P . - 14 :

metabdlicos realizados con lisina C , demostraron que este alde-

hido provenia de la lisina, por provable desaminacidén oxidativa --

del grupo & -~ amino, La enzima responsable de esta desaminacidn-

fue demostrada dos afios mas tarde por Pinell y colaboradores (775,

y el aldehido que se forma recibid el nombre de Allisina. La colage

na obtenida de animales tratadas con /3 -amino propionitrilo con-
tenia poco aldehido y los péptidos obtenidos por ruptura con CNBY -
mostrabap la ausencia del péptido ACBL al@

con estos datos sc demostrd que el péptido previamente aislé;,
do con Rojkind con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (73) (74) y el ob-
tenido per Bornstein (75) (76) era el mismo y se sugirid que el é7;T
lace intramolecular se formaba por una condensacidn aldélica:de 4:
las allisinas de dos cadenas vecinas. |

N i

Rojkind, Rhi y Aguirre (78) estudiaron la bicsintesis del al

. . ek . 14 .. ‘ e
dehldo<%»;3 insaturado administrado Lisina C Yy lisina tritiada -

en posiciones especificas. La actividad especifica respecto a i

del péptido con el alde..ido of- /4 insaturado, correspondia al doble

de la encontrada para una lisin

93]

. Lo cual sugeria la presoencia daw

- ey

dos cumpusstor derivados de este aminoacido. Por el porcisntd da--—

pérdida:de tritio sc confirmd cgue se unian por medio de una condé
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sacidén alddlica. .

Desde la época de Sécrates, se conocia que ciertos animalég
alimentados con una variedad de chicharos silvestres, presentaban
alteraciones en el tejido conectivo. El principio activo de estos
chicharos es el/S-fmdno propionitrilo y la enfermedad que produ-
cen se denomind Latirismo { por la variedad de chicharos Lathyrus
odoratus vy Lathyrus sativus). Se demostrd que la enfermedad que =~
producen se debe a la falta de formacidén de enlaces intra e inteX
moleculares (79) (80).

Gross, en 1963 (8l1), investigd a fondo los efectos de log~-
Latirdgenos sobre coldgena compardndola con coldgena normal. En-~-
contrd gque tenia la miswa composicidn de aminodcidos, carbohidra-
tos, etc, sin embargo, la coldgena latiritica se disolvia mucho--
mis facilmente en frio gue la normal y mostraba pequefias diferen-
cias fisico—quimicas. Por estos y otros estudios se concluyd qué~
ia accidn de este agente, era a nivel de los enlaces intra e ip-—-
ter moleculares, ya sea rompiéndolos (82) o no dejando que se for

men (79) (80) (81). Ziff (B3), observd que el latirdgeno sdlo ac;:]

i)

pas
iy

o8t

{

tda sobre coldgena que s sintetizando y no tiene accidn so~
bre la coldgena va formada. Se sugirid que el Jﬁ»amino Propioni—= i
trilo actuaba blogueando los grupos aldehidos (84). =in embaqu,_'

mas tarde sc demostrd que este agente actuaba inhibiendo la forma

cibn ds lz Rllisina (77). Rejkind y Judrez (85) demostraron que -,

la colagena latiritics producida por la administracién ééi}
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no prgpionitrilo y tiosemicarbazida, tenia sdlo Qn 50% dei cbnteni
do normal de aldehidos. Page y Benditt (86) (87) encontraron resu;;
tados semejantes y haciendo estudios con sustratos sintéticos, de-—
mostraron que el /6 -APN actda inhibiendo competitivamente a una-
amino oxidasa inespecifica. Estos autores propusieron que el lati=-
régeno actia del mismo modo en la coldgena, no dejando que se for-
me la Allisina. La presencia de unaaminooxidasa especifica para--
coldgena 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 un cuadro sewnejarte al Latirismo (88) (89)--
(90) .

Existe otro tipo de compuestos gue producen Latirismo, comoé"‘
son las semicarbazidas y las tiosemicarbazidas (91). Estas puedenf
actuar blogueando los grupos aldehido formando semicarbazonas (93)
(94) o también inhibiendo a la enzima. |

Grupos de compuestos gue contienen un grupo Tiol {(Penicila-~-.
mina, Mercaptoetanolamina, Cisteina, etc.), producen en el animalf ,
experimental un cuadro semejante al Latirismo. Lé colégena eé méé;fJ
soluble, contiene una proporcion menor de cadenas }3 y sin emba£; 
go tiene un contenido normal de aldehidos. La coldgena asi ext:éi;' 
da envejece mds rapidamente gue la ncrmal cuando se incuba "In‘vié:
tro" utilizando el sistema de Gross (20). La coligena relativameﬁg"f

A= o~ B
e s - -

iz, nuede extraerse con los compuestos arriba mencionaﬁméﬂ?%:i
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un contenido normal de cadenasj? y los aldehidos se encuentran;ﬁ?
normeles o aumentados. A los pocos minutos de incubarla “In Vitro“<
a pH neutro y 37°C, se forma un gel altamente insoluble. Con tomm
dos estos datos se ha sugerido que la Penicilamina actda combinéﬂ
dose o desplazando al aldehido para férmar un compuesto mas est&;
ble: las Timsolidinas (95) (96) (97) (98). Pinell (77), ha demos-
trado gue la Penicilemina no inhibe a la enzima, lo cual estd de-

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

CARBOHIDRATOS EN COLASENA.

Se ha encontrado que los carbohidratos presentes en algunas=-

colagenas de vertebrados, son hexosas; especificamente D glucosat-

y D-galactosa. Se encuentran unidos a la proteina por uniones glu-

cosidicas a través del carbono 1 de la hexosa. En Ichthyocol hay;é
5 residuos de glucesa v 7 de galactosa por tropocoldgena de “mem

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

la proteina es la hidroxilisina (37), pudiendo encontrarséylabﬂhgé?f“'

|

¥0sas como mono o disacaridos {100).

GENERALIDADES SOBRE BIOSINTESIS.

La coldgena se sintetiza en el Reticulo endoplédsmico de los=
Fibroblastos {101}, =in embargo, parece ser que hay otro tipo Sa - -

células no fibroblésticas que tienen la capacidad de sintetizar +~; 5

P T .
colagena, aungue en mucha nmencr proporcidn (102) .

Se ha visto gue administrande hidroxiprolina o hidroy
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radioactivas, nc¢ se incorporan a la colaygena, sin embargo, cuando-

se administra prolina o lisina marcadas, se encuentra hidroxiproli
na e hidroxilisina radioactivas (103). Esto sugirid fue hay un pre
cursor rico en prolina (104), y una enzima hidroxilante, que es la
responsable de hidroxilar a la prolina y a2 la lisina (105). A este
precursor se la ha denominado Protocoldgena (28) y se ha logrado-=-
preparar utilizando e4,ol'~dipiridil, que es un inhibidor de la ===
hidroxilasa (106). La hidroxilasa para su accidn regquiere éciGOw—Q
c%.ceto glutdrico, iones ferrosos, oxigeno molecular y la pcesen=
cia de &cido ascérbico (107). Para que la enzima actie necesitaidni

sustrato de mas de 2000 de peso molecular (l08).

ASPECTOS INMUNOLOGICOS.

Por mucho tiempo se creia que la coldgena tenia poco o n1396€;
poder antigénico. Esto se atribuifa a la falto e triptofano y al;#i 
bajo contenido de aminodcidos aromdticos como tirosina v fenil éigh
nina (109). Sin embargo, en 1283, Maurer (110) logréypreparar anpifj
cuerpos contra gelatina obtenida de varias especies animales. |

Se consideran responsables de la actividad antiqéﬁica deblé;
coldgena a los péptidos derivados de la regidn amino terminal ———
(equivalente & CBl y CB2), ya que Li=nen una de las tirosinas gxi§ 

tentes en coldgena (111).

OBJETO DE LA TESIE.
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egtructura del enlace intramolecular, al mismo'tiempo éerhucer7Uﬁ

estudic comparativo entre dos especies diferentés’éomo gon la ra=~

i

ta y el becerro.
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MATERTIAL

Las resinas para cromatografia gque se utilizaron se obtgféﬂ.
vieron de las siguientes casas comerciales: Carboximetilcelulosaé
CM-52 de Whatman: DEAE-celulosa de Serva Entwickungslabor, Heidq£ 
berg; Bio Gel y Fosfocelulosa de Bio~Rad; Sephadex G-25 de Pharﬁg"
cia Fine Chemicales: 2,4~-dinitro fenilhidrazina, Bromuro de ciaﬁgﬁ'n
geno de Eastman Organic Chemicals; Borohidruro de sodio de Ma£h§; f

son, Coleman and Bell; Acido Cromotrdpico de May & Baker; Ninhi-- °

drina de Pierce Chemical Company: Hidroxido de Hiamina, PPO-2,5-di

feniloxezol y Dimetil-pOoPo? (1,4-bis-2 ‘4ﬂmetil—5~Feniloxazdliilff;
benceno) de la casza Packard; Piridina, Tetra cloruro de carhano,r,z
Acido Formico y Meta periodate de sodio de J.7.Baker.

La coldgenasa bacteriana fue ocbsequio del Dr. Sam S§§££§t;

del Instituto Albert Binstein de Nusva York. .

Todos los reactivos utilizados fueron quimicamente puros,
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METODOS

PROCEDIMIENTQ DE EXTRACCION DE COLAGENA SOLUBLE EN ACIDO. (Metodo

de cGallop (26).

Todo el proceso gue se describe a continuacidn se réélizéJ‘
a 400; La piel de Becerro o de las. Ratas recientemente sacrifica-
das, se rasura perfectamente y se elimina el tejido celular subcu
téneo, musculo, etc. Se fragmenta finamente y se muele en un moli
ne de carne. pproximadamete 500 g de la piel molida se suspenden-
en dos litros de una solucidn de acetato de sodic 0.5M y se dejaw .
agitando toda la noche. Se filtra a través de una éasa, se deshe~

cha el Ziltrado y se repite el proceso dos veces mds. Se susgpen--

de la piel en dos litros de agua destilada, se deja agitando tqaé ‘“4

la noche, se filtra a través de una gasa y se deshecha el filﬁrado;
8e repite dos veces. Se suspende el sedimento en dos litroz de o
‘una solucidn de citratos, la gue contiene un litro de citrato dé-
gsodio 0.05M y un litro de adcido citrico 0.1M, la solucién queda -
con un pH de 4.3. Se agita toda la noche, se filtra a través de -
una gaea, se guarda el filtrado y se repite la extraccidn dos ve-'
ces mds. Se juntan los filtrados y se centyifugan a 20‘000 X g dg
rante 60 mins. en una centrifuga MBE-40. Se dializa el sabrenadag '

ta contra unu soiuoidén de Faafatos 0.02M hasta que las fibr‘aa é&‘“

colégena precipitan. Se
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ces con agua destilada y se disuelve en dcido acético 0.25M. El .

material asi obtenido puede liofilizarse o guardarse congelado.

SEPARACION DE CADENAS o( Ygﬁr EN CARBOXIMETILCELULOSA. (Método d‘e-

Se prepara la carboximetilcelulosa (CM-celulosa) por el mé
tode de Peterson vy Sober (112). Se suspende en una solucidn aﬁéng
tiguadora de acetato de sodic 0.06M pH 4.8 y se enpaca la resinég
en una coclumna de cromatograffa de 2.5 X 18 cm con un flujo de ~-- .
180 ml/hora. La columna se mantiene a temperatura consgtante dé ~~>‘x
s0°c. |

Se disuelven 100 mg de coldgena en 50 ml de solucidn amor-
tiguadora de acetato de sodio (0.C6M pH 4.8 y se desnaturaliza lé;(
proteina calentando a GOOC por 30 mins. Se aplica la muestra en -
la columna y se eluye con un gradiente lineal de Na®i de 0.0 a --
0.1M en la solucidn amortiguadora de acetato de sddio, en Qp velu
men total de 800 ml. Se colectan fracciones de 8 ml a una veiﬁcgfff
dad de 180 ml/‘/hora. La proteina se determina leyendo‘a*Qaéyggen';f;

un Espectrofotdédmetro Zeiss.
OBTENCION DEI. PEPTIDO CON EL ALDEHIDO of- fs INSATURADO.

FORMACION DIt 2, 4-DINTTRO FENILHUTIDRAZONA CON BL ALDEHIDO@! Lﬁgﬁé*

‘ e
s

TURADD,  (Mftodn de Roikind (73} (74)

A una solucién al 1? e Cﬁiﬂgﬁna demnwtuzuilzadw pﬁt cala

L

ge le sgregan 2 ml de una ,J?uC}un cles 2 émﬁlﬁitrﬁfﬂﬁilhiﬁ
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al 0.2% en HCL 2N. Se ajusta el pH a 3 y se deja agitanda53btminé{
a temperatura ambiente. La reaccidn se termina por diélisiS‘cc&,~_;'
tra varios cambios de agua destilada durante 24 horas.

El espectro de absorcidn del darivado formado se determin6> 
utilizando un EspectrofctOmstro Beckman D.B. La concehtracién‘dé—.€
aldehido se determind usando un coeficierte de extincidn molar d§: 
20 x 107 a 394 mp (74) .

La coldgena marcada con la 2,4-dinitrofenilhidrazina se h§ .
ce 0.005M con cloruro de calcio; se ajusta a pH 8.5 con NaOB 1N vy
se agregan LO0Y de colagenasa bacteriana purificada por eaéa'ZgA—V”
de colagena. Se manticene el pH constante en B.5 hasta gue va no 8'
haya variacidn y posteriormente se incuba a 40°C durante 24 horas.

La mezcla de péptidos se aplica en una columna de 2,5 X'QO;
cm de DEAE celulosa equilibrada con solucidn amortiguadora‘da 'wég
Tris~HCl (tris-hidroxi metilamincetanc) O0.03M pH 8.3, La m@estfa-f
se eluye con 300 ml de la solucidn 0,05M de tris-HCl pH 8.3 y gq§ ;
teriormente con un gradiente lineai de NaCl de 0,0 a 1M en Qh‘vgff
lumen total de 600 ml. Be colectan fraccionea de 8 ml a una Qalé;;
cidad de 180 ml/hora vy se determina la absorbancia a 230, 280.?14;
396!WL |

Log pleoos gse desalifican en una columna de 2 X 50 cm'dé -
Bilo-Gel P;z equilibrado con dcidc acético 0.25M. La muestra das§ﬁ ‘Jf

lificada se evapora a seguedad 4n un ovanarador rotato;ggAykﬁa,dg

suelve en un volumen peguefio de agua destilada.
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Alfcuotas de 1 ml se aplican en el centro de tiras de gg—”:
pel Whatman 3 MM de 20 cm de ancho por 82 ocm de largo. El papel-
ge humedece con solucidn amortiguadora de Piridina-Acetato O.1M~-
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 solucidn amortiguadora y se pasa una corriente de -
24.4 voltios/em por 90 minutos. Se saca el papel y se deja secar
en una campana de extraccién. Se corta una tira de un centimetré
de ancho a todo lo largo se humedece en uns solucidn de Ninhidri
na al 1% en acetona v se desarrxolla el color calentando en un -~
‘horno a 100°C durante 5 mins. La zona gue contiene la 2,4~din§p~:h 
trofenilhidrazona (de coleor amarillo), se corta en pequefios frag
mentos y se deja agitando toda la noche con agua destilada, se ;, 

£iltra y concentra a un volumen final de 1 ml.

REDUCCION CON BOROTRITIO DEL ALDEHIDO G<~}3 INSATURADG.

Se ajusta la solucion de colégena a pH 8, se agrega un ex
ceso de 200 molas de borohidruro de sodio tritiade calibrado por

el método de Gallep* (113). Se deja agitando durante una haxg‘éugw

i

T o S o S ot sy TV g RS iy T R S WY et i SO TR

*Se reduce el échﬂagkmanolevulinico. se forma el dinitro-fenol~-
derivado, se purifica y se mide la radioactividad. La dectividad-
! eapecifica se¢ saca utilizando un coeficlente de extincidn ﬁﬁ*&*w
4 de 16 000 (para los DNP der rados) . EL Acido S"dmlnolavuiinica.
. al igual que el aidohido «d-  insaturado avepta una mclecula dﬂ e
tritio en su estructura.
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manteniendo el pH entre 8 y 9. Se para la reaccidén 'ajando el‘j
pH a 3 con acido acético o dcido clorhidrico. Se d.aliza contré
agua destilada o se liofiliza varias veces hasta obiLcner una agQ
tividad especifica constante. A pesar de liofilizar varias ve--
ces, la proteina puede contener hasta un 20 a 25% de agua que =--—
es muy dificil de eliminar.

La actividad especifica se expresa en dpm/mg de protei-

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

La radioactividad se determina poniendc 0.05 ml de la - -

H

muestra y 0.5 ml de Hidroxido de Hiamina ( 1 molar en metanol),
en frascos de conteo conteniendo 15 ml de liguido de centellec

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

mg de Dimetil POPOP (l,4—bis—2,{4~metil—S-feniloxazolil]benceﬁo)_‘ ﬁ
en un litro de tolueno. Las muestras se contaron en un aparatq <
Packard Tri-Carb. La proteina marcada se liofiliza, se disuelveff
en dcido férmico al 70%, se agrega 100 molas de exceso de Br@ﬁgf}

ro de ciandgeno (CNBr) en relacidn al nimero de metioninas y se~- -

incuba a 409C durante 4 horas. La reaccidn se para al diluir 10:
veces con agua y se liofiliza para eliminar el exceso de reacti'
vo {53). Se disuelve en solucidén amortiguadora de citrato de 80
dio 0.02M pH 3.6 y se aplica a una columna de 2.5 X 18 cm maﬂf
tenida a 40°C que cunﬁiene CM-celulosa eguilibrada con la‘miﬂmé

anlurién amortiquadora. La muestra s¢ eluye con un gradiente li

neal de NaCl de 0.04 a 0.14M en solucién de citrato de sodio ===

i
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0.02M pH 3.6, en un volumen total de 1600 ml (58), Se coléd%éﬁ?

fracciones de 8 ml con un flujo de 160 ml/hora. La proteinaﬂbé€J

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

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

4

El pico conteniendo la radioactividad se aplica avdna ég
lumna de 2.5 X 18 cm de Fosfocelulosa mantenida a 40°C. La ---
muestra se eluye utilizando el método de Bornstein y colabdtadg‘
res (75), con solucidn amcortiguadora de acetat§ de sodioc 0.001M
pH 3.8, con un gradiente lineal de NaCl de 0.0 a 0.3M en un vo- -
Jlumen total de 820 ml. Se colectan fracciocnes de 8 ml con una -

velocidad de 140 ml/hora. La proteina se detecta por su abasor=-

cién a 230 mya.

El pico conteniendo la mayor parte de la radioactividaqfﬂ;

se degalifica en una columna de 1 X 100 cm de Sephadex G~25‘(mg,7
diano) eluyendo con acido acético (.25M. Se puvifica por elegfan R
troforesis en alto voltaje. El pico se localiza cortando tirégf;*

de 2 X 1 cm que se aplican en frascos de conteo con 10vm1fdé'¥i,g‘

gquido de centelleo.

ANALISIS DE AMINOACIDOS

La muestra por analizar se coloca en ampolletas de vi-ws

dio, se le agrega un volumen igual de [CL 12N vy se cierran al -

¢ o . A I
vacio. Se hidrolizan durante 24 horas en Gn hoino

f

clorhidrico se evapora bajo presidn reducida
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disuelve en un volumen pequefio de agua destilada.
La composicidén de aminodcidos se determina en un Analiza
dor de aminodcidos Beckman / Spirco 120, utilizando la técnica-

acelerada 'de Spackman, Moore y Stein (115).
DEMOSTRACION DEL DOBLE ENLACE

A) OXIDACION COM OZONO

La colagena liofilizada se corta finamente y se suspende
en un volumen adecuado de CC14. Se adapta a un generador de Qzo
no dejando que burbujee por un perindo de una hora. Se centrifu

ga, se deshecha el sobrenadante y la coldgena se disuelve en --

\

agua destilada conteniendo borotritic con el fin de reducir los
perdxidos y aldehidos formados. La muestra se dializa para eli-

minar el exceso d= borotritio.

B) OXIDACION CON ACIDO PERFORMICO (116) .

La coldgena liofilizada se disuelve en un pequefio volu--
P . / . 4 ' . . ) . L
men de &cido férmico al 90%. Se enfria la muestra . ~5°Cy se agre -
ga el 4cido perférmico*, se deja a esta temperatura duxante dos -

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

* Se prepara con 5 volumenes de perdxido de hidrogéno al BD%”YQ
9% volhimenegs de écido £é6rmico al 90% y se mantiene en envase ce
rradc a temperatura amblente Guranie dos horas. Antes de ag&éQZ”
garlo a la muestra se enfriaz a - 5 C. Se prepérémééaéf§é 1
se va a utilizar. ‘ L
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1iofiliza para eliminar los reactivos.

C) OXIDACION CON PERIODATO

Se calibrd el método con coldgena, utilizando diferentes
concentraciones de meta-periodato de sodio a diferentes tiembos
y midiendo el formaldehido liberado usando la técnica del &cido
cromotropico (117).

Se ajusta la solucibn de coldgena a pH entre 5 y 7,yse,~
agrega una sclucidn de wmeta-periodato de sodio 0.02N (20pmolas~
pcr my de proteina), se deja agitando por una hora em la oscuri
dad. La reaccidn se para agregando glucosa para gue se termine-
de consumir el periodatc o bien guitando el exceso de periodatb
agiténdolo can bowex 1-X8 (200-400 mallas} v filtrando. Cuando-
se utilizd material radiocactivo, se midid la rédicactividad‘agj

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

ra eliminar el tritio liberado y asi poder determinar el por—--

ciento de perdida de radioactividad. Alicuotas de las muestras

tratadas con estos prccedimientos de oxidacidén se sometieron a-

eletroferesis en gel de acrilamida por el método de Nagai y cg;"

laboradores (118), los geles se tifien con amide de Schwarz gor

5 mins. v se decolora con dcido acético al 7%. Con este método

se puede ver la relacién de<ly (3 y determinar la ruptura de la-
7 .

doble ligadura previamente hidratada con acido perfdérmico. Bl-

poxcisnto relativa dea{y}3 ge deicimina en un Densitdmetro Den-

sicord.
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- AISLAMIENTO DEL PRODUCTO DE REDUCCION DE LA CONDENSACION ALDOLI-~

Ch.

La coldgena total o el péptido puro, se sometieron a hi--
drélisis alecalina con NaOH 2N en ampolletas cerradas al vacio du
rante 24 horas en un horno a 1l04°C. Se neutraliza el hidroliza-~
do con HC1 2N, se evapora a sequedad‘y de disuelve en un pequefio
volumen de agua destilada. Se aplica la muestra en la columna =-
larga del Analizador de aminoécidos, el cual tiene adaptado un -~
colector de fracciones. Se colectan fracciones de 1 ml, se deter
mina la presencia de los aminocécidos por el método de la Ninhi--
drina (118) y el resto se utiliza pra determinar la radioactivi
dad,

Los picos conteniendo radioactividad se concentraron, se-

ajusta el pH a 1 con HCL y se llevaa un volumen de 10 ml. Toda -

la muestra se aplica a una columna de 1.2 x 8 cm de Dowex 50~X4r;,'A”

eluyendo la sal con 15 @l de agua destilada y recuperando la —--
muestra con lSle de amoniaco 3 N. “
Una alicuota de la muestra desalificada se poné en papél#”
Whatman 3 MM para hacer una cromatografia descendente,én Butar-—-
noi:acético:agua (4:1:1). Se.revela el cromatograma con ninhid?&

na y se localiza la radioactividad en unduplicado, contando en el

papel directamente y asi poZcr determinar el RE de las muestras; 
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RESULTADQOS Y DISCUSION | o

La colégena obtenida se gepara en cadenas o()fja . Enfla p- i
gradfica I, se muestra el perfil de elucién obtenido con coldgena
de Becerro. El primer pico gue aparece corresponde a las cadenas
ol 1 vy al dimerxo JBll, que no ge puede separar por tener la m;é
ma carga neta. El segundo pico correspende al dimero /312, que -

gse encuentra en mayor proporcidn y no se resuelve completamente-

:

del mondmero =X 2, gue sale a continuacidn. El Gltimo componente-
corresponde a agregados de mayor peso molecular, los cuales~
se eluyen con mayor fuerza idnica o con NaOH.

La grafica II corresponde a la separacidén de colégena‘de?

Rata. El orden de elucidn es el mismo, sin embargo, se obtiene -

una mayor resolucién que en el caso de la coldgena de Bece-- =

rro. La proporcidn de cadenas o es aproximadamente del SQ%;w'
Se toman los dimeros de ambas especies, se dializan, se -

forma 1la 2,4-dinitrofenilhidrazona y se digieren con Col&géné%

sa bacteriana. Los péptidos obtenidos se separan en columnas‘de;1’“

DEAE~celulosa. In las graficas III y IV, se muestran los patxoi;

nes de elucidén de coldgena de Becerro y Rata respectivamente, -~ =

Con el volumen de exclusién de la columna aparece un pico -
grande ¢l cual tiene la mayor absorcidn a 230 mp. (regién don-
de absorbe lz prot=ina). Este pico representa el 80% de ‘la pro-

tefina total y tiene un poco de absorcidn a 28




_GRA FICHh I.

Cxomatografia en CM-celuldsa{'

colagena de Becerro.

e con acetato de sodio 0.0Q6M pH

L.a muestra se eluy

aiente‘Jineal de Nacl de 0.0 a 0.1M. =

4.8 con un gra

yolumen total de 1000 ml.
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G RAFICA IT.

Colégena de Rata, Cromatografia en cM-celulosa. La
muestra se eluye con acetato de sodio 0.06M pH 4.8
con un gradiente lineal de NaCl de 0.0 & 0.1M. Vo~

lumen total de 800 ml.
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GRAFICA ITT.

Cacdenas j} 12 de Becerro. Cromatografia en DhAE~celulosaf,
La muest.,a se eluye con 300 ml de solucidn de Tr*s—HCl
0.05M pH 8.3 y posteriormente con un gradiente linéaljdaﬁ’

NaCl de 0.0 a 1.0M en un volumen total de 600‘ml;1
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GRAFICA 1V,

Cadehas )3 11 de Rata. Cromatografia en DEAE;éélulésé,f;ff
La muestra se eluye con 300 ml‘de soluciénnamortigugdg;'
ra de Tris-HCl C.05M pH B.3 y posteriormente con un;;;} ”E‘
gradiente lineal de Nall de 0.0 2 1.0M en un voluﬁen ¥;?

total de 600 ml.
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gibén donde absorben los aminodcidos aromiticos. En este picd‘se
encuentran los carbohidratos vy los tripéptidos de la zona -
cristalina que se obtienen . con colagenasa. E1l Gltimo pico --
que aparece, contiene la mayor absorcidén a 280 mp (aminodci
dos arométicos) y toda la absocrcidén a 390 o, regién que - -~
corresponde a la longitud de onda mdxima de la 2,4—dinitroféni;
hidrazona del aldehido °<—/3 insaturado. Este pico comprende -
al péptido obtenido de la regy:on N-terminal por ﬁojkind Yy éolabg
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 c¢m hacia el &no-
do. ©Esta banda no da reaccién positiva con la ninhidrina,~‘
indicando que el péptido estd puro y proviene de la regidn f fF‘
N-terminal de la proteina (74), vya que los grupos N»termifr 
nal de la coldgena se encuentran blogqueados (120}.

La composicién de aminodcidos de los péptidos obtenidos -

{:

de lag cadenas /3 11 y‘/Blz, tanto de Rata como de Bederrd; L
se muestran en la Tabla II. Entre las caracteristicas priBCipar:
les del péptido de Rata estd la ausencia de hidroxiprolina yiuh
porcentaje bajo de glicina (21%). lo que hace pensar gue estos-

péptidos no derivan de las zonas cristalinas de la proteina.”AdeméS;:




TABLA I1,

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DEL PEPTIDO CONTENIENDO EL ENLACE

INTRAMOLECULAR , -
RESIDUQS POR PEPTIDO
RATA BECERRDO
AMTHOACIDD
11 12 311+ %1 312

P G pr | P P

col.crBr | Col.fcNBr| Col.| cNBr | col.] cnmy
hidroxiprelina O G 0 0 0 2 8] 0
dcido aspartico 2 2 2 2 2 2 2 3
trecnina Q 0 o 0 1 1 1 1
serina 4 4 4 4 5 5 3 4.
ac.glutdmico 2 | 2 2 | 2 5 4 3] 4
prolina 4 4 4 4 3 6 4 8
glicina 6 & 6 & lo |11 7 {11
alanina 2 2 2 2 3 2 1 ,’2 '
valina 4 4 3 3 2 2 213
metion: na 2 o 2 0 - 0 3 Qo
isoleucina 0 0 o o 1 1 1 L
leucina 0 0 0 G 1 1 17 1
tircsina 2 2 2 2 - 1 1 2
fenil alanina s 0 o Y - .4 1 1
homoserina 0 2 0 2 e 2 o 2

- NO SE DETERMINO

% POMBDOS DE LO3 TRABATOS DE PIEZ.
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GRAFICA V.

Coldgena total de Becerro. Cromatografia en CM-celulesa. —.°
La muestra se eluye con citrato ds sodio 0.02M pH 346--;3*33

con un gradiente lineal de 0.04 a 0.14 de NacCl en un_vb— "f

lumen. total de 1800 ml.
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paracidén de estos péptidos. El primer pico que apareée’céﬁtiene¥
el 80% de las cuentas totales quodando el 20% faltante distri- -
‘buidec en el resto de la proteina. Este pico se desalifica y cro-
matografia nusvarmente en columnas de Fosfocelulesa, en donde se-
Com2 se observa en la G dfica VI, -~
aparecen cuatro picos: el primero con la mayor parte de la radio

23 como s ve en la Grafica --

»

YII. Nuevamente se obtuvieron dos picos, uno pegueflc gue sale --

primerc y gue contiene el 62% de la radicactividad v el segundé-i.
pico, de menor peso melecular, con el resto de la radioactividad.
Lz aparacidén de radicactividad en ambos pices vy el sitiolde elu%
cidn, sugieren gue el prirer pico corresponde a los dimeros coaf f'
el aldehido <X - {3 insaturado reducido y el segundo pico a 163 ;e ‘;
mondmeros con ei aldehide saturado reducido. Para mayor purifi%v

cacidn, se sometid el primer pico a electroforesis de alto volww

taje, lecalizando el péptido por su radicactividad, Comoc se —=~<

fus

-

fica VIII, el péptido migra dos centimetros ha-

muestra en la gr
cia el &ncdo.
Este mismo procedimiento, pero eliminando la cromatografia’
en Fosfocelulcsa, se usd para purificar los péptidos de las caﬂg 3
nas /311+<x1 v /3;2., previamente separadas en CM~celulosa y1~15

dsspufs getas con CNBr. Su composicidn se muestraz en 1a Tabla IX.

x

Come sé observa, hay diferencias en el nidmerc total vy  tipo de

A

aminodcidos. Encentrados en los péptidos qucwijﬁ@




GRAFICA VI,

Primer péptido obtenido de la cromatografia aﬁteri@r;

Cromatografia en Fosfocelulosa. La muestra se eluye: -

con acetato de sodio 0.0C1M pH 3.8 con un gradiente
lineal de NaCl de 0.0 a 0.3M en un velumen tetalﬂaeff

820 ml.
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GRAFTICA VII.

Primer pico obtenido de Fosfocelulosa. Cromatografia‘ _eh
Sephadex G-25. La muestra se eluye con &cido acétic’-o‘v -

OIZSM.
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GRAFICA VIII.

Electroforesis en alto voltaje. Solucién amortiguadora
de piridina-acetato 0.1M pH 4. Se hace pasar una Co-—w=-
rriente de 24.5 voltios/cm2. durante 90 minutos. El pép
tido se localiza por la radioactividad. Las barras som-~
breadas representan iracciones radioactivas con reac-—--

cién positiva a la ninhidrina.
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sa O CNBr. Hay un numero mayoy de rw‘zJuog en los obtenidos con
- CNBr, lo gue indica probablemente gue la metionina no se encuen
tra en el décimoquinto lugar sino gue adn mds lejos. Esto po---
dria explicar ademé&s la aparicisn de hidroxiprelina en algunos-
casos. El mayor nimero de residuos de prolina y glicina tam-—;

bién pueden exglicarse de esta maners.

AISLAMIENTC Vv CARACTERIZACION DEL ENLACE INTRAMDLECULAR.

Para aislar el aldenido«- /3 insaturado de ccligena de -
Rata, se utilizd el analizador de aminodcideos. En la Gréfica IX
s¢ muestra el sitio donde aparece el aldehido obtenido por hi--

-y e A

drdlisis alcalina v localizado por su radisctivida

ha sido caracterizado como el producto de reduccidn del.aldehidé -“ }
saturado (el © semialdehido del Acidoolamino adipico), al que -
se le T denominado Hidroxinorleucina. Rl segundo pico,‘can ma
yor radiactividad, aparece después de valina y antes de tirosinv
na y corresponde al producto de reduccidn del aldehido ¢¥~/3‘ig
saturado, al que se ha denominado Aldol, por provenir de la con

densacion aldolica de dos S semialdehidos del dcido ot amine adi

ico (785 .

he)

Este aldol es el mismo compuestsG encontrado por Franzbhlau

en Elastina {34) v el cu a} ha sido caracterizado por su-Espaie
; 2




GRAFICA IX,

Hidrolizado alcalino del péptido puro de colégena de Rata.

conteniendo el aldehido o - /3 insaturado. Cromatogra--

fia en la columna larga del analizador de aminodcidos. La.

muestra se eluye con “in primer buffer de citrato de sodio

3.0l y posteriormente pH 4.25.
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tro de masas.

Para demostrar gue el Aldol se encuentra en todas las espe

cles, se hizo lo mismo con coldgena de Becerro. En la Gréfica~xe
se muestra el patrdn de elucidn. Se observa un pico radioactivo-
grande que eluye junto con glicvina gque corresponde a la Hidroxi-
norleucina. Sin embargo, con el cambio de buffer, en la regién‘~'
donde elaye el Aldol, se observan dos picos radioactivos gue no-
tienen una buena resoluciodn.

Bailey y colaboradores (122), trabajando con coldgena de -
hueso de pollo, encontraron un compuesto que era el producto de-

condensuciotn aladlica de dos aldehidos derivados de una hidroxi~i

lisina v el otro de lisina (Aldol de hidroxilisina). Este hecho*
sugiere gue unc de los compuestos encontrados en piel de Becerro, .

puede corresponder al Aldol aislado por Bailey (122).

Como ha sido demostrado, la ozondlisis rompe los dohles eg’
laces v transforna a loa cacbones gue los contienen<mlgfupcs'§§£'
bonilo (123} . Como se observa en la PFigura (I, el aldol de lisina(ﬁ);
tratado con ozono se rompe para formar dos compuestos nueves. En
este caso y parn evitar la formecion de perdxidos, se agregd 594‘ 
rotritic para convertiy los carbenilos en hidroxilos, De estax -

-~

presente el doble enlace, uno esperaria despuds de ozonblisis v

reduccidn un aumento en la cantidad de tritio, En un experimento




GRAFICA X

Hidrolizado alcalino Jdel péptide puro de coldgena de Becerro

conteniendo el aldehido - fa insaturado. Cromatografié .

en la columna larga del analizador de aminodcidos. La mues=—-—

tra se eluye con un primer buffer de citrato de sodio PH —==

3.01 y posteriormente pH 4.25.
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FIGURA XX.
REACCIONES QUIMICAS EFECTUADAS PARA LA TDENTIF1CACION DEL

ENLACE INTRAMOLECULAR.

R (a) | R (B)
i i . : S
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| T ! | I T - 1
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tipico, una alicuota contenia 1560 ‘c:pm y después de ozondlisis, -
aumentd la radiocactividad a 3234 cpm. Aunque el aumé;to és ﬁuy -
considerable, no se encontrd una triplicacidn de‘las cuentas. Es
te valor deberia encontrarse si el método fuera 100% efiéiente.—

Estos resultades sugieren que la ozondlisgis no es completa o bien,

que se forman peroxidos gue contindan la oxidacién de Jos carbo-

Para demostrar gue el aldehido «X - }3 insaturado es en -=-
realidad el enlace intramolecular, coldgena nativa se sometid a-
ozondlisis y .a concentracidn relativa de monémeros y dimeros se
determindé por electroforesis en gel de acrilamida. En ia Grifica

XI se muestran los trazos densitométricos de 1los geles tefidos - ,?

con Amido Schwarz. Se observa una disminucidn importante de lus- f

cadenas (3 en la colagena ovzonolizada comparada contra coldgena~-:
J .

normal.

Uno de los productos de la ozondlisis (Fig.II-C) tiene dos

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

con periodato. Su oxidacidn produce semialdehido glutdmico - -

(Fig.1I-D) y formaldehido y se eliminan parte de las cuentas -gffm
con el agua. En la Tabla III, se muestran los resultados obteni~
dos de- ués de tratar coldgena de Rata y Becerro, asi come el pé
ptido puro de Becerxo, con ozone y periodato. Como erva de espurar

se, en ambos casos se observa una pérdida de tritioc mayor del

65%, 1o que demuestra claramente la presencia del doble enlale -



GRAFICA XI.

Col&gena de Ruta. Trazo densitometrico de los geles de

acrilamida tefiidos con Amido Schwarz. Las muestras se- -

corric -on 60 minutos con una corriente de 6 miliamperios.
por gel.
a) Ccontrol.

b) Ozonolisis.
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TABLA III.

OXIDAJION POR PERIODATO DEL ALDEHIDO o{- F INSA’I‘URADO;

% PERDIDA
MUESTRA

BECERRO RATA
COLAGENA TOTAL 12 % 8 %
COLAGE™A TOTAL OZONO* 65 % 66 %
PEPTIDO PURO 24 % 9 %
PEPTIDO PURO OZONO* 80 % +
PEPTIDO PURO PERFORMICO 63 % 40 % ]
{312 TOTAL 23 % + |
311 mOTAL 8% | 'O

+ NO SE DETERMINO

* DESPUES DE OZONOLIf  SE REDUCE CON NABT4
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en conjugacidén con el grupo aldchfdo que ha sido reducido. Estos
datos tambidn estdn de acuerdo con los especlros mbtenidos‘por -
rRejkind (74} vy Bornstein (75) utilizando Q,A—dinitrafenilhidrAZQF
na y N-metil benzotiaznlona hidrazona.

Otro método utilizado para corroborar la presencia del do-
ble enlace es hidratandolo con dcido performico. Esto convierte-—
al Aldol de lisina (fig.II-A) en el Aldol de hidroxilisina - -
(FIG.II-B), y este dltimo, por tener hidroxilos en carbonos veci
nos, es susceptible a 1n oxidacidn por periodato. Uno de los pro-
ductos de la oxidacion es ol dcido glutamico (Fig.IT~-F). para de
mostrarlo, se ovidd o1 aldol de hidroxilisina con periodata, so-
cromatografid en papel descendente junto con un standard de Giu—
tamico y se reveld con ninhidrina. Se encontrd una mancha eh 01— 
aldol oxidado con periodato gue correspond{a al RE encontradb pa
ra el dcido glutamico en este sistema. El otro producto de ia —
éxidacién con periodato es el § semialdehido del acido &£ aminé“
adipico (Fig.I1-G) . Como 5€ muestra en la Tabla III, el peptiab;
puro de Becerro tratado con acido perférmico y periodato pierde-
el 63% de las cuentas y en el de Rata se pierde el 40%. Este da~-

to sugicre gue el rendimiento no es del 100%. Como contrnl para-

este experimento, se¢ determind primero que no habia pérdida de =~

PN

ta Y T3 P 2 - s L NS N
tritio después de realizar la cxidacifdn cen Acido parfdrmico.. =

Otro control realizado fué el de oxidar las

te con periodato. COBO e observa en la
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total de Rata o el péptido puro, incubados con periodato re- - -
tienen practicamente el 100% de su radioactividéd. Sin embargo, -
la coldgena total, las cadenas aisladas O el péptido puro de Be-
cerro, muestran una pérdida importante de tritio al ser someti--
dos a oxidacidn con periodato. Estos resultados sugieren gue en
la coligena de Becerro existen dos compuestos: uno sensible a pe
ricdato (Aldol dc hidrowilisina)y otro insensible (Aldol de 1lisi
)

na). La colagena de Rata, por el contrario, muestra un solo Al--
dol {(Aldol de lisina).

para corroborar los datos obtenidos, alicuotas de las mues
tras tratadas se aplicaron en ¢l Analizador de aminodcidos des--
pués de hidrolizar en 41cali, localizando los compuestos por su-
radioactividad. &n la Grafica XII se muestran 1oOs resultadds ob=~
tenidos después de ozonolizar el péptido con el aldehido a(~/3 -
insaturado obtenido de piel de Becerro. comparando la proporcién‘
entre los dos picos de Aldol de la coldgena ozonolizada y la nor .
mal (ver grafica X). se encontrd que al contrario de la coldgena -
sin tratar, el primexy pico tienc un mayor porcentaje de cuentésé
que el seygundo. Rsto sugiere gue el segundo pico corresponde‘al;_
aldol con la doble»ligadura (aldol de Lisina) .

pn la orafica XIIT se macestra el efecto de la oxidacidn ==
it

con dcids perfdrmico vy posteriormente con perindato. Después de- -

-

cxidar son acido performico (crafica XITI-A), los picos radiaqtiiv“

vos que normalmente cromatografian ‘entre valina y tirqsina‘

W&
\




GRAFPICA XII.

Hidrolizado alcalino del péptido puro de Becerrotdespués’

de Ozonolisis. cromatografia e

lizador de aminodcidos. La radiocactividad se representa-

por las barras sombreadas .

n la columna larga del ana Sl
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les) .,

se convierten en un solo pico gque aparece inmediatamente-
después del cambio de buffer. & :te pico es altamente

a la accidn del periodato (Grafica XITII-B) y mas del
cuentas presente

guceptible '
90% de las
s en este compuesto se eliminan con el agua des
pués de la sxidacidn. Este dato nuevanwente viene a apoyar la
presencia de los aldoles de lisina
na de Becerro. Una vez

c hidroxilisina en la colage
aislados los A
aminocdcidos y eliminadas las

1doles en el Analizadox de
mind el Bf de cada uno

,
sales poOr cromatografia; se deter-
por cromatografia en papel descendente. -
En la 3rafica XIV se muestra es esguema de lOs resultados obte-
nidos. La mancha (1) corresponde a la Hidroxinorleucina, gue en
este sistema tiene un Rf de 0.33. La mal
Aldol gue emerdge en segundo
Y gue

wcha (2) . corresponde al
por los datos

lugar del analizador d

xminoécidosv
anteriormente prescntados sSe sugiere que --—
sea el aldol de lisina. Las barras sombreadas representan la ~-
radiactividad lo cual confiirma due esta
aldol y no un contaminante.
emerge

mancha es realmente el~
El 3 repr
de la columna {pldol da

esenta al primer ald 1 que
to wvarias manchas

hidroxilisina) ., el cual presen-
a la ninhidrina,
puro y no es

1o que indica que no estaba~
de extralarse, porgue sale junto con m
leucina. Se encontraron

etionina Q ;
contaminantes de HidroAinexleucinglasi~
como del airdul cina. Sin
coincidio

P
o

embargo, la radiocactividad no
con las nanchas &
ca gue el aldol de hidrox

THLY

btenidas con ninhidrina,

Ve L

1o que inGi

of menoil gque la hidro
barras en ia g

ilisina tiene un
~nmo muestran las

Afica.
e




GRAFRFTICA XIvV.

Cromatografia descendente en papel de los aldoles aislados .
de col&gena de Becerrc. Eluyente: Butanol: ac. acético: -=

agua (4:1:1).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten-
sugerir que el mecanismo de formacién y la estructura del enlace-
intramolecular, es idéntico ¢n las colégenas de Rata y Becerro. -

Por esta razén, se sugiere también que este mecanisme puede sexr -

el mismo para todas las coligenas de animales gue no contengan --
cisteinas v no puedan formar pucntes disulfuro.

En la coldgena de piel de Rata se puede obtener un fragmen
to de igual tamaiio y composicidn de aminodcidos cuando se usa Co-
lagenasa bacteriana o CNBr on 1a obtencidn de cse péptido. Por el
contrario, en la de Becerro hay diferencias entre el método enzi-
matice y el guimico. Esto sugiere que el residuo de metionina gue
es suceptible a CNB1 no 38 el mismo residuo sobre el cual actia -
la colagenasa. El péptido obtenido de ambas especies carece deVQ;

grupo amine terminal y S5 encuentra colocado en el extremo N-ter-

A

minal de la proteina. Estos péptidos ademds de tener el enlace in
tramolecular, son altamente antigénicos y se encuentran en la re-
gidén no helicoidal de la proteina (111) . En ambas especigs pueden
ser liberados por ruptura 1imitada con CNBr ( 121 ) o por ruptura

limitada con enzimas proteoliticas, tales como Pepsina y Tripsina

(121).

mrraoioa muestranfcaracteristicas semejantes en la -

B ~
Minran Sl

. .
composicidn de amlinosc

lecular. En ambos casos faltan los aminodcidos basicos, carecen

cidos de sus péptidos con el enlace intramo=-.
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de hidroxiprolina, contienen tirosina y son ricos en aminodcidos-
polares como acidos glutémico y &cido aspdrtico. Las difercncias-
de especie existentes son minimas y corresponden a la presencia -
de leucina, isoleucina y fenil alanina.
Por los datos agul presentados y los datos existentes en -
ia literatura (124) {(125), se puede asegurar que la colégena jo--

ven de Rata, Becerro y Embridn de pollo, tienen una lisina en po-
sicidn cercana al grupo N-terminal. Como parte del proceso normal
de maduracidn, una enzima sspecifica (77) desamina oxidativamente
el grup & -animc vy convierte a la.lisina en el & semialdehido-

del dcido ol amince adipico. posteriormente, los aldehidos de dos

jo

cadenas vecinas se condensan 2lddlicamence (78) para formar un -~

~hidroxi aldehido gue facilmente se deshidrata para formar el

.

o

Aldol.

Ui

o es posible ase urar <oh exactitud si el aldehido de la~-

coléagena tisular antes (¢ su evtraccifin es el 53 -hidroxi aldehi

do o el Aldol. Se sabe gue los G .hidroxi aldehidos se deshidratan

N

con suma facilidad para convertirse en aldehidos o - ;5 insatu~

rados .

1 »
Este tipo de enlace tiene la enorme ventaja de ser esponta

il

nec una vez que se forma el aldehido e indica sdlamente que el re

querimientc energético para la formacién de este enlace &3 muy ba

. . . . - Y a ue el Aldol se forma®ln
jo. Deshmuk v Nimni (126) han demostrado g !

wyitrocuando la colége

% pH neutro.

na se incuba a 37°C en puffer de fosfatos -
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Finalmente, conuciendo la estructura Y funcién de los enla

ces, se puede explicar como actuan el gran grupo de compuestos -

que producen la alteracidn llamada Latirismo. Unos actuan blo-=—--
queando la enzima (77), otros combindndose con los aldehidos (92)

y otros podrian tencr un mecanismo doble: bloguear la enzima y =-—

combinarse con el aldehido {94)

5

La presencia de un Aldol derivado de hidroxilisina en la -~

14

colagena de Becerro, indica gue la enzima responsable de la forma

cidén de la Allisina ( S semialdehido del &dci

Q

0 «{ amino adipi=--
€o), no distingue entre la lisina o hidroxilisina. AL mismo tiem-
PO se puede pensar que la enzima responsable de la hidroxilacién— B
de lisina para convertirla en hidroxilisina, puede actuar scbre F;?f
este residuo importante antes de que sea desaminado.

Los datos agui presentados permiten establecer que el Al--
dol {lisina) es el enlace Intramolecular, sin embargo, no se pue-
de asegurar que el aldol de hidroxilisina sea un enlace intfamolg
cular. Es posible gque este tipo de Aldol se forme, como éugiere -

Bailey (122), entre la lisina de ura tropocoldgena y la hidroxili

8ina de otra {(Enlace intermolecular) .
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