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1. INTRODUCCION

El paso a la vida multicelular marcd el desarrollo de
notables transformaciones y procesos constructivos acompanados
evolutivamente por la aparicidén de un conjunto de especies mo-
leculares, de naturaleza prot&ica, con funciones estructurales,
Dentro de los metazoarios estas moléculas han desempenado un
importante papel arquitecténico, llegando a constituir en la
clase de los mamiferos del 20 al 30% del contenido protéico
total(l); adem8s de desempenar un papel activo tanto en la mor-
fogénesis como en las interacciones de los tejidos embriona-

rios, en donde un tejido induce la subsecuente diferenciacién
de otro(Z).




El nombre genérico de coligena, agrupa a estas protei-
nas extracelulares cuya distribucidén es amplia en los distin-
tos phyla de reino animal, en donde integran los armazones de
soporte intercelulares proporcionando un diseiio estructural de
gran permanencia, coherente con la plasticidad caracteristica
en la vida multicelular y de gran resistencia mecé&nica, resul-
tado de las propiedades estructurales intrinsecas a cada molé-
cula. 1Iniciaremos nuestro an8lisis en el nivel de las carac-
teristicas de cada unidad para lograr una visidén mids amplia en
relacidn al papel que desempenan estas proteinas en los orga-

nismos multicelulares.

1.1 ESTRUCTURA GENERAL DE LA MOLECWLA

Geométricamente, la unidad estructural de la colfgena
se puede considerar como un cilindro de 300 nm de longitud y
1.4 nm de diémetro(3), con un peso molecular de 300 000(4).
Estd integrada por tres subunidades denominadas cadenas a,
constituidas aproximadamente por 1050 residuos de amino&cidos,
caracteristica que sit@a a esta protefna entre los polipépti-
dos mis largos del reino animal(J), ¥ gque asociada a la rigi-
dez de su estructura, le da la propiedad de formar soluciones
de alta viscosidad. Individualmente, cada subunidad presenta
como estructura secundaria una conformacién helicoidal que gi-
ra hacia la izguierda, y en conjunto las tres cadenas se aso-
cian espontineamente en triple hélice al enrrollarse entre si
hacia la derecha en la misma direccidn con los grupos amino
terminales en un extremo de la mol&écula y los carboxilo termi-
nales en otro; esta estructura aparece tanto en la forma fi-

-
. .- 2
brilar como en soluc1on( ).

Esun hecho conocido, el que cada nivel de las estruc-

turas protéicas es dependiente de las propicdades fisicoqufmi-

cas de los niveles inferiores, y en Gltimo términc, la comple-




ja estructura tridimensional a la cual se¢ asocia la funcidn
bioldgica, es el resultado de la secuencia particular de los
residuos de aminoécidos que constituyen la molécula. En esta
proteina, la estructura primaria es especlalmente interesante,
como se puede apreciar en el alto contenido de glicina que
ocupa casl el 33% del nGmero total de rcsiduos(G); este hecho
se puede explicar mediante el reducido tamano del radical de
este aminolcido, que le permite incorporarse en el interior

de la triple hélice, en donde las intervacciones entre las ca-
denas son muy cercanas, permitiendo ¢l ensamble caracteristi-
co de la molécula(7); un tercio del total de los residuos es-
t8 representado por la glicina, esto permite gue en su estado
nativo la colidgena presente el cardcter helicoidal esencial-
mente a todo lo largo de la molécula. Por esta razdn se con-
sidera a las subunidades de la molécula de collgena, como po-
limeros integrados por la repeticidn del tripéptido Gly-X-Y,
en donde por regla general la prolina aparece en posicidn X y
la 4-hidroxiprolina en posicidn Y(d'a). La presencia de estos
iminodcidos en la molécula provee de rigidez a la cadena, de-
bido a las restricciones estéricas que impone el anillo pirrd-
lico(4). Adicionalmente se ha demostrado que la 4-~hidroxipro-
lina es esencial como elemento de estabilizacién, aparentemen-
te mediante la formacidn de puentes de hidrbgeno intramolecu~

lares que involucran moléculas de agua(g).

Las modificaciones enzimiticas de hidroxilacién de
prolina, no son comunes en las protefnas a excepcidn de la
elastina, la proteina Clg del conplemento inmunoldgico y la
acetil colinesterasa de la anqguila cléctrica(Bg), esta situa-
c1dén permite determinar la concentracién de coligena en rela-
cibén al contenido de hidroxiprolina. Es interesante ademis
el hecho de que la molécula, conalgunas excepciones como la
coligena tipo III y determinadas especies presentes en los in-
vertebrados, carece de cisteina, por lo cual no se encuentran
puentes de disulfuro; ademias el contenido de aminoficidos aro-

mdticos es bajo en relacidn a otras proteinas globulares,




La molécula de coligena es quizad en toda la naturaleza,
la proteina sometida al mayer nGmero de modificaciones post-
traduccionales. Analizaremos enteonces algunos aspectos de su

estructura siguiendo el esquema de su proceso biosintético.

1,2 BIOSINTESIS

Se ha menciconadeo anteriormente gque la unidad estructu-
ral de la coligena estd integrada por tres cadenas polipeptf-
dicas; en algunecs tipos de colligena estas cadenas son diferen-
tes en estructura primaria, esta situacidn ha llevade al
planteamientc de hipdtesis acerca de los mecanismos de regula-
cidn del ensamble de diferentes cadenas para formar la molé&cu-
la, habiéndose sugerido la peosibilidad de la presencia de RNAs

(10,41)

(4cidos ribonucléicos) mensajevros policistrdnicos esta

posibilidad no concuerda con algunos resultados experimenta-

les(l“

en donde se ha detectado que los polisomas que llevan
a cabo la sintesis de cadenas pro-alfa 1, son diferentes a los
que producen las cadenas pro-alfa 2 (gque son los precursores

de las subunidades constituyentes de un tipo especial de colé&-
gena). Esta evidencia sugiere oue cada procadena alfa se sin-
tetiza en forma separada y que por tanto los RNAm para collge-

. . 6
na son XnOﬂOClStl"OI’llCOS( .

El fibroblasto y algunos otros tipos celulares, sinte-
tizan a la coligena en forma de un precursor soluble en las
condiciones intracelulares, la procollgena, que comprende tres
subunidades censtituidas por un poco mias de 1500 residuos de
aminoﬁcidos(B). La solubilidad de esta estructura se debe a la
presencia de extensiones polipeptidicas denominadas propépti-

dos, que se presentan en los extremos amino y carboxilo termi-
(10)

nales de cada una de las tres cadenas o . Los propéptidos
unidos al extreme amino, tienen un peso molecular gque oscila

] 3 . )
3dlrededor de 20 000( ) y estin integrados aproximadamente por

200 rOSidUOS estos fragmentos yresentan en su estructura
' J




primaria a los amino&cidos tireosina y cisteina no comunes en
la forma procesada. Por el otro lado, los propéptidos unidos
al extremo carboxilo que se extienden integrando una secuen-

(3)

cia de 300 residuos , contienen también cisteina y tirosina,
asi como gran cantidad de residuos écidos(lB). El papel de
los propéptidos durante la biosintesis de la colfgena no ha
sido aclarado, sin embargo se ha sugerido que permiten el
transporte de la molé&cula al espacio extracelular ademds de
participar en su ensamblaje, por lo que se les conoce como
péptidos de coordinacidn; cs probable ademis que intervengan
en la regulacidn de la sintesis vy secrecidn de las cadenas

sintetizadas por una célula(B).

Después de iniciada la biosintesis de esta proteina,
los polisomas se unen a la membrana de reticulo endoplismico
rugoso, de manera que los productos son transportados a las
cisternas de este organelo (Fig.1), a lo largo del proceso
biosintético. Algunos residuos de prolina, son hidrosxilados
enzimdticamente por la prolil hidroxilasa a medida que se de-
sarrolla el proceso de traduccidn, la localizacidn de esta
enzima parece ser la membrana de retfculo endopl8smico y la
posicifn de la hidroxiprolina en todas las coligenas de mami-
feros es Y, en relacidn al tripéptido Gly—X~Y(12). Otro ami-
nodcido modificado durante la biosintesis es la lisina, me-
diante una hidroxilacidn enzimitica llevada a cabo por la li-
s11 hidroxilasa, que de la misma forma, actGa sobre algunos
residuos de lisina localizados en posicidn Y(lq). En ambos
casos las reacciones de hidroxilacidn requieren oxigeno mole-
cular, hierro, acido ascdrbico v alfa cetoglutarato como acep-

tor electrdnico.

En vista de gue las reacciones de hidroxilaciédn no se
encuentran sometidas al mismo tipo de control que regula el
proceso de traduccidn, se presenta una heterogeneidad entre
las moléculas terminadas(12), que ldgicamente puede estable-

cerse entre individuos de una misma especie. Una ver efectua-




das las reacciones de hidroxilacidn, se adicionan algunos car-
bohidratos a los residuos de hidroxilisina, principalmente
glucosa y galactosa en la parte helicoidal, y en los propépti-
dos manosa y n—acetil glucosamina, situando a la collgena en

(3)

el grupo de las glicoproteinas .

Las cadenas nacientes que se introducen en las cister-

nas del reticulo endoplismico rugoso, presentan una conforma-
cidén distinta a la nativa, y a medida qgue los péptidos de
coordinacidn comienzan a interactuar, se alinean y enrrollan
correctamente, como se ha evidenciado por el hecho de que an-
ticuerpos preparados contra coldgena y procolidgena son capa-
ces de reconocer a la mol&cula en este estado, asi como por

la resistencia que presentan las cadenas a la accibén de la
tripsina(132 lo cual se considera una caracteristica del esta-
do nativo triple heliceoidal de esta proteina. En este punto,

se detiene el proceso de hidroxilacidn (Fig.l).

Una vez hidroxilada, la procollgena es exportada al
espacio intercelular. El mecanismo de este proceso es materia
de discusibn, sin embargo se ha sugerido la participacién del
complejo de Golgi y de unas vesiculas secretorias detectadas
en células epiteliales de la cérnea(l3).

El Gltimo evento de la biosintesis de esta proteina es
la conversidn del precursor soluble a la forma insoluble, lo
que involucra la separacidén enzimltica de los péptidos de
coordinacidédn, llevada a cabo por dos enzimas distintas cuya
actividad es extracelular, la amino peptidasa de procolégena,
rompe las extensiones del extremo amino en sitios cercanos a
la superficie celular casi en el momento e¢n que la molécula
es exportada; secuenclalmente y con actividad extracelular
claramente definida, la carboxilo peptidasa de procolfgena
rompe las extensiones del extremo carboxilo, dando lugar fi-

nalmente a la molécula de coléquna(IB) (Fig.2).
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Fig.1 Eventos intracelulares de la bieosintesis de collgena.
Se esquematiza la hidroxilacidn y glicosilacién de los productos
de traduccién y su ensamblaje para formar la triple hélice,
(basado en Trelstad, R.L. 1981).

Las propiedades de la colfgena como el elemento es-
tructural primordial de los organismos multicelulares, depen-
den. de la capacidad de asociacién espontinea que tienen estas
moléculas para integrar estructuras de mayor complejidad.

Continuaremos el andlisis a este nivel.

1.3  EL ARREGLO EXTRACELULAR

La estructura primaria de las cadenas a es el factor




que determina su acoplamiento para formar estructuras de orden
superior, una vez que la molécula ha sido exportada al espacio
extracelular; también en la estructura primaria residen los
elementos que intervienen en las uniones intermoleculares e-
ventualmente presentes(s), vy que le dan a las fibras de colé-

gena la propiedad de ser resistentes a la tensién.

Linealmente, la manera en gue se produce la asociacidén
méds frecuente no se ha establecido con precisién, pero las mo-
léculas se encuentran en orientacidén amino-carboxilo; parale-
lamente la unidn es escalonada, eos decir, cada molécula se
asocia lateralmente y recorrida a un cuarto de su longitud con
respecto al mondmero de agregacidn anterior (Fig.2-a). Un
efecto que produce esta asococlacidn es la periodicidad caracte-
ristica de 70 nm observada en las fibras de col&gena al mi-
croscdpio electrénico(15). Las fibras que resultan de esta
agregacidn lateral de moléculas tienen una baja resistencia a
la tensidén, que aumenta debido a la formacidn de enlaces co-
valentes intermoleculares producidos por una secuencia de
eventos, en donde el primer paso es la desaminacidn oxidativa
de los grupos e€-amino de ciertos residuos de lisina e hidroxi~
lisina presentes en las regiones no helicoidales de la molécu-
la, esta reaccibén se lleva 2 cabo enzimiticamente por la lisil
oxidasa, que es una enzima de localizacidn extracelular que
requiere como cofactores Ccutt vy fosfato de piridoxal.

Una vez formados los aldehfdos, el enlace se lleva a
cabo esponténeamente mediante alguno de los siguientes meca-
nismos: el primero de ellos, puede ser una condensacién aldbd-
lica entre residuos de alisina apropiadamente cercanos, o bien
mediante la formacidn de una base de Schiff entre un aldehfdo

Y un grupo e¢-amino de una lisina o hidroxilisina ccrcana(lZ).

Las moléculas de coligena se pueden induciyr artifi-
cialmente para formar estructuras de orden superior distintas

al arreglo escalonado tipico, tal es el caso de los cristali-




tos SLS (segment long spacing), en donde las moléculas se aso-
cian lateralmente en la misma direccidn alineadas en un regis-
tro transversal, de tal forma que la longitud del cristal
coincide con la de la molécula; esta forma de agregacidn se ha
detectado en las vacuolas que participan en la exportacién de
la proteina al espacio extracelular(l6) (Fib.2-b) . Suspensio-
nes de estos cristales sc obtienen mediante la incorporacidn
de polianiones como el adenosin trifosfato (ATP), a soluciones
diluidas de col&gena solubilizada en bajas concentraciones de
dcido acético(l7'l8). Una caracteristica interesante de este
arreglo es que al tenir las preparaciones de cristalitos SLS
con sales de metales pesados, se¢ obtiene un patrdén de bandas
particular, que refleja la distribucidn de residuos polares y
no polares a lo largo de la molécula, esta propiedad propor-
ciona informacién de gran reproducibilidad e importancia en el
andlisis estructural de la proteina y de los mecanismos de

acciédn de las enzimas encargadas de su degradacidn,

Finalmente, un tercer tipc de agregacidn de moléculas
de colégena denominado FLS (Fibrous Long Spacing), se caracte-
riza por la asociacidn lateral de moléculas, pero a diferencia
de los cristalitos SLS, en las fibras las coliagenas se en-
cuentran en direcciones opuestas, lo gue produce una simetria
de las bandas proecducidas por los residuos polares y no pola-
res., Este ensamble se produce experimentalmente al poner en
contacto soluciones Acidas de colfgena con glicoproteinas
(Fig.2-¢).

El otro aspecto metabdlico de la colfgena, la degra-
dacidn, se desarrolla en un esquema distinte a la biosintesis
Y se encuentra sometida a mecanismos de regulacidn gue difie-
ren entre si dependiendo del estado fisioldgico del organismo
asi como de las caracteristicas particulares de cada teji-

.. (19,20) o e T rrad g . i
do . Sin embarqgo, cualauicera gue sea el mecanismo de-
gradativo, un grupo de enzimas, las colagenasas, son las res-

ponsables al menos del primer evento de la degradacibn, pues-
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to que se caracterizan por su capacidad de romper la molécula

de coléigena en su estado nativo bajo condiciones fisioldgicas
. . 21 .

de pH, fuerza ibdnica y temperatura( ), caracteristica que no

comparten las proteasas comunes.
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Fig.2 Eventos extracelulares de la biosintesis y ensamblaje intercelular

de las moléculas de colagena.

a) disposicidn fibrilar mids frecuente, ndtese el arreglo escalona-
do y la periodicidad de 70 mm.

b) cristalitos SLS.

c) agregacidn FLS, obsérvese la orientacidn antiparalela de las
cadenas.

(basado en Trelstad, R.L. 19:131)
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1.4 HETEROGENE IDAD MOLECULAR

Como se ha mencionado anteriormente, la palabra col&-
gena es el nombre que agrupa a una familia de proteinas(24);
el perfil de distribucidn de estas moléculas no se limita Gni-
camente a la especificidad del tejido, sino que presentan va-
riaciones a lo largo del desarrollo ontogénico del organismo,
de modo similar a las transiciones observadas en la hemoglobi-
na. Dentro de este grupo de proteinas se han descrito al me-
nos ocho cadenas a genéticamente distintas, existiendo la po-
sibilidad de la presencia de un nimero mayor de genes estruc-
turales para colégena(a). Estas cadenas se ensamblan para
formar cinco tipos distintos de moléculas de las cuales la més
(22)

abundante es la colagena tipo 1 (ver tabla I), formada por

dos cadenas iguales denominadas ol (1), y una cadena a2 dis-
tinta. Esta nomenclatura guarda relacidén con el orden de elu-
cidn de las subunidades en columnas de cromatograffa de inter-
cambio idnico utilizando CM-celulosa como intercambiador(23).
La fdérmula abreviada de la colfgena tipo I es entonces,
{al(I)}, a2. La distribucibén de esta coldgena es amplia y
principalmente aparece como componente de la piel, hueso, dien-
tes, vasos sanguineos, tendones y ligamentos. An8logamente el
tipo I1 de colagena se ensambla con tres cadenas, que en este
caso no difieren en estructura primaria por lo gque se descri-
ben como {oLl(II)}.3 y es la coligena de cartflago hialino; la
coldgena tipo ITII {al(III)}, aparece principalmente en etapas
tempranas del desarrollo onéogénico formando parte de la piel,
vasos sanguineos y en el Gtero; la coldgena tipo IV {ul(IVH3,
es constituyente de membranas basales glomerulares y de la
clpsula del cristalino. Finalmente la col&gena tipo V, inte-
grada por las cadenas al{(V), a2(Vv), 5 a3®(V), se concentra en
cantidades pequenas aparentemente como exocitoesqueleto de fi-
broblastos y otras células mesengquimatosas, asf como en la

(8)

membrana basal del m@sculo liso .




Estos cinco tipos de coligena muestran ademés diferen-
clas importantes en relacidn a las modificaciones post-riboso-
males de la molécula, especlalmente con respecto a las hidro-
xilaciones de prolina y lisina asfi como a la incorporacidén de
carbohidratos(s), de tal forma que cuando se analiza la hete-
rogeneidad de este grupo de protefnas, el andlisis debe plan-

tearse a dos niveles, el genético y el post-traduccional.

Tabla I. cComposicidn molecular de los distintos tipos de coldgena
b i
(tomado de Bornstein, P.o, 1980)

tipo subunidades composicidn molecular

I at, a2 Ta1 (1) }oa2(T1)

{re1(D) }y (trimero tipo I)

184 al {fa1(11) 1,
11T al {vi(rIny by
v ), u? no  establecida
\Y% al,a?,al no establecida

Evolutivamente, podemos considerar a la coldgena
como una proteina conservativa, y esto en gran parte se debe a
los requerimentos estructurales para mantener la triple hélice.
Varios estudios de las porciones helicoidales de la molécula
san indicado altos niveles de homologia entre los distintos ti-
pos de col&gena en diferentes especies de vertebrados; de hecho
en un organismo la homologfa entre sus distintos tipos de col&-
gena es menor que la existente al analizar un mismo tipo en es-
pecies diferentes(24’25'26), de tal forma que se han encontrado
grandes parecidos inmunolégicos tanto para la parte helicoidal
como para la no helicoidal, asf como una constancia en el nGme-
ro de residuos polares y no polares, Por otra parte, alqunas
secuencias como las involucradas en los enlaces intermolecula-
res y en la susceptibilidad a la colagenasa han permanecido

. . . (25,26
esenclalmente sin camblo( ! ).

Este estudio se plantea ¢l objetivo de establecer




13

un andlisis paralelo de las propiedades estructurales de la
molécula de colégena purificada de piel de Romerolagus diaz.i
y conejo domé@stico Syfvilagus sp.

R. diazi es una especie endémica en el eje vol-
clnico transversal de México(27), gue se agrupa dentro del
orden Lagomorpha en la familia Leporidae al igual que Sylv.-
Lagus, sin embargo dadas algunas caracteristicas primitivas de
este organismo integra junto con otros dos géneros la subfami-
lia Paleolaginae. La distribucién de R. di{az{ se encuentra
muy restringida(zg), debido en gran parte a que la estrecha
asociacién de este organismo con su ambiente es afectada por
el crecimiento excesivo de la zona urbana de la ciudad de
México, asi{ como por la devastacién de los bosques, la caceria
y el desarrollo de zonas turisticas(27'29). Esta situacién ha
reducido el habitat de la especie hasta el grado en que sé ha

: ) : . ) ; \ . e (27
considerado como un organismo en peligro de extincibn .

Recientemente se ha iniciado una serie de estu-
dios en diversas &reas para tratar de establecer con profundi-
dad la biologfa y algunos aspectos de las interacciones ecold-
gicas que guarda este lagomorfo con su ambiente(29'30'31’42).
En un esquema distinto la finalidad de este estudio es caracte-
rizar la collgena de piel de R. diaz«; el interés de estudiar
a este organismo en nuestro andlisis reside en dos aspectos
fundamentales: el primero es el de aumentar la informacidén
con gue actualmente se cuenta en relacién a R, diaz4{, utilizan-
do otro tipo de metodologia experimental; el segundo radica en
que con base en distintas caracteristicas R. d{az{ se considera
un lepdrido primitivo, ya que anatdmicamente el género se des-
via de las otras especies de la familia por sus propiedades
craneales y el corto tamano de sus patas traseras(ZB). Ecol6-
gicamente, las relaciones que guarda con sus huéspedes sifo-
népteros, fdcaros y céstodos, demuestran una elevada especifi-

cidad v finalmente su distribuciédn tan restringida., Por esta
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z6n se planted el objetivo senalado llevado a cabo paralela-
mente con la mol&cula de colidgena extraida del conejo domésti-

co, cercanamente relacionado.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE COLAGENA DE PIEL

A las pieles de R.d{a:( y conejo doméstico se
les separd el tejido adiposo, se cortaron en fragmentos peque-

nos y se llevdé a cabo una extraccién en medio &cido a 4°C. 1lLa

diante un procedimiento esténdar que se detalla a continuacién.

purificacidn se realizd de acuerdo a Trelstad y Gross
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Extraccidn en acido acético 0.5 M durante 48 h

filtrar

obtener el sobrenadante centrifugando a 9,090xg, 60 min

sedimento: descartar

precipitar con NaCl al 5%

obtener el sedimento centrifugando a 20,500xg 30 min y
resuspender en acido acético 0.5 M

incorporar en amortiguador de fosfatos de potasio pH 7.3,
fuerza ibnica 0.4 M mediante 1idlisis, centrifugar a
36,400xg 60 min

sedimento: descartar

praecipitar el sobrenadante con NaCl 20%
obtener el sedimento centrifugando a 20,500xqg 30 min, re-

suspender en Acido acético 0.5 M y dializar contra amor-
tiguador de fosfatos

aclarar la solucidn centrifugando a 36,400xg 60 min

precipitar sobrenadantes dializando contra NaZHPO4 0.01 M

obtener el precipitado por centrifugacién a 9,090xg 30 min

redisolver en acido acético 0.5 M y dializar contra acido
acético 0.005 M

liofilizar y guardar a -20°C,

Todc el procedimiento se realizd a 4°C, la ex-

traccidn con pepsina se llevd a cabo de acuerdo a ChandraRa-

jan, J.(33), adicionando 1 mg de pepsina a cada mililitro del

medio de extraccidn.




rante 24 h a 110°c.
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2.2 DETERMINACION DE LA PUREZA DE LAS MUESTRAS

La colagena liofilizada, se redisolvid en &acido
acético 0.005 M y se corrid en electroforésis, el patrdn de
bandas que se obtiene muestra dos componentes con distinta mo-
vilidad que corresponden a las cadenas o, ademds sobre estas
bandas aparecen dimeros, gque son asoclaciones de cadenas a
iguales o diferentes; pueden presentarse también componentes
gue por lo general no entran al gel y se denominan asociacio-
nes vy. La presencia de bandas por debajo de las cadehas a
indica una purificacidn incompleta. En la figura 3 se muestra

el patrd4n obtenido que revela la presencia de coligena purifi-
cada.

jo 2}

Fig.3 Patrén eclectroforéti~ "2
co de la colagena de piel.
La ausencia de bandas con
movilidad superior a las
cadenas a indica una purifi-
cacidn completa.

i

2,3 DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA

La concentracién de colfgena fue determinada en
relacidédn al contenido de hidroxiprolina, dado que es de las po-

cas proteinas en donde aparece este iminofcido. A las muestras

se les adiciond liCl, hasta una concentracién de 6 N, se coloca-

ron en ampolletas de vidrio, se sellaron y se hidrolizaron du-

La determinacién de hidroxiprolina se lle-

v6 a cabo de acuerdo al m&todo de Steqemann(34), modificado por
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Woessner(35). Este método involucra la oxidacidén de la hidro-

xiprolina con cloramina T 0.05 M, la reaccidn se detiene con

dcido percldrico 3.15 M y se colorea con p-dimetil amino ben-
zaldehfdo al 20% en éter monometilico de etilén glicol. Se
lee la absorcidn a 557 nm.

2,4 ELECTROFORESIS SDS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Esta técnica se realizd de acuerdo a Laemmli(36%
en presencia de mercaptoetanocl. La concentracién de acrilami-
da para el gel inferior (pH B.8) fue de 7.5%, el gel superior
(pH 6.,8) se prepard® a una concentraciétn de 3%. Las muestras
se dializaron con Tris~HCl 0.5 M pH 6.8 y se diluyeron 1:5 con
el amortiguador para la muestra descrito en esta técnica. La
concentracidn de proteina fue menor a 30 microgramos en todos
los ensayos, y la electroforésis se corrid a 1.5 mA/placa has-
ta que el frente del colorante entrd al gel inferior, poste-
riormente la corriente se aument® a 30 mA/placa y se termind
cuando el colorante alcanzd el extremo anddico del gel. La
tincidén se realizd de acuerdo a Hayashi y Nagai(37).

Mediante esta técnica es posible separar los
componentes de una mezcla dependiendo de las diferencias de
pesos moleculares, dado que la presencia de SDS uniformiza las
cargas, esto permitid utilizarla en dos tipos de experimentos
que se detallan a continuacidn:

2.4.1 COMPARACION DE MOVILIDADES

En este experimento se compard la movilidad de
la coligena extrafda de pieles de R.d{(a:z(, conejo doméstico y
cobayo, para determinar si existe alguna diferencia en el peso
molecular.

2.4.2 SUSCEPTIBILIDAD A ENZIMAS PROTEOLITICAS

La molécula de colflgena en su estado nativo es

resistente a la accidn de proteasas inespecificas como la
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tripsina. En este experimento, las muestras resuspendidas en
dcido acético 0.005 M a una concentracidn de 0.5 mg/ml, se di-
luyeron volumen a volumen con amortiguador Tris-HCl 0.1 M NaCl
0.4 M CaCl, 10 mM pH 7.8. Se incubaron 0.4 ml de cada muestra
con colagenasa bacteriana o tripsina en un volumen de 1 ml du-
rante 6 h a 26 y 37°C, pH 7.4. La concentracidn de las enzi-
mas fue cien veces menor que la de las muestras; los inhibido-
res utilizados fueron EDTA (etilén diamino tetra acetato)

0.04 M para colagenasa e inhibidor de soya para tripsina al
doble de concentracidn que &sta. Se corrid electroforésis de
las muestras para determinar su susceptibilidad a la accidn de
estas enzimas.

2.5 ELECTROFORESIS SDS EN PRESENCIA DE UREA

Se empled el métodce Hayashi vy Nagai(37), que re-
quiere urea 8 M en la preparacidn del gel; se corrieron 20 mi-

crogramos de proteina en todos los ensayos.

2.6 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA PH 5.5

Se realizd de acuerdo a Sakai y Gross(38), sus-
tituyendo el gel superior por una solucidn saturada de sacaro-
sa; se corrieron 20 microgramos de cada muestra a 200 voltios.
La electroforésis se termind cuando el frente del colorante
alcanzd el extremec catbdico de la placa. Los geles se tiheron
con amido negro al 1% en 8cido acético al 5%, y se destiferon
con dcido acético al 3%. En esta técnica, la migracidén de los
componentes de la mezcla est8 regulada por dos pardmetros:

la carga de la molécula y el peso molecular.
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2.7 VISCOSIMETRIA

Se realizaron dos tipos de experimentos, midien-
do en cada uno la viscosidad especifica de las muestras en
viscosimetros del tipo Cannon Fenske, con tiempos de flujo de
59 seg para agua destilada. La viscosidad especifica se ob-
tiene restando una unidad a la viscosidad relativa definida
como:

tiempo de paso de la muestra

l
st

" re

tiempo de paso del amortiguador

2.7.1 TEMPERATURA DE DESNATURALIZACION

Como se ha mencionado anteriormente, la molé&cula
de col&gena es una estructura rigida de gran asimetrfa, con la
propiedad de formar soluciones de alta viscosidad; cuando se
alcanza la temperatura de desnaturalizacidn la triple hélice
se desacopla y las cadenas a adquieren una conformacién dis-
tinta a la nativa perdiéndose la estructura original, lo que
provoca un brusco descensc en la viscosidad. El método segui-
do para determinar la temperatura de desnaturalizacidn fue el
siguiente:

Las muestras liofilizadas, se redisolvieron en
CaCl 0.5 M pH 7.0 seglGn la técnica de von Hippel, P.H.(4O).
Las ;oluciones se aclararon por centrifugaciédn y se midid 1la
cantidad de col8gena a los sobrenadantes mediante hidroxipro-
lina. La concentracién se ajustd a 1,18 mg/ml vy a 0.4 mg/ml,
4 ml de las muestras se colocaron en un viscosimetro sumergi-
do en agua, la temperatura del baio se increment® orado a gra-
do recorriendo el intervalo de 25 a 40°C. El tiempc de incu-
bacidn fue de 30 minutos para cada temperatura,
2.7.2 VISCOSIDAD INTRINSECA

Esta prueba consiste eon medir la viscosidad in-
trinseca a la mol&cula de colfigena, que se obtiene al extra-




polar la curva de viscosidad reducida en funcidén de la concen-
tracidn, hasta una concentracién hipotética de cero para eli-
minar el efecto qgque la formacidn de agregados pudiera tener
sobre la viscosidad de la solucién. Las muestras liofilizadas
se redisolvieron en CaCl, 0.% M pH 7.0, las soluciones se acla-
raron mediante centrifugacidn y se midid la viscosidad de los

sobrenadantes a concentraciones secuencialmente decrecientes.

El experimento se llevd a cabo a una temperatura de 25°C y 1la
concentracidn de cada muestra se determihé mediante el conte-
nido de hidroxiprolina. La viscosidad reducida se obtuvo de
la siguiente relacidn

especifica

n reducida - s
concentraciobn

2.8 CRISTALITOS SLS

Esta forma de precipitacitn de la molécula per-
mite medir su longitud y establecer comparaciones con respec-
to a la distribucién de los residuos polares ¥ no polares a
lo largo de la triple hélice; los cristales se prepararon de
acuerdo a Bruns y Gross(l7). La colagena redisuelta en &cido
acético 0.5 M a una concentraciédn de 1 mg/inl se incorpord me-
diante 24 horas de diflisis a una solucibn de ATP al 0.4% en
dcido acético 0.1 M; una vez dializada, la suspensidén se di-
luyd hasta aclararla con la solucidn de ATP. Se hicieron
preparaciones de la suspensidn de cristales utilizando dos ti-
pos de contraste,

2.8.1 TINCION POSITIVA

Se aplicd una gota de la suspensidn de cristales
a rejillas cubkiertas con una delgada capa de carbén; después
de cuatro minutos, se secaron y se aplicé &cido fosfotlngstico
0,1% durante tres minutos, las rejillas se enjuagaron con agua
destilada, y se agregd una gota de acetato de uranilo 0,01%

durante cinco minutos, se enjuagd nuevamente y se secd,
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2.8.2 TINCION NEGATIVA.

Se mantuvo una gota de la suspensidn de crista-
les sobre la rejilla por espacio de cuatro minutos; se secd
y se aplicd una gota de fosfotungstato de sodio al 2% pH 7.0
durante cuatro minutos y se secd nuevamente. Las preparacio-
nes fueron observadas y fotografiadas en un microscépio elec-

trdnico Karl Zeiss, modelo E.M. 10.

2.9 FORMACION DE FIBRAS

Las muestras redisueltas en dcido acético
0.005 M, a una concentracidn de 2 mg/ml se incorporaron me-
diante diflisis en amortiguador de fosfatos pH 7.3, fuerza
iénica 0.4 M. Posteriormente se dializaron contra NaCl a
0.4 M durante 30 min a 4°C. La formacidn de fibras se detec-
td por el cambio en la absorbancia lefida a 313 nm en un es-
pectrofotdmetro Karl Zeiss con portacubetas termoregulables.
El experimento se realizd a 37°C. Esta es una prueba que nos
indica la capacidad que tienen las moléculas de col@gena para
reconstituir la principal estructura que forman en el espacio
extracelular.

2.10 ANALISIS DE AMINOACIDOS

Se hidrolizaron 250 microgramos de cada muestra
en HCl1 6 N durante 24 h a 110¢°C., Los hidrolizados se secaron
por evaporacién y se corrieron en un analizador de aminoSfci-
dos Beckmann modelo 120-C, por el Dr. Marcos Pojkind y Jesfs
Arellano, en el laboratorio de Bioquimica del Centro de Inves-

tigaciones y Estudios Avanzados del IPN.
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3, EXPERIMENTOS Y RESULTADOS
5,1 MOVILIDAD EN ELECTROFORESIS

Se compard el comportamiento de ambas colfgenas
en electroforésis por dos razones principales: la primera es
conocer si existe alguna diferencia notable en la migracién

de la molécula de colfigena extraida con y sin pepsina, ya que

la colégena de R.d{az( se extrajo en presencia de pepsina de-
bido a que en &cido acético 0,5 M la cantidad obtenida fue mf-
nima, por el contrario la colfgena de conejo doméstico se so-
lubiliz6 f8cilmente en qcido acético obteniéndose un buen ren-
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dimiento. La segunda razén es verificar si existe alguna di-
ferencia entre la molécula de colagena de conejo doméstico y
R.d{az{, que se manifieste con una movilidad distinta. Se
utilizaron tres sistemas diferentes de electroforésis, en el
primero de ellos se empled la técnica de Laemmli(36) en pre-
sencia de SDS sin encontrarse diferencia en la movilidad
(Fig.4). En el segundo sistema empleado, la migracién de los
componentes est& regulada por dos factores, la carga de la mo-
lécula y el peso molecular; en cste sistema tampoco se encon-
trd diferencila entre las coligenas de conejo doméstico y
R.d{az¢, la técnica utilizada fue la de Sakail vy Gross(38).
Finalmente, se corrid una eclectroforésis en presencia de urea
puesto que la urea modifica la migracidn de las cadenas al(I)
y al(IXI), reteniéndolas en relacidn a las n2. Este experi-
mento se realizd de acuerdo a Hayashi vy Nagai(37), y nueva-
mente no se detectan diferencias de movilidad en relacidn a
las cadenas o v a los dimeros g, no obtante que con esta téc-
nica se consigue una mayor resolucidn. Sin embargo en la co-
ladgena de R.d{az{ se detectd la presencia de un componente
en ambos sistemas de electroforésis con SDS, esta banda migra
entre las cadenas g y los dimeros . (Fiag.5).

:

3,2 SUSCEPTIBILIDAD A ENZIMAS PROTEOLITICAS

L.a conformacidén nativa de la colégena purifica-
da de ambos organismos, se determind analizando por electro-
forésis SDS en gel de poliacrilamida la susceptibilidad a
tripsina, mediante la prescncia de bhandas producidas por la
degradacidén con una movilidad superior a las cadenas a . La
colgena de R.d{a:' al igual que otras collgenas mostrd ser
resistente al efecto de la tripsina sobre todo en tiempos de
incubacidn cortos, esto indica que las muestras se encuentran
en su conformacién nativa, Las colfigenas mostraron ser vul-
nerables al efecto de la colagenasa y los péptidos producidos

por la accién de esta enzima muestran en eclectroforésis un




patrén similar en ambas colagenas. (Fig.6).

Pig.5

Electrofordsis SDS en gel de Poliacrilamidn. Se corrieron 20 ug
de cada muestra, la concentracion do acrilamida fue de 7.%%. Las
eoldgenas son las siguientes: 1. conejo, 2. R.ddaz{, 3. cobayo,
4. cobayo extraida con pepsina, 5. conejo ¢ R.ddard, €. conejo ¢+
cobayo, 7. conejo t cobayo pepsinizada, 8. R.odriasc + cobayo vy
9. R.ddazd + ecobayo pepsinicada.

R T

Electroforésis S ocon urea §oM,
be izquierda a derecha: coligena
de R.d{azd, coligena de jo Yy

colagena de R.ddiaz{ v conecjo.

(%7




26

Fig.6.A a)Efecto de la colagenasa bacteriana sobre la molécula de R.d{azd
b} Efecto de la colagenasa bacteriana sobre la molécula de conejo.

Ertranriamer IR oo el pecaine

-

e

Fig.6.B a) Efecto de la tripsina sobre la moldéeula de R, ddazd
b) Efecte de la tripsina sobre la molécula Jde conejo.

5.3 TEMPERATURA DE DESNATURAL IZACION .

Una vez determinado el estado nativo de las
muestras se procedi® a buscar la temperatura de desnaturaliza-
cibén de la molécula, El esxperimento se realizd en CaCls 0.5 M
pH 7.0 para evitar la formacidén de fibras; las temperaturas de
desnaturalizacidén (Tabla I1), se obtuvieron de las curvas de
viécosidad especifica en funcidén de la temperatura, en los

puntos en donde la viscosidad desciende bruscamente (Fig,7),

La temperatura de desnaturalizacidn de la coldgena de R.d{az(
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es ligeramente mids elevada que la de conejo doméstico.

Tabla II.

Concentracidn
hng/ml)

0.4
1.18

T.0.R. diazd

32.7°¢C
3r2.4°C
e
NS
\‘ \h\\\
a ’\..:\
e
sy fowm
e
.
‘ \\
, \\\\3
A
by o

Temperaturas de desnaturalizacidn de las coldgenas de cone-
jo doméstico y R.d{az{, solubilizadas en

caCly 0.5 M pH 7.0

T.D. conejo

32.3°C
21.1°C

A AT

4Q
TEMP OC

Fig.7.A Curvas de desnaturalizacidn de la coligena de R.d{az{ y conejo

doméstico solubilizadas en CaCly 0.5 M pH 7.0,

La concentracidn

de proteina fue de 0.4 mg/ml, con un tiempo de incubacidn de

30 min en cada temperatura.

3.4 VISCOSIDAD INTRINSECA

(C.C. conejo doméstico, C.R.R.d{azl)

Se determiné la viscosidad intrinseca a cada mo-
lécula mediante la extrapolacidén a concentracidn cero de la

curva de viscosidad reducida en

funcién de la concentraciédn,

Se considerd una concentracidn hipotética de cero, con el fin
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de eliminar el efecto que la formacidén de agregados de molécu-
las pudiera tener sobre la viscosidad de la solucién. El va-
lor obtenido para la colagena de conejo fue de 14.07 dl/qg vy

para R.d{az{ fue de 14.8 dl/g (Fig.8)

CC

-

Vi 5P

2% io " TEMP 9C

Fig.7.B Se muestra el mismo experimento variando la concentracidn de

proteina a 1.18 mg/ml. (C.c. conejo, C.R.R.d{azd)

3,5 CAPACIDAD DE FORMACION DE AGREGADOS DE ORDEN SUPERIOR

3.5.1 CRISTALITOS SLS

Ambas moléculas mostraron la capacidad de agre-
garse como cristalitos SLS; mediante la tincién negativa de
estos cristales se midid la longitud de la molécula observan-
do las preparaciones de colfgena a 50,000 aumentos encontrin-

dose los siguientes valores:

coligena de conejo doméstico 274,7 nm
col8gena de R,d{a:z4 283.2 nm
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Fig.8 Curva de viscosidad reducida en funcidén de la concentracidén de
proteina, el experimento se¢ llevd a cabo en CaClz 0.5 M 0.5 M
pH 7.0 a 259 . La concentracidn se determind midiendo la canti-
dad de hidroxiprelina. (C.C. Conejo doméstico, C.R.R.d{az()

La tincién positiva de estos cristales, permi-
tid establecer una comparacidén de las bandas formadas por la
distribucién de residuos pelares y no polares en la molé&cula,
en la figura 9 se muestra el parecido de ambas col&genas en
tincidn positiva y negativa.

3.5.2 FORMACION DE FIBRAS

Se analizd la capacidad que tienen estas molé&cu-~
las de agregarse en la forma escalonada tipica que muestran en
el espacio extracelular. El experimento se llevd a cabo en
amortiguador de fosfatos de potasio pH 7.3, dializando las
muestras durante 30 min contra NaCl 0.4 M; la formacién de €fi-
bras se detectd en ambas moléculas, siendo mayor para R,d{az:

tanto la pendiente como el valor de densidad 6ptica alcanzade
(Fig.10)
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o« FRT THT SRR
cC CR
b)
274.7 nm 283.2 mm
- -
e e e
C CR
Pig,9 cComparacidn de talitos o
a) tincidn positiva, Notese la similitud Jde bandas obtenidas
h) tincidn negativa, (CR colagena de R, ddazd, ¢coliqgena de

"
cone domos .




31

3.0 ANALISIS DE AMINOACIDOS

La tabla III muestra el resultado de un andlisis
preliminar de aminocdcidos, en donde puede observarse que la
cantidad de residuos de prolina hidroxilados es mayor en R.
di{az{ en comparacién con cl conejo doméstico. Por esta razbn
se obtuvo un nuevo factor para la transformacidén de nug de hi-
droxiprolina a coligena, en las determinaciones de concentra-
cidén. El valor de este factor es de 6.49 para R.ddla:z{, y de
7.42 para el conejo. La hidroxilacién de residuos de lisina
también es superior en R.d{(a:z¢. El aminofcido arginina no se
detectd en el aparato al correr la muestra de R.d<az(. Lo
mismo ocurrid con la metionina, que tampoco se detectd en el
aparato.

o
LA ) 4

Uinm

c.C

11EMPO min

Fig.10 Se muestra el cambio en la absorbancia en funcidn del tiempo de
incubacidn de ambas coligehas en amortiguador de fosfatos de pota-
sio pH 7.3 4 haCl 0.4 M a 37°C, producido como resultado de la

formacién de fibras, (C.C. coligena de conejo doméstico, C.R, co-
lagena de R.dcaz().




Tabla III. Composicidn de aminoadcidos de ambas muestras.
El tiempo de hidrdlisis fue de 24 horas

Aminoacido

Lisina
Histidina
Arginina
Hidroxiprolina
Ac.Aspartico
Treonina
Serina
Ac.Glutamico
Prolina
Glicina
Alanina
Valina
Metionina
Isoleucina
Fenilalanina
Leucina
Hidroxilisina

1,2

no.de residuosg /

1000 residuos

R.diazd

45

«J

- 4 =
2 C oW
Nty n

NS = e
T O s

Syluilagus
32 27.9
6 4.4
50 48.0
119 100.5
37 47.5
17 20.8
27 38.2
67 70.2
140 122.0
309 318.0
115 112.1
24 25.4
- 4.7
11 11.2
15 12.7
26 25.6
4 4.6

estos datos obtenidos de Eastoe, J.E.

(1967) ,

Ap.
! 31.9 °
2 7.2
47.6
97.1
54.8
27.4
44.5
75.7
111.5
296.0
100.8
26.9
5) 6,5
17.0
15.1
29.7
4.8

corresponden a la

composicidn de la fraccidn soluble en citratos (1) y en sales
neutras (2) de coligena de piel de conejo.
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4, DISCUSION

Hemos mencionado en la introduccidén de este tra-
bajo el hecho de gue la colfgena es una proteina conservativa
desde el punto de vista evolutivo. Esta idea es el resultado
de varios estudios(24’25’26), en donde el andlisis de seccio-
nes de la parte helicoidal de la molécula ha permitido detec-
tar un gran parecido en la estructura primaria de esta protei-
na en diferentes especies, asf lo demuestran los estudios en
donde se ha reportado(zs) que la comparacidn de las secuencias
de cadenas al(III) obtenidas de hfgado humano, con al(I) puri-

ficada de la rata, muestra homologfa puesto que el tipo de
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sustituciones en estas cadenas es conservativo, involucrando
en general aminodcidos neutros; sin embargo el grado de homo-
logia aumenta considerablemente cuando un mismo tipo genético
(41); lo

que demuestra que la variacidn interespecifica es muy pequena

de coldgena es analizado en el humano y en el bovino

en la secuencia de residuos de esta proteina, y por lo tanto

en todas las formas estructurales dependientes de ésta.

Los resultados obtenidos en este trabajo con-
cuerdan con el panorama general descrito, puesto que la molé-
cula de R.di{az{ no muestra diferencias importantes en compa-
racién con las propiedades estructurales que tiene la col&ge-
na purificada de la piel del conejo, al menos al nivel en que
se llevd a cabo el andlisis.

Respecto a la estructura primaria no se puede
obtener informacidn en relacidén a las diferencias o semejan-
zas entre estas dos moléculas, sin embargo se cuenta con in-
formacidédn indirecta extraida de los resultados del an&lisis

de amino&cidos y los cristalitos SLS.

El anflisis de aminodcidos gue se presenta en
la seccidn de resultados es un experimento preliminar, puesto
que la variacibén encontrada entre las dos proteinas no con-
cuerda con el parecido que demostraron en las otras pruebas
efectuadas.,

Una de las diferencias mis notables se presenta
en el nGmero de residuos de glicina obtenido para la molécula
del conejo doméstico. En general la glicina ocupa el 33% del
nimero total de residuos y en este caso el valor es muy bajo
difirieqdo en 26 residuos ccn respecto a R,ddaz{, Existen
datos(4b) en donde se ha observado que la fraccibén de colfge-
na de piel de conejo soluble en sales neutras es deficiente
en los aminolcidos més comunes en esta protefina (glicina, ala-

nina, prolina e hidroxiprolina), por el contrario la colfgena
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solubilizada en citratos, al ser analizada en su composicién,
muestra un contenido mis elevado de estos aminodcidos. Esto
puede deberse a que las condiciones de extraccidn de la frac-
cidn soluble en sales a pH neutro parece favorecer el arras-
tre de contaminantes de naturaleza protéica(46), lo que se
expresa en el anélisis de amino@cidos como una disminucidn de

la cantidad de los residuos mas comunes en la colagena.

Un proceso similar se pudo presentar en este
experimento, ya que existen datos en donde se ha detectado la
presencia de colagenasa unida a collgena extraida de diferen-
: (47)

tes tejidos y especies y de una proteasa unida a la coléa-

gena purificada a partir de piel de cobayo(ds). La presencia
de - estas proteinas asocladas a la colfgena no se detecta en
los sistemas de electroforésis utilizados en este trabajo,
sin embargo es probable que se manifiesten en el andlisis de
aminodcidos influyendo en las variaciones encontradas tanto
para la glicina como para el Scido aspértico y el 8cido glu-
tamico.

La ausencila de arginina y metionina, aparente-
mente se debid a un error experimental, va que los picos co-
rrespondientes a estos aminofcidos no aparecieron en la gr&-
fica, y en los duplicados gue se corrieron aumentd el nGmero
de amino&cidos no detectados.

Por otra parte el contenido de aminodcidos indi-
ca una diferencia notable en el grado de hidroxilacidn de re-
siduos de prolina, apareciendo mids hidroxilada la coldgena de
R.d{azi. Este fendmeno no se detectd Gnicamente en el andli-
sis sino que continuamente se manifestd en los experimentos
de electroforésis y viscosimetria, en donde la coligena de
R.diaz( aparecia en meneor concentracidn debido a que en todos
los ensayos la cantidad de colfgena se determind en relacidn
al contenido de hidroxiprolina. Esta diferencia es de impor-

tancia ya que la 4-hidroxiprolina tiene la capacidad de esta-




bilizar la triple hé&lice mediante la formacidn de puentes de

hidrdgeno establecidos entre las cadenas a mediante moléculas
de agua(9'43). Si relacionamos los resultados del analisis de
aminodcidos referentes a la cantidad de hidroxiprolina con las
temperaturas de desnaturalizacidn obtenidas por viscosimetria,
observamos que concuerdan con lo esperado; la molé&cula de
R.d{az{ presenta una temperatura de desnaturalizacidn ligera-
mente superior a la obtenida para el conejo, lo que indica que
la molécula es mis estable.

Las temperaturas obtenidas en las condiciones
empleadas son menores a las reales debido a gque el CaCl2 es un
agente con la capacidad de desestabilizar la triple hélice de
la molécula, lo gue produce un desplazamiento de la curva
hacia temperaturas inferiores. Ademds de esto, el tiempo de
incubacidn empleado para cada temperatura fue de 30 min, lo
que provoca que la temperatura obtenida sea un grado més alta
en comparacidn con los experimentos en donde el tiempo de in-
cubacibén es mayor, acercindose mis a la temperatura real de

desnaturalizacién(qo)

. El sistema de CaCl, se utilizd porque
en presencia de éste la col&gena no forma fibras y de esta ma-
nera se puede distinguir claramente, mediante viscosimetrfa,
la zona de transicidn de la molécula a la conformacién de me-

nor energia.

En los cristalitos SLS el patrdén de bandas obte-
nido es esencialmente el mismo en ambas moléculas. Estas ban-
das son producidas por el agrupamiento de residuos polares y
no polares a lo largo de la proteina, de manera que la sustitu-
cidn de algunos residuos, que generalmente involucra aminodci-
dos con polaridades semejantes, no serfa detectada por este
mecanismo. Una herramienta que permitiria un anflisis mis de-
tallado de la estructura primaria seria la digestibn parcial
de la proteina con bromuro de ciandgeno (CNBr), y el subse-
cuente anflisis de los péptidos mediante clectroforésis 8SDS
en gel de poliacrilamida,
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En el sistema de electroforésis en presencia de
SDS no se detectaron diferencias en la movilidad, lo que su-
giere que el peso molecular es igual en ambas proteinas, pues-
to que en presencia de SDS las cargas de la molécula se en-
cuentran uniformizadas siendo su tamarno el Unico factor que
determina diferencias en la migracidn. Las pruebas de visco-
sidad intrinseca, asi como la longitud de la molécula medida
en los cristalitos SLS, son coherentes con este resultado vy
con los valores esperados para las cadenas de colfigena de
280 nm de longitud y 100,000 dc peso molecular(dd).

Se encontrd también que no existe diferencia en
la carga entre estas dos moléculas ya que la movilidad en elec-
troforésis en gel de poliacrilamida amortiguada a pH 5.5 pre-
sentd el mismo patrdn. Un resultado similar se obtuvo cuando
la movilidad de las cadenas al(l) y al(III) es retardada en

presencia de urea 8 M en el gel.

Adicionalmente se obtuvo un resultado interesan-
te en la electroforésis SDS en presencia de urea o sin ésta,
gue consistié en la deteccidn de un componente que migra entre
las cadenas a y las bhandas correspondientes a los dimeros B de
la colfgena de R.diaz¢; este componente no apareci® en la mues-
tra del conejo doméstico. La incubacién con proteasas demos-—
trd que esta banda es susceptible a la colagenasa bacteriana,
esto indica una naturaleza colagénica lo cual abre dos posibi-
lidades: 1la primera que consista en un producto de degrada-
cién y la segunda que esta banda corresponda a otro tipo de
colagena. Esta Gltima posibilidad es la mis probable, ya que
en el tratamiento de la muestra con tripsina la banda no mues-
tra ser susceptible, lo que indica su estado nativo. Ademés
de esto su posicién en el gel aparentemente corresponde a la

coldgena tipo V(Zd).

En relacibtn a la solubilidad de ambas muestras,

se encontrd gue la colfgena de R.d{az{ no se solubiliz& en
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cantidades apreciables en &cido acético 0.5 M, por esta razdn
se extrajo con pepsina logrando de esta manera solubilizar

una mayvor cantidad, puesto que la pepsina rompe las porciones
nc helicoidales de la molécula que es el sitio en donde se
establecen las uniones Intermoleculares. La solubilidad de la
coligena de conejo por el contrarioc, fue mayor. Esta diferen-
cia guarda relacidn con la edad del animal ya gue la coldgena
de depbsito reciente presenta un nlimero menor de uniones inter-
moleculares que aumenta a medida que ¢l tiempo de depbsito es
mayor. La pepsina aparentemente no alterd las diferencias de
peso molecular, ni la capacidad de la coléigena de R.dd{az{ de

autoensamblarse.

Tomando en cuenta lo anterior, podemos decir que
la molécula de collgena de piel de Remerclagus diaz{ presenta
las caracteristicas comunes de las coligenas de vertebrados.
Las diferencias en la hidroxilacidn de residuos son una pro-
piedad que puede presentar variaciones entre individuos de la
misma especie o bien, en un soleo individuc en diferentes esta-
dos fisiolbgicos. No obstante, cabe la posibilidad de que es-
ta sea una caracteristica particular de la especie. Por otro
lado, el componente detectado en electroforésis de collgena
de R.diaz{ puede corresponder al tipo V de coligena, y el hecho
de que no aparezca en la muestra extrafida del conejo doméstico
puede deberse al m&todo de extraccidn utilizado, ya que exis-

. . , : 24
ten evidencias experimentales que asi lo demuestran(“ ).

La permanencia de algunos aminodcidos en las es-
tructuras protéicas durante la evolucidn, es el resultado del
hecho de que las sustituciones de los residuos en las protef-
nas son un evento que estd sometido a la accidén de la selec-
cidn natural, puesto que la posicidén del aminc&cido desempefia

un papel funcional en la molécula, que es el producto de las

interacciones que lleva a cabo con el medio y con otros resi-




duos, asi, cuanto mayor sea la interaccidn que guarden distin-
tas regiones de la molécula para determinar su actividad bio-
légica, aumentar el namero de restricciones de cambio para un
residuo particular, determinadas por los mecanismos de la se-

leccidn natural.

La coligena, como el principal elemento estruc-
tural de los metazoarios requiere que las interacciones entre
las cadenas o que constituyen la triple hélice sean posibles,
asi como su capacidad de agregacidn gue también depende de la
estructura primaria. Es entonces un resultado légico el que
la molécula presente esta permanencia estructural al ser ana-

lizada en especies diferentes.
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