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RESUMEN 

Se obtuvieron macrófagos pcritoneales de cobayos estimulados mediante la 

aplicación intrapcritoneal del polisacárido carragenina. Las células se mant~ 

vi~ron en cult~vo d~rante cuatro días y se deterrnin6 actividad colagenolítica 

en -el inedia. E:n contraste a los cultivos control, los m3crófagos estimulados 

liberaron colagenasa. La enzima se detecta en forma activa y_ aparece princi­

palmente durante el primero y segundo día de cultivo, el tratamiento de las 

preparaciones con tripsina o con el compuesto orgunomeL·cúrico 4-APMA no revc 

,/ 

ló actividad latente. La enzima es inhibida por suero y por los agentes quc­

lante~ EDTA y 0-fenantrolina. De modo intercsantt? se dC?tcctó la presencia de 

metaloprotcinasa(s) con actividad sobre gelatina en c.l medio Je células esti_ 

muladas coexistente con la actividad colagenolítica, Ambas actividades pueden 

separarse mediante cromatografía de afi~idad en hcparina sefarosa. La fracción 

sin afinidad por la resina mostró una banda de actividad gelatinolítica corres 

pendiente a un peso moleculnr aproximado de 37 Kd, La fracci6~ con afinidad re.­

presenta la actividad colagenolítica y muestra en elcctroforésis en geles de p~ 

liacrilamida un patrón de bndndas con pesos moleculares de 62 a 68 Kd. Los re-

sultados se discuten en relación al papel instrumental que desempeña el macró­

f ago durante el mecanismo degradativo de la col5gena en el granuloma de carra­

gen~na. 

ABSTRACT 

Guinea pig pcritoncal mncrophagcs werc c.licitc<l by thc inlraperitoncal in­

j ection of thc al gal polysacchar ide cnrragccnin, The cells obtained werc cultu 

red for four days and the tissue culture medium was nssnyed (or collnecnolytic 

activíty. In contrast to control cultures, the stímulatcd macrophnges rcleased 

collagcnase, The enzyme appeared in active form mainly during thc first and sc­

cond day of culture. The trcntment of thc prcpnrations with trypsin and the or­

ganomcrcurinl compound 4-APMA didn't dcvelop nn incrcase in collngenolytic acti 

vity. The eniyme is inhibitcd by scrum an<l thc ~ctal chcl.:i.ting agcnts E.DTA nnd ~ 

0-Phennnthroline. Of íntcrcst is thc fact that a specifíc metal-dependent gel~ 

tinolytic nctivity pnrallcls the prcscnce of collagenase in the medin of stimu­

lated cells. Both enzymatic ;1ct:ivit:ies can be: separntcd by nffinity chromatogr~ 

·phy in hepnrin-scpharose, The frac[_ion with no affinity far thc column rcpre-

scnts a neutral gelatin specific protense with ;in npp1·oxim.'ltC molecul<\t:- weight 

of 37 Kd, The heparin-bound fraction represcnts the collagcnolytic activity and 
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shows in SDS-PAGE a pattern of sevcral bands ranging from 62 to 68 Kd. 'l'he. 

results are. discussed with relution to the instrumental role of the macrophage 

system during the collagen degradation in the cxp_erimentally induced model of 

thc. carrageenin granuloma. 



INTRODUCCION 

El concepto de estructura en los organismos vivos no lleva implícita una 

idea de rigidez e inercia, sino que en los distintos niveles de organización, 

los elementos estructurales se ajustan en forma dinámica a las necesidades V!!_ 

riables de un organismo por una morfología acorde con la función biológica. En 

el nivel de organización tisular, los:·armazones de soporte intercelulares apa.E. 

te de representar el medio de sostén y conexión, descmpeñ:'ln funci enes importa!!_ 

tes en las que la interacción de la célula con el medio extct·no gcncra trans­

formaciones del tejido durante la morfogénesis y en distintos estados fisioló-
. i- . 1 gicos o pato og1cos. 

• 
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LA COLAGENA 

En los animales mult~C7elulares, l~ estructura, la· conexión y el soporte de­

pend_en del tej.id~ ·conectivo, e~ cual presenta una diversidad. de funciones debido 

a la heterogeneidad de sus componentes moleculares: Colágenas, proteoglicanos Y 

otras·- ·glicoprotel'.nas. 

De los distintos elementos del tejido conectivo la colágena es el grupo de 

proteínas mas importante ·en relación a su abundancia, ya que constituye el 30% 

del ·contenido protéico total de un mamífe_ro (2). Esta familia de proteínas pre­

senta una distribución generalizada y variable (3), los agregados de moléculas 

ele colágena dependiendo de sus propiedades fisicoquímicas dan lugar- a diversas 

estructuras (4). Las fibras de colágena pueden formar elementos sólidos de gran 

resistencia como es el hueso, estructuras de soporte amortiguado como el cartí­

lago, ar(eglos fibrilares resistentes a la tensión como los tendones y ligamen­

tos, .asi como diversos tejidos con funciones altamente específicas como la cor­

nea, con capacidad de transmitir la luz, o bien, las válvulas cardiacas que re­

sisten la intensa presión a la que se encuentran sometidas durante todo el pe­

riodo de vida de un organismo. 

La diversidad funcional de la col5gena depende de la heterogeneidad genéti­

ca y química de las cadenas que constituyen la molécula, y de su arreglo extra­

celular. Actunlmente se han descrito diez tipos genéticos de col5uena (5,6), los 

cuales, difieren en estructura primaria y en el grado de modificaciones post-tr~ 

duccionales, abriendo así, una grnn variabilidad en la hidroxilación, glicosila­

ción y entrecruzamiento de los monómcros de colágena que constituyen las fibras 

insolubles paracristalinas del tejido conectivo. 

En términos gcnernles, una proteína se agrupa dentro de la fnmilia de la e~ 

lúgena cuando presenta un dominio triple helicoidal, que consiste en el ensam­

ble de tres cadenas polipeptírli c11!'l ('nrr0l lr!dns hncia la derecha en la mi.srna di­

rección (7), La posición de los grur>OS N-tcrmin~l se orienta hacia un lado de la 

molécula, y los grupos C-Lcrniinal hacia el otro. Cada cadena polipeptídica tiene 

una C$tructura primaria <lnda por la repetici5n del tripéptido Gly-X-Y, donde por 

regla general la prolina apart:!CC en posición X y la 4-hidroxiprolina en posición 

Y (3,8). Otrn característica de las proteínas colagénicas es la modificación 

post-traduccionnl rcl<1tivamcntc cspcc!fica, <le la pro]_ina y lisina que aparecen 

en forma hidroxilada (4). De hecho, la presencia de hi<lroxiprolina permite cuan­

tificar la cantidad de colágena indirectamente al medir la concentración de este 



3 

irninoácido (9) , cuando_ se elimi~a la proteína Clq de l~preparación •. Dada la r~ 

sistencia de la- mayoría :de -1.as _colágenás al ataque proteolítico de enzimas ine~ 

pecífic::as Y. --la :·,es~:e_c-i_fi_~ida~- _·de ___ ,las ~olag_enas1:1.s, ·la susceptibilidad a la degra-

dación· por co1a&en·as_a·· ·cónstitu:i_e_.-Uri. criteriO adicional de clasificación de las 
- . - ' -

colágenas ·(lO) .---F.:inalmente_-'ia capacidad de· formar agregados multimoleculares de 

orden _superior en el espacio extracelular es característica de proteínas colag§. 

nicas · (11). 

EL RECAfIBIO 

Los arreglos extracelulares de fibras de colágena se remodelan dependiendo 

de las necesid~des fisiológicas de un organismo en un mumento determinado, como 

es el caso de la morfogénesis tisular dura;;te la metamorfosis de1 renacuajo, en 

donde se eliminan selectivamente las fibras de colágena de la cola, de u_na man!:_ 

ra sincronizada con los cambios que preparan al animal para la transición de un 

medio acuático a un medio terrestre (12). Otro ejemplo es la reabsorción de la 

colág~na depositada en el Gtero durante la gestación, que en el periodo post-pa..!'._ 

to es elim~nada selectivamente con rapidez al disminuir la vlda media de la co­

lágena de liO días en condiciones basales a 2li horas durante las primeras dos s~ 

manas después del nacimiento (13, 14, 15), lo que refleja la versatilidad metabó­

lica de esta proteína. La situación patológica en un organismo involucra en al­

gunos casos el desmantelamiento de estructuras forméldas por col5gena, como ocu­

r:re en la destrucción grave del cartílaeo articulnr durante la artritis reuma­

to;:de (16). 

La rcmodelación de estructuras colagénicas es entonces una respuesta fisio­

lógica o patológica que se presenta unte distintos tipos de estímulos, y en to­

doa los casos el instrumento degradativo está representado por las colagenasas. 

Sin embargo, la remodelación no sólo es dependiente de la degradación de colág!:_ 

na sino también de la síntesis de esta proteína. Así, los procesos de síntesis 

y degradaci6n en conju1:1to determinan la cantidad de colfigena en un tejido, y en 

una dimensión temporal, las veloc.idadcs <le síntesis y degradación involucran un 

concepto distinto: El recambio (12~. 

El análisis <le las estructuras biológicas y .su recambio, inmediatamente apa..!'._ 

ta la idea está.tica de la estruc.turn y la sitúa dentro del cambio contínuo que 

caracteriza a la naturaleza, siendo entonces la estructura un aspecto funcional 

en los organismos (17), que como todo evento fisiológico se encuentra sujeto a 

una estricta regulación. 

·' 
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LAS COLAGENASAS 

La primera demostración de Hctividad colagenolít~c~-en tejidos animales fue 

el resultado de un ingenioso experimento llevado a cabo por Gross y Lapiere en 

1962 (18). En un sistema de explantes de tejido de renacuajo en metamorfosis 

cultivados sobre geles de colágena reconstituída, lograron observar lisis del 

gel de colágena en las areas ~ercanas a los explantcs. El análisis en microsco­

pía electronica de la colágena degradada en este sistema precipitada como cris­

talitos SLS (segment long spacing), demostró actividad colagcnolítica. Los crí.!!_ 

talitos SLS son una forma característica de precipitación de las moléculas de 

colágena que ocurre·in ·vivo (19) y que se puede obtener in vitre (20). En este 

tipo de a1:.reglo, las moléculas de col5gena se ordenan C!n re?gistro lateral de mo 

do paralelo, Los grupos N-tcrminal quedan orientados hacia un lado del cristal 

y los grupos e-terminal hacia el otro, de forma tal., que la longitud del cristnl 

coincide cxactame.nte con la longitud de la molécula de colágena, o bien, con los 

productos de degradación liberados por la colagenasa (21), los cuales presentan 

una longitud menor, 

A partir de la demostración de Cross y Lapiere, diversos modelos experiment!!_ 

les han pennit~do describir una gran cantidad de colagcnasas animales (12,22,23) 

laa cuales comparten las siguientes características: Son las únicas enzimas cap!!. 

ces de degradar la triple. hélice de la colágena en condiciones fisiológicas de 

plt, temper<l.turn y fuerza ió'nic.::i (21); en el Cilso de las colágenas intersticiales 

de los tipos l, II y III se produce un solo corte en la posición 772-773, corre~ 

pon<liente en el tipo I, n un enlace pcptídico establecido entre los resíduos Gl.y 

.-Ile de las cndcnns nlfa 1 (I), y la uni611 Gly-Leu en la cadena alfa 2(1) (24). 

En los otros tipos la ruptura se establece en las posiciones análogas (25). 

En todos los casos, el producto <le la acción enzimática de la colagenasa so 

bre las col5,gcnas intersticiales es la liberación de dns fr::tti'::'.Cnto5, lus <..:u<.1les 

se denominan TCA y TCB' y tienen el 75 y el 25% de J_a longitud original de la mo 

lécula <le colágcn.::t (21). Los fragmentos liberados por acción de la colagen.:isa se 

desnaturalizan en las condiciones fisiológic3s de temperatura, adquiriendo una 

confoi;-mación desordenada que t"C!cibe el nombre de gelatjna (26). 

L~ gelatina es un .susti-ato por el que lns coJ.ngcnasas muestran poca afinidad 

(27), su degradación depende de la prcsPnrin de otra~ proleasus extracclulares 

y de la .acción de gelatinnsas específicas, o bien, es pinocitada por mo.crófagos 

y Ot).'a~ ¡;:é?lul.1.s y degradada intracclularmcnte por enzimas lisosomalcs (21). 

La.s colagcnasas presentes en los tejidos requieren zinc; este metal de tran­

sición se ha detectado asociado a las colngenasns de piel humana 
1 

de rata y de 

' 
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útero de rata mediante espectroscopía de absorci6n atómica (28). Además 1 la ca~ 

pacidad inhibitoria de la 1,10-fenantrolina, quelante de alta afinidad por mct!!_ 

les de transición, indica el rcquerimi~nto de zinc. Estas enzimas también mues­

tran dependenCia de calcio (67) 1 que pai:cce desempeñar un doble papel, ya que 

por· un lado es un activador de· la enzima, y por el otro estabiliza la estructu­

ra terciaria de la proteína·cnzimática a la temperatura y pH fisiológicos. El 

tetra-ace.tato J.e etilén diamina (EDTA) inhibe la actividad de las colagcnasas 

(22), 

Las colagenasas son enzimas extracelulares que actúan a pH neutro y dada la 

resistencia de la colágena a la actividad de enzimas inespecíficas, constituyen 

el paso limitonte en el mecanismo degradativo de la colágena (22), una vez que 

las fibras extracelulares se han solubilizado. Se ha postulado que la solubili­

zación de moléculas prObablemente depende a la actividad de una dcpolimeraza 

(22), 

El arreglo de las estructuras tisulares depende entonces, de un estricto 

control en ln o.ctividad de la cola.ge.nasa. Las investigaciones llevadas a cabo 

en sistemas de cultivos celulares obtenidos de diversas fuentes y con capacidad 

de producir colagenasa han permitido el estudio del control degrndativo de esta 

proteína, La regulación de la actividad colagcnolítica presenta. múltiples puntos 

de control establecidos en diferentes niveles, los cuales pueden resumirse de 

ln siguiente m:inera (23): 

1, Inducción de la síntesis y procesamiento de formas precursoras de proen-

zimn,, 

2. Empaquetamiento y secreción 

3, Activación de proenzima 

4. Interacciones col5gena-colagenasa y efecto del sustrato sobre la cinéti 

ca de colagenolisis 

S. Inhibición ele la forma activa de la enzima. 

En relación al primer nivel de rcgulaciCn, ~e ha visto que los fibrobl;:istos 

sinoviales (30) o de cornea (29) liberan pequeñas cantidades de enzima en a.usen 

cía de estímulos inductivos, aunque ha sido posible aislar lineas celulares con 

un alto potcncinl de síntesis de colngenasa (Jl). En general, la inducción de 

la síntesis de enzima depende de la participación de diferentes tipos celulares. 

Se ha descrito que los macrófagos producen y liberan factores de naturaleza po­

lipept:íd:i.ca que estimulan la síntesis de enzima de fibroblastos o de células 

sinoviales adherentes (32), La producción de estos factores es controlada, a su 

_, 
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vez, por sustancias libero.das por linfocitos estimulados apropiadam?nte con I~G ,/ 

agregada, concanavalina A o fragmentos Fe de IgG, lo ~~al muestra una relación 

entre la respuesta inmunológica y la remodelación del tejido conectivo (33). I.'!_ 

teraccioncs celulares similares han sido descritas en la cornea (23). 

En el caso de la producción de enzima en órganos completos, se ha visto que 

los esteroides progestacionales evitan la expresión de colagcnasa en el útero 

pre-parto de l.ti rata (23) j del mismo modo estos csteroides tienen un efecto in­

hibitorio en la producción de colagenasa de macrófngos (34). AdcmRs, diversas 

sustanc;í,as han sido descritas como activadores de la síntesis de enzima (23). 

La biosíntesis de procolagcnasa es inhibida por los glucocorticoidcs en cu.!_ 

tiyos de cxplantc~ de piel (35,36), útero (36) y en macrófagos (37,38), al con­

trarrestar la liberaci6n de ácido araquidónico limitando élSÍ. la producción de 

prostaglandina E
2

, de la cual es dependiente la síntesis de enzima (23). Se ha 

descrito que deriv.-idos del ácido l"C!tinúico inhiben la síntesis de en?.ima por cé 

lulas sinov~ales (39). 

Las colagenasas son secretadas al medio de cultivo como enzimas latentes (23) 

r pueden ser activa<las mediante proteólisis limitada con tripsina (30) o mediante 

el uso de compuestos orgnnomercuriales (40), Se ha descrito tambi•~n un mecanismo 

espontáneo de activación que ocurre en las condiciones de almacen:1micnto (41). 

L;i_ la.tencia de la enzima liberada puede deberse a dos factore:;: Por un lado, 

la producción de un zlm6gcno inactivo que requiere la rnpturn de un fragmento de 

la molécula o un cambio conformacional para su activación; y por otro, la preseE. 

cia de inhibidorcs específicos de la colagcn¿1sn que la inactivan una vez que ha 

sido secret.;da. 

Utiliznndo un DNA complementario ha sido posible aislar el mR.i"lA de la procE_ 

lagcnasa de células sinoviales (42), Al traducir este mensajero en un sistema 

libre de células y precipitar el producto de reacción con un anticuerpo monocsp~ 

cífico se ha encontrado que la proteína tiene un peso mo1ccular de 59 Kd. Si se 

agregan al sistema mcmbr;'!na3 microsornalcs la forma <le 59 Kd e::; rl:!cmplazada por 

una de 57 Kd, que es el principnl producto segregado por las células en cultivo 

(42,43), Lo nnterior indica un procesamiento de formas prccu1·sor.-is de la co] ag!:._ 

nasa que se denominan prc-procolagenasas. Una especie que apa1:ece en menor can­

tidad en el medio de estas células tiene un peso molecul,;r de 61 Kd y puedc ser 

sepa.i:ada de la forma de 57 Kd mediante ·cromatografía de afinidad en concanavali 

na A, indicando la presencia de .:tzúcarcs en la proteína (112). Este dato se re­

fuerza cuando en presencia de tunicamicina (inhibidor de la glicosilación), la 

forma de 61 Kd no aParecc (411). Así, se puede concluir que las células sinovia-

--

• 
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les en cultivo liberan dos especies de procolagenasa que aparecen como un díme- .l 

ro en electroforesis, y que son el producto del proces;miento cotraduccional 

que involucra una ruptui.'.l. protcolítica y glicosilación. 

AUnqu~ la liberación de procolagenasa es un fenómeno generalizado no repre­

senta la situación permanente, ya que algunas células como los macrófabos peri-

toneale~ liberan la totalidad de la enzima en forma activa (45,46). 

En-el segundo nive1 de regulación se hn visto que ln sccrcci6n de colngena­

sa en diversos sistemas refleja la síntesis de novo (47). Solo se ha encontrado 

almacenamiento intracelular en leucocitos polimorfonuclcarcs (48)~ de manera 

que los procesos de secreción de esta enzima son similares a los de las proteí­

nas estructurales e inmunoglobulinas y distintos a los de las proteasas lisoso­

males (23). 

El tercer nivel de regulación, que consiste en la activación de la proenzi­

ma, puede llevarse a c<lbo par la acción pL·otcolítica de la tripsina, catepsina 

lisosomal, kalicreína plasmática, proteasas de células cebadas y plasmina (23). 

En el caso de la procolagenasa descrita anteriormente, la proteólisis limitada 

genera enzimas activas de la íorma glicosilada y no glicosilada con un peso mo­

lecular de 50 K~ y 46 Kd respectivamente (42 1 43). 

En fibroblnstos de piel humana la procolagennsa liberada puede activarse e2_ 

pontáneamente, de una manera dependiente de la temperatura y del tiempo, sin 

mostrar cambio en el peso molecular (41). La activ:1ción de estn enzima puede f~ 

cilitarsc mediante la acción de proteínas activadoras descritas en piel, útero 

(49) y cGlulns sinoviales (50). En estudios realizados en nuestro laboratorio, 

se ha encontrado quc una fracción obtenida del líquido de cxplantes de granuloma 

de carragenina ticnc capncidad de .,ctivar pt·ocolngenasa de piel humana (51). 

En algunos sistemas se ha descrito que el activador puede presentarse como 

proactivndor y rcquicre ser activado con tripsina (23). 

El efecto activador de los compuestos mercuriales aparentemente se debe a la 

a4tocnt.1lisis de la enzima subsecuente n un co.:r,bio confor;naciunal inducido por 

el activador. 

Las condiciones de agreg.:1ción del sustrato determinan el cuarto nivel de re 

gulación de la actividad colagenolítica (23), yo. qu.e la mayoría de las colagen~ 

sas descritas revelan una mayor eficiencia al actuar sobre colágena en solución 

que cuando actúan sobre las fibras insolubles de esta proteína (52) ~ ya que los 

agregados están estnbilizudos a través de enlaces intcrmoleculares establecidos 

entre aldehídos generados por la lisil oxidasa (53). Las colágenas que presentan 
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mayor. número de enlaces intermo1eculares muestran may~_r resistencia a la ac- .. 

ci6n de la colagenasa. Se ha establecido que la colágena polimérica puede au­

mentar sU suscePtibili~ad a la colagenasa al ser incubada previamente con enzi­

mas· iiso~Olnaie:~~: O con 'pro teas as del tipo de- la catepsina D (21). 

Fiilalmente,: 18 in'hibición de la enzima activa resulta ser un quinto nivel 

en la '_l;egulación de la colagenasa. Se han descrito en el suero varios inhibido­

Les, de los cuales, casi el 95% de la capacidad inhibitoria del- suero correspo.!!_ 

de a la alfa-2-macroglobulina que tiene afinidad por la forma activa ele la col~ 

genasa y no por la forma latente (54). También presente en el suero se encuentra 

una proteína. de 40 Kd denominada Bl-anticolagenasa que específicamente inhibe cE._ 

lagenasa, sin embargo, de la capacidad inhibitoria total del sueru este inhibi­

dor solo contribuye con el 1?%• Se ha visto que el inhibidor mencionado cruza 

inmunológicilmente con un grupo de inhibidores de mctaloproteinasas presentes en 

cultivos de explaütes de piel, tend6n y hueso (23). Todos los inhibidorcs son 

glucop(oteínas cuyos pesos ~olcculares van de 2S a 30 Kd 1 no presentan afinidad 

por la enzima latente y se unen en una rclaci5n estcquiométrica de uno a uno con 

una variedad de metaloproteino.sas tisulares. Se les conoce como T11'1P 'Tissue 1!!_ 

llibitors of Hetalloproteinases 1 (SS). 

El esquema regulatorio de la colagcnasa es muy complejo y aún cuando existen 

mecanismos generales de control, en cada tejido se presentan elementos regulato­

rios específicos. 

Las alteraciones en la regulaci6n de la degradación de colágena resultan en 

dos tipos de situaciones: Un eAceso en ln degradación o una deficiencia anormal. 

Asociadas a este desequilibrio se encuentran diversas enfenncdades (56). 

Las situaciones de degradación excesiva aparecen en enfermedades como la ª!. 
tritis reumatoide, las ulcero.ciones de la cornea, el colestentomn, la invasión 

tumoral, la periodontitis, etc. Por otro lado, ante deficiencias en ln degrada­

ción se pueden presentar cuadros fibróticos como la cirrósis hepática, la fibra 

sis pulmonar, la csclcrodennia 1 etc, Las allcr~cicncG colnzrno1íticas no son la 

causa directa. o pri:':lordial en estas en(ermeJadcs 1 sino que representan el prin­

cipal daílo tisular asociado a los cuadros patológicos (22). 

EL GRANULO}lA DE CARRAGEN INA 

D:i,stintos tipos de procesos bj c1 ógicos involuc.:-an la .degradación de fibras 

de colSgena. Tal es el caso <le la mol.·fogé!ncr;is constructiva, el recambio de es­

tructuras tisulares y su reparación y la des trucción indiscriminada de orígen 

patológico (12). En estas distintas categorías las interacciones celulares, la 
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función individuol de cada célula y la regulac:i.éln de la actividad colagcnolí~_i- / 

ca dcberan descansar sabre mecanismos diferentes, poi-lo que los diversos mode­

los experimentales ·in :vivo o in ·vitre permitirán entender en cada ca.so los ele­

mentos .b.ás;ic~·s del control de la degradaéión de colágena. 

Un modclO_de estudio'ih'Vivo de la síntesis y degradación de colágena es el 

granuloma inflamatorio producido en animales experimen tnles por ln inyección 

subcutánea de carragenina (57 ,58). Este compuesto es un polímero de unidades de 

galactosa que se presenta en dos formas, kappa y lambda; las propiedades infla­

matorias se le hlln atribuído a la especie lambüa (59). 

La respuesta biológica a la administración d~ la carragcnina consiste·en el 

de~~rrollo de un granulomn, es decir, existe una inflamación con leucocitos poli_ 

morfonucleares y macrófagos que_ secuencialmente presenta un d1=pósito de tejido 

cone~tivo, el cual, después de llegar a una fase máxima es suce<lido por la reab­

sorción del tejido depositado. La duración del proceso es variable según la can­

tidad de carragenina inyectada y las condiciones del animal experimental, pero 

en general va de dos a cuatro semanas (57). 

Los estudios ultraestructurales en el granuloma de carrngenina han demostr_!!. 

do la existencia de una población heterogénea de células fundamentalmente de 

tres tipos: Leucocitos polimorfonucleares, macrófagos y fibroblastos (58). A lo 

largo de la evolución del fenómeno estas poblaciones celulares aumentan o dism.!.. 

nuyen en un orden secuencial. En las etapils tempranas se observan leucocitos p~ 

limorronucle.:ircs que presentan en su citoplasma inclusiones de un matcrinl denso 

a los electrones, el cual carece de una. membrana y se encuentra rodeado de grán~ 

los específicos lo que sugiere que cst.:is células se encuentran digiriendo mate­

ri.:i.lcs extraños, probablemente la cnrrngenina. Los macrófngos también se encuen 

tran desde las etapas tempranas del granuloma con inclusiones citoplásmicas par~ 

cidas a lns de los leucocitos, El número de macrófagos disminuye a medida que el 

granulorna se desarrolla y las caractcrístic.::is citopl5smicas varían hasta que la 

presencia de gránulos desaparece por completo a los catorce días después de la 

inyección En los estudios de la fase de. reabsorción del gr:tnulo::-.a no se logró 

observar la presencia de colágena en el interior de los macrófagos, a diferencia 

de la jmagen ultraestructural de otros sistemas en reabsorción como la involu­

ción del útero post-parto. Las poblaciones de fibroblastos aparecen en forma p~ 

raleln a ]-a evolución del granuloma y su número aumenta hasta que a las dos se­

manas posteriores al estímulo se convierten en lns células predominantes. En las 

etapas iniciales del fenómeno se distineuc. en los fibroblnstos un retículo abun 

• 
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dante y polisomos asi como algunas fibras de colágeO~- asociadas a vesículas el_. / 

toplásmicas_ i_n~icando síntesis activa de coiágena (58). Además se observan in­

clusio_nes citOplásmiÍ::as d_ensas a los electrones que. van desapareciendo. Una s~ 

mana. d_~~_púés:1 el fibroblasto 

dilatación: del retículo como 

muestra características citoplásmicas diferen·tes, 

endoplásmico y aparición de f ibraS de colágena Í.!!_ 

tracelulaies; sin embargo, no Se han detectado signos morfológicos que indiquen 

degradación intracelular (58). 

Extracelulannente, los estudios ultraestructurales del granuloma de carrag~ 

nina (58) indican un depúsito activo de colágena que aparece de modo simultáneo 

con diversos signos de degradaciOn que aumentan en extensión e intensidad hasta 

que al final del proceso se detectan muy pocas fibras de colágena intactas. 

La reabsorción de la colágena del granuloma de carragenina depende primor­

dialmente de la acción extracelular de una colagcnasn. La presencia de esta en 

zima ha sido sospechada desde hace mucho tiempo, las pruebas experimentales son 

la~ siguientes: 

Un frpgmcnto de tendón de cola de rata cuyo componente principal es la colá 

gena tipo I resulta ser degrad.:ido nl insertarse en un granuloma en periodo de ·: 

rcabsorci6n (60). 

Utilizando la tGcnica de cxplantes de tejido descrita por Gross, Pérez Tam2_ 

yo logr5 visualizar lisis del gel de colágena alrededor de fragmentos de granu~ 

loma obtenidos desde los tres días después de aplicado el estímulo y en días 

subsecuentes (57). 

Posteriormente Pardo (61) y Pércz Tamayo (61,62) detectaron actividad en el 

medio de cultivo de explnntes de granuloma obtenidos en renbsorción. Una frac~ 

ciéin de esta actividad se encuentra en estado latente y requiere una cromato­

grafía en filtro molecular para revelar actividad. A partir de esta preparación 

se purificó parcialmente la colagcnasa del granuloma de carragenina mediante 

cromatografía de afinidad en s<:?.farosa-4B ncoplada n colác~nn (62). T.11 f'n?.imn 

comparte las características comunes <le las colagenasas de vertebrados. Es inhi 

bida por EDTA, cistcína y suero, su pH óptimo de actividad es neutro y muestra 

mayor actividad al ser incubada contra él sustrato en solución que sobre colág~ 

na reconstituídn, Los productos liberados por esta enzima representan el 75% y 

probablemente el 25% de la longitud original de la mo1Qcula. Las preparaciones 

parcii1.lmcntc puri.fj.c.,dns ~on cnpaccs de degradar la colágena en fragmentos aún 

menores a los descritos cuando se incuban n temperatura fisiológica. Lo ;1nterior 

indica probablemente la presencia de enzimas gelatinolíticas en esta preparación. 
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Haciendo uso de otro tipo de metodología se emplearon técnicas de extrac­

ción con tritón X-100 a partir de homogenados de granuloma, y se demostró (63) 

que se_ puede extraer colagenasa latente, la cual se activa con el compuesto 

mercúrico 4-aminofenil-mercurio acetato (4-APMA). La actividad colngcnolítica 

en estos experimentos se recupera al pasar la preparación por una cromatogra­

fía en fi.ltro molecular en dos fracciones distintas; una de estas con un peso 

molecu18r de 60 Kd y otra asociada a una fracción de alto peso molecular en 

donde la enzima se encontró unida a su sustrato. 

Se ha obtenido un anticuerpo dirigido c~ntra la colagcnnsa del granu]oma 

de carragenina (65) que al probarlo en inmunodifusi6n contra la fracción cru­

da de la enzima y contra colagenasa-unida a colágena pura de piel de cobayo, 

resultó ser monoespecífico. Con este anticuerpo se determinó la presencia de 

la colagenasa. en secciones de granuloma correspondientes a distintos periodos 

de evolución y se encontr6 que la proteína enz.im.:itica está presente tanto en 

la fase de depósito como en la de reabsorción, 

En relación a la actividad de la enzima en ambas etapas, recientemente se 

ha encontrado actividad colngenolítica en homogcnridos de granuloma incubados di_ 

recta.mente contra la colágena endógena del tejido (64). Estos estudios demues­

tran que existe actividad colagcnolítica en ambas etapas; durante el depósito, 

mas de la mitad de la actividad se encuentra en forma latente. Al medir activi­

dad colagenolítica en los homogenados incubados en presencia de CaC1
2 

0.03 1·1 se 

alcanza en las prcp.'.lraciones de depósito el mismo nivel de actividad que en re­

absorción. 

El estudio inmunohistoquímico indirecto del granuloma (65) ha revelado que 

la proteína enzimática se encuentra en asociación con las estructuras extracelu 

lares tanto en el depósito como en la reabsorción; esta localización extracelu-, 

lar y ia distribución de la enzima asociada a las fibras de colágena coinciden 

con las observaciones de un.:i colagc1lasa-unida a colágena (66) en preparaciones 

de colágena parcialmente purificada de piel y de granuloma de cnrrageninn. Un 

aspecto interesante del estudio inmunohistoquímico es que en ningún caso se de­

tect6 la tinci6n de celul~s. 

·En resúmen, se sabe que la degradación de la colágena en el granuloma de c~ 

rrageninn involucra la ncci6n de una col:igenasa presente rlc>ticle ln fH!'le inicial, 

una frncc;i.é}n de la cual se encuentra en estado latentt:. T~a distribución de la 

enzima es constante a lo largo de la evolución del p-loccso y coincide temporal-



12 

mente con las distintas poblaciones cclulare~· Su or~~en celular se desconocg 

en este sistema. 

En los procesos inflamatorios una caracterrstica constante es la presencia 

de maérófagos, que en los casos de inflamaci~n crónica se conv~ertcn en el ele­

mento celular predominante (68). Este sistema de células desempeñn. un papel in~ 

trumenta1 en el daño tisular asocindo con la inflamación, ya que los macrófagos 

.ictivaclos pueden liberar distintas enzimas con potencial degradativo incluyendo 

colagenasa (69). 

El estímulo de los macrófagos con diversos compuestos como lipopolisacári­

dos (70) r muramil dipéptido (71) y linfocinas (72), dispara una serie de eventos 

membranales en donde por acción de la fosfolipasa A
2 

se libera ácido araquidóni:_ 

co de. los fosfolípidos de membrana, el cual, subsccuentemente es transform3do a 

prostaglandina E
2 

(PGE2 ) induc~enclo la síntesis de proteínas entre estas de co­

lagenasa (73) que es liberada posterionnente. 

Los estudios del mecanismo degradativo de la colágena en el granuloma de ca 

rrageninn descritos anteriormente se han llevado a cabo utilizando el tejido 

completo y debido a la heterogeneidad de los componentes celulares capaces de 

producir colagenasa en este sistema, el orígen de la enzima se desconoce. 

El presente trabajo forma parte de un proyecto general que tiene como obje­

tivo conocer el pap~l individual de las distintas células en l!l rncc;J.nismo de ca 

lagenolisis en el granuloma mencionado. De modo particular, esta investigación 

tiene como objetivo analizar ln capacidad de producción de colagenasa por macr§_ 

fagos estimulados con carragenina, sobre la base del papel instrumental que de­

sempeña este tipo celular en otros sistemas y de su coexistencia con la activi­

dad y presencia de la enzima en el desarrollo del granuloma de carragenina. 



COLAGENASA ACTIVA PRESENTE EN EL MEDIO 

DE MACROFAGOS ESTIMULADOS .!!!_ VIVO CON 

EL POLISACARIDO CARRAGENINA. 
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MATERIAL Y HETOD6§ 

l. Estímulo in vivo de macrófagos peritoneales. 

La cavidad periton<:al de cobayos contiene macrófagos residentes sin carac­

terísticas inflamatorias o de activación que pueden obtenerse directamente me­

d~nte lavado; la cantidad de células en este sislcma se puede aumentar consi­

derablemente al inducir un exsudado celular mediante la aplicación de diversos 

compuestos, y dependiendo del tipo de irritante se obtienen células con dife­

rentes características de activación (74). 

1. Se obtuvieron células de la cavidad peri toneal de ¿1nimales no estimula­

dos para ser utilizadas como control. 

2. Con objeto de analizar el efecto estimulante de la carragenina sobre la 

producción de colagcnasa, se aplicó intraperitonealmcntc una solución es 

teril del polisacárido al 1% prcparndn nn N<1Cl O .15 M (5 rnl), cuatro 

días después se extrajeron las células. 

3. Para efectos comparativos, se estimularon cobayos con 5 ml de proteosa 

peptona al 10% en NaCl 0.15 M (75). Los macrófagos estimulados se extra­

jeron después de un periodo de cuatro días. 

2. Cultiyos celulares, 

Las células de los tres grupos descritos anteriormente se colectaron de a­

cuerdo a Boxer (45); bt·cvcmcntc: La cavidad peritoneal se lava con 15 a 30 ml 

dÍ! solución salina estéril balanceada con fosfatos (SSBF ~ KH
2
Po

4 
0.044H; NaOH 

0.025 H; NaCl 0,15 H). Las células se recuperan mediante centrifugación a 800 

t:".p.m. en una centrífuga Beckman modelo L-21, y se lavan dos veces mas con SSBF. 

Se resuspenden en medio Eagle modificado por Dulbecco (GIBCO lab. cat. No. 430-

2100, Chagrín Falls Ohio) libre de suero y preparado con antibióticos (penicil..!_ 

na 100 u/ml, estreptomicina 100 pg/ml, sulfato de knnnmirin11 100 pg/rnl) y se 

siembran con una densidad de 2 X 10
6 

células por ml en botellas de cultivo de 

plástico (Costar,Sci.Co.) o en cajas de petri de vidrio (10 cm de diámetro). 

Lo~ mqcrófagos se seleccionan por adherencia al vidrio o plástico mantenie.!.!_ 

do los cultivos.ª 37C durante 3h con una atmosfera de 5% co
2 

95% aire. Al termi 

nar este periodo de tiempo las células no adherentes se eliminan con el medio .!!. 

git<1ndo sun.vcmcntc y se i!grega medio fresco. 

En algl.inos cnsos las células se crecieron en presencia de albúmina (1 mg/ml). 

El medio de cultivo se colecta cada 24 h durante tres días en vista de.que 
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en los experimentos Prelimi.narCs se detectó activiáad colagenolítica en estt;_ P.!:_ / 

riodo. _Se ceritrifugci y· neutraliz·a inmediatamente, pcIBteriormeni.'.e el sobrenadan-

te se--conce-Ó.tra introducién-dolo en una bolsa de diálisis y cubriéndolo con azú­

car; glass, h·asta disminuir 10 veces Su volúmen. Una vez concentrado, el medio 

se dializa contra un amortiguador Tris-HCl O.OS M + ·cac12 0.01 M, pH 7 .4; los 

medios concentrados se almacenan a -20ªC hasta ser utilizados. 

_3. Obtención del sustrato para las pruebas de actividad cola~enolíticn. 

3.1. Purificación de colágena. 

La colágena se obtuvo a partir de piel de cobayo; las pieles &e limp;i.;i.n de 

tejido subcutáneo y se cortan en fragmentos pequeños, se realiza una extracción 

de colágena- en ácido acético 0.51'1 + 1 mg/ml de pepsina (_76) agit<:1ndo durante 48 

h a 4ºC. A partir de uste extracto se realiza una purificación de colágena de .!!.. 

cuerdu a Trclstad (77), mediante un procedimiento estándar que permite obtener 

mediante precipitaciones por salado con NaCl 1 una mezcla de los tipos genéticos 

I y III de esta proteína. 

Existen datos (10,78) de que la colágena tipo III en estado nntivo pre~enta 

un enlace susceptible a la acción prateolítica de la tripsina; específicamente 

un enlace Arg-Gly localizado cerca ?el sitio de corte producido.por la colagen.!. 

sa sobre esta proteína; ·aparentemente lo que provoca esta susceptibilidad es una 

región de la molécula que se caracteriza por una estabilidad helicoidal reducida 

(78). En [unción de que uno de los criterios para considerri.r nl sustrato en esta 

do nativo en las pruebas de actividad colagcnolítica es su resistencia a la fnc!:. 

baci5n con tripsina (79), se decídi_6 purificar exclusivamente col5gena tipo I, 

3.2. Prcparnción de la colágena tipo I. 

La col5gena tipo I se purificó mediante precipitaciones diferenciales con 

NaCl de acuerdo al método descrito por Hi_ller (_80}, el cual se resume o. conti..­

nuación: 

Colágena solubilizada eu amortiguador 
Tris-HCl O. 05 H pH 7. 6 

Prec;ipitar con NaCl l1a~ta una concentra 
ción de 1.5 M. 

Se obtiene c1 sedimento a1 centrifugar 
30 min. a 20500 g, en éste se encuentra 
la colágena tipo II·I. 



Se precipita la colágena tipo I 
en el sobrenadante llevando la -~oncentra­
ción de NaCl a 2 .5 M 

El precipitado se recupera centrifugando 
30 min. a 20500 g y se resuspende en ácido 
acético 0.005 M 

Se precipita nuevamente mediante diálisis 
contra Na

2
HP0

4 
0.01 M. 

El. precipitado se recupera centrifugando a 
9000 g durante 30 min y se resuspende en O. 005 J>l 
á~ido_ acético. 

La preparación se dializa contra agua destilada 
y se liofiliza. 
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Todo el procedimiento se realiza a 4ºC, la preparación de colágena tipo I 

se almacenó a -20ºC hasta ser utilizada. 

3.3. 1-farcaie radiactivo de la colágena tipo I. 

Para llevar a cabo las pruebas de actividad colugcnolítica, la colágena ti­

po I se acetiló con 3tt-anhidrido acético (Lot.No. 124li-271, New England Nuclear 

Boston Mass.) de acuerdo a lns modificiiciunes de Lcfevcre (81) y Johnson-Wint 

(82) al método de Gisslow y Mc.Bride (83). La técn;i.ca. se resume a continuación; 

l. 100 mg de colágena tipo I se disuelven en ilcirJo acético 0,017., el pH se llev:1 

a 8,3 agregando K
2

11P0
4 

1 H. 

2. Se diluyen 10 mg de 3H-anhidrido acético (5 mCi,) en 1.5 ml de benceno, 

3. A lo largo de 90 mlnutos se agrega esta solución gota a gota a la preparación 

de col5g~na, agitando constantemente y manteniendo la temperatura de re¡J,cc;i.ón 

a ·lOºC. 

4. Se agita una hora más y la fracción protéica se precipita con NnCl al 15%. 

5. La colágena marcada se recupera cent·riftJr;nndo .:i '27 000 g duranli;:: 20 rnin, se 

resuspende en Zicido acético 0.005 H y se dializa exhilu!'itivilmenti:::. hasta. no ob ~ 

tener cuentas en el líquido de dl.álisis, 

6. Se liofiliza y se ~lmacena a -20"C l1asta ser utilizada, 

4. Electroforesis con SDS en geles de poliacrilamida, 

Esta técnica se realizó de acuerdo a Lacmmli (84) ut:i.li:>:nndo gc>lc~ prcparil.""' 

dos al 7. 5% en la .mayoría de los casos. Las preparaciones se dializa.ron o d;i.lu~ 

yeron con el amor~iguador de la muestra descrito en este sistema ajustando la 

concentraci6n de proteína entre 15 y 30 pg. 

La electroforesis se corre a 5 mA/placa hasta que el frente del colorante 
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se introduce en el gel inferior, en este momento la coL·riente se aumenta a 30 ,/ 

mA/placa y se clctiene cuando el colorante alcanza el- extremo anódico del gel. 

Las placas se tiñen con azul de Coomasie R al 17. y se des tiñen con una sol.!!. 

ción de metano! al 5% y ácido acético nl 7 .5%. La densitornetría de las bandas 

se llevo a cabo a 250 nm en un densitómetro Auto Scanner (Helena Lalioratories). 

4,1. Electroforesis con SDS en geles de poliacrilamída en presencia de ure~. 

Esta técnica se llevó a cabo de acuerdo al mé.todo descrito por Hayashi y Na 

gai (85), el cual es útil para detectar la presencia de colágena tipo III en 

preparaciones de colágena tipo I •. La elevada concentración de urca en el gel (3. 

6 N) JI disminuye la movilidad de las cadenas alfa 1 (III) en relación a las ende 

nas alfa 1 (I). 

5.DetenninaciOn de la concentración de col5gena. 

La concentración de esta proteína se calcul5 en i::elución al conten.i,do de h..!_ 

drox.iprolina. Las muestras se hidrolizaron en HCl 6 N en ampolletas de vidrio 

cerradas a la flama, el tiempo de hidróli_sis fue de 20 h a una temperatura de 

1 lOºC .. 

La determinación de hidroxiproljna en el hidrol:i,zad0 se llevó a cabo de a.­

cuerdo a la modificación de Woessncr (_86) al método de Stegemann (87). 

6. Determin;ición de proteínas. 

Se llevó a cabo mediante el método descrito por Brn.dford (88}, utilizando 

una curva patrón de albúmina sérica bovina y los reactivos parn la detenninLJ.ción 

de p1·oteínas de Bio Rad Laboratories, En algunos casos se determinó la concentra 

ción aproximada de proteínas mediante el 11\é'todo cspectrofotom6trico dcscr;i.to por 

Graves (89). 

7. ActividRd colagenolítica. 

La actividad de colagenasa se determinó di?. acuerdo nl método de Terato y Na 

gai (90), cxt1·ayendo selectivamente los productos de degrad.:i.ción soluble~ en u­

na solución de dioxano metanol en proporci.ón 4 :J.. 

Se incuban 100 ]Jl del medio de cultivo concentrado con 50 pl de 3 11-colágenn 

(1 mg/ml) en amortiguador Tris-HCl 0.05 M + CaC1
2 

0.01 M + 0.2 H NnCl, pll 7,4, 

durnnte 12 h .:1 34ºC en presencia o no del inhibidor. El volúmcn de reacc;i.ón ef¡ 

de 0.3 ml. 

Al término de la incubaci6n se agregan los inhibidores y se precípi ta la e~ 

15ger.a no degradada con 0.3 ml de dioxano-mctanol a una tcmperntura de 8ºC. los 
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fragmentos producidos por acción de lLJ. enzima se sepa_ran Ce.n~rifugando ·a 2500 

r.p.m. en una centrífuga Beckman L-21 1 durante 40 miti" i:i tempera.tura ambi~nte:: 

Se colectan .200 p1 del sobrenadante en viales con solución de Bray para deter­

minar la radiactividad liberada. 

Los inhibidores utilizados fueron orto-fenantrolina o·.001M 1 tetraacetato de 

etilén diamina O.OBM (Sigma Chcmicals, St, Louis Mo.) y suero homólogo descompl~ 

mentado diluído 1:30 en el amortiguador de reacción. 

La temperatura de incubación fué .de 34°C para eyitar la desnaturalización 

térmica del sustrato, el cual tiene una temperatura de desnaturalización menor 

debido al proceso de acetilación (81). 

Los re~ultados se expresan como el porcentaje que representan los péptidos 

solubles en dioxano-metanol con respecto a la radiactividad total incubada, re~ 

tanda a cada preparaci6n su control inhibido. 

7.1. Activaci6n de las preparaciones. 

Se ha descrito la presencia de colagenásas latentes en varias preparaciones 

(40-42,44,91,92), y dependiendo de la fuente de obtenci6n aparecen porcentajes 

variables de la enzima en forma activa en relaci6n a la actividad total. 

_, 

El tratamiento de proteólisis limitada con bajas concentraciones de tripsina 

y tiempos cortos de incubación (31), permite revelar en diversos sistemas la pr~ 

sencia de activiOad colagenolítica ~atente, En el presente estudio se determinó 

actividad colagenolítica directamente c.n las muestrfls, o preincubnndo con dife­

rentes concentraciones de tripsina (0,5,1.0,2.5 y 5.0 pg) a temperatura ambiente 

(25ºC) durante 10 minutos, posteriormente se agrega el inhibidor de tripsina cu~ 

tro veces mas concentrado que la enzima. Se procede a determinar la activl<lnd co 

lagenolítica de la muestra activada. 

7. 2. Determinaci6n de actividad colagenolítica por electroforesis. 

La actividad degradativa de la colngenasa se det.ecta en Ctilc m~Lu<lu 1111.!<llanlt!. 

la comparación de los patrones electroforéticos de la muestra inhibida y la mue.:!_ 

tra activa incubadas con col5eena nativa. La presencia de bandas con una migra­

ción mayor a la de las cadenas alfa o beta de colágena, así como una disminución 

de estas últimas, inhibible por EDTA, indican actividad colagenolítica (22). El 

procedimiento seguido e~ el siguiente: 

100 pl de medio concentrado se incuban con 50 J-1g de colágena fría diluída 

en amortiguador Tris-HCl O. 05 M + CaC1 2 O, 01 M + NaCl O. 2. M, pll 7. 4 en un yolú-



men de rcacci6n de 200 pl. Se incuban a 34PC en presencia o ausencia de EDTA. 

Al término de la incubación se agrega inhibidor a lOS tubos que no lo tengan 

y 100 pl de las mezclas de incubación se diluyen v/v con el amortiguador de la 

muestra descrito en el sistema de Laemmli, se hierven durante 2 minutos y se -

corre la electroforesis en las condiciones indicadas en el punto 4. 

En todas las pruebas de actividad colaGCUolítica se requiere demostrar el 

estado nativo del sustrato, analizando para ello ln susceptibilidad a tripsina. 

/ 
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RESULTADOS 

l. Características del sustrato utilizado en las pruebas de actividad colage­

llQJ.ftjca. 

1.1.Pureza. El patrón electroforético de la colágena purificada de ~cuerdo 

a Trclstad mostró que la proteína esta libre de otros contaminantes 9 no está 

degradada como lo índica la ausencia <le bandas por dcbaj o de las cadenas alfa 

y consiste principalmente de una mezcla de colágena tipo I y colágena tipo III. 

En el sistema de electroforesis de Hayashi y Nagai, la migración de las ca 

denaS alfa 1 (III) es retardada en relación a las cadenas alfa l (I) como se 

puede apreciar en la figura la; esto s.e debe a la elevada concentración de urea 

en el gel (3.6H). Al purificar mediante precipitaciones por salado la prepara­

ción, se eliminó ln coliígena tipo III como se puede apreciar en el patr6n ele.E_ 

troforético de la figura 1 b, en donde desaparecen por completo las cadenas al 

fa 1 (III). 

~¡ 

a b 

«2I 

migracion 
Fig.1 'l'razo~ den~itométi:;i,cQ~ de los. gcl,cs de c;l,.cctroforcs:i-s ele, colágerla 

tipo J: y IIJ: (a), y· de colágcnl')_ tipo I obtenida al prec;i..pi,t:ar con 
NaCl 2.5 M (b). 
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1.2. DeterminnciOn del estado nativo del sustrato. _, 
La colágena tipo I en estado nativo es resistente a la acción proteolítica 

de enzimas inespecíficas (10), cuando se pierde la estructura triple helicoi­

dal de la molécula ésta puede ser degradada por protcasas inespecíficas como 

la ~ripsina o la pepsina. La preparación de colágena tipo 1 se incubó durante 

3 h a 34ºC con diferentes cantidades de tripsina; como se puede observar en la 

-tabla 1, la molécula mostró ser resistente a la acción de esta enzima por lo 

que se considera que se encuentra en estado nativo a la temperatura en que se 

realizan las incubaciones de determinación de actividad colagcnolítica. Como 

puede observarse, solo se degrada el 4. 587. <le la colágena incubada en una rel~ 

ci6n enzima sustrato de 1:50, en cambio la susceptibilidad de 1a hemoglobina a 

la tripsina es alta como se puede observar en la figura 10, aún en una relación 

enzima sustrato raucho menor. 

En función de los resultados anteriores, en todos los experimentos se con­

sideró actividad colagcnolítica toda liberación mayor al 5% de la radiactividad 

incubada inhibible por EDTA 1 0-fcnantrolina o suero. 

Tabla l. Porciento de degradación 
de la colágena tipo I obtenido al 
incubar 50 pg con distintas canti­
dades de tripsina. 

l.p. Actividad específica. 

g de tripsina 

o 
0.5 
1.0 
2.5 

% de degradación 

o 
o 
4.06 
4.58 

Se determinó la concentración de colágena en relación al contenido de hi­

droxiprolina, y se midió la radiactividad en una muestra con la misma cantidad 

de colágena. La actividad específica de la colágena marcada es de 1 104 000 c. 

p.rn./rng de col5gena. 

2. Determinación de actividad colagenolítica en el medio de células no esti­

muladas. 

Los mncrófagos extraídos de la cavidnd pcritoncal de cobayos que no reci­

bieron estímulo previo (macrófagos residentes) no libera ron al medio de cultivo 

colagenasa activa. El tratamiento de 100 ¡11 (S0¡1g/ml de protcínn) de medios con 

centrados co~ diferentes cantidades de tripsina (0.5,1 y2 fg) durante 10 minu­

tos a temperatura ambiente no reveló la presencia de colagenasa latente en ni!!_ 

gUn día de cultivo, indicando la ausencia de liberación de enzima por parte de 

estas células. 
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3. Actividad colagcnolítica en el medio de macrófagos obtenidos de animnlcs 

estimulados. 

El estímulo aplicado intraperitonealmente a los cobayos, ya sea de carrag~ 

nina o proteosa peptona, aumentó el número de macrófagos obtenidos del perito­

neo; en especial, la car'ragenina demostró ser un potente inductor de la llega­

da de estas células a la cavidad pl!ritoneal. En la mayoría de los casos se ob­

tuvo un número mayor de células con carragenina, en comparnción con la proteo-

sa peptona. 

Los macrófagos estimulados in ~ con ambas sustancias liberaron al medio 

de cultivo colagcnasa activa durante el primero y segundo día de cultivo prin­

cipalmente, como se puede apreciar en la figura 2. La actividad se detectó in-: 
3 

cuban1Jo 100 ¡il de medio concentrado (50 ¡1g/ml de proteína) con 50 J.Jg de H-co-

l5gena, se muestran los datos de un experimento representativo • 
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Fig .2. Actividad colagcnolítica en el medio de diferentes dí ns de cultivo de 
macróftigos estimulados con pro teosa peptona (~) J carragenina e---·) 
o no estimulados (.._._.). La incubación se llevó a cabo durante 15 ha 
31, 0 c. 
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La actividad colagenolítica en los medios de células estimuladas con carr!!_ 

genina no aumenta -al preincub~r -las preparaciones ·.con- d:Í.ferenteS cantÍ.dádes de ,1 

tripsina (de 0.5 a 5. pg) (Fig._3), o activilndo con el '~o_nlpUésto':m~rcúrico 4-APMA 

de acuerdo a Caw.Ston.. (93) .(FiS.4).- .::_.- ... -.:---_· _<_ -
------------- ~-:-,.,-:~ .... .,.~.-:·-¡ 

1 
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Fig.3. Efecto de la tripsina sobre la act~vidad colagenolitica del medio de 
macrófagos estimulados con carragenina. 8 
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Pig.4 Efecto del compuesto mercurico 4-APMA sobre la ~ctiyidad colagenolitica 
presente en el mcdi,o de macrófagos, El ensayo se realizó preincuba.ndo o 
no con 4-APMA O. 005 M. 
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Finalmente, se probó el efecto de una_ fracción obtenida del medio de 

que ha .mostrado capacidad de 
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culti - , 
acti-" de ex.plantes de granuloma de carragenina 

procolagenasa de piel humana (51). Esta fracci~n no mostró efecto activa-· 

dor sobre las prepa~aciones de macrófagos. 

3.1. Actividad colagenolítica de los medios de cultivo de macrófngos estimula­

dos detectada mediante electroforesis. 

La actividad colagenolítica de los medios de cultivo de macr6fagos estimu­

lados se determinó también por clec troforcsis. Se incubaron 50 pg de colágena 

con 100 pl de medio concentrado en ausencia y presencia de EDTA 0.08 }f a 34ªC 

durante 17 h. Al término de la incubación se tomaron 100 pl de la mezcla de 

reacción y se diluyeron con 100 pl del amortiguador de la muestra de Lnemmli. 

En la figura 5 se muestra la actividad degradativa de los medios sobre la col-ª. 

gena, se puede observar que existe una degradación total de los fragmentos li­

berados por la enzima; esta actividad es inhibible por EDTA. La desaparición 

de las betas y alfas ::;ugil!re la preBencia de proteinasas neutras con actividad 

sobre gel~tina en los medios, las cuales pueden degradar los fragmentos libera 

dos por la colagcnasa. 

A 
A B, 

Fig.5 Densitometría del gel de clectroforésis de: A) colágena+ medio de ma-
crófagos estimulados con carragenina + EDTA. B)' colágena + medio de ma ~ 
cróf.::i.gos esLimulados con carragenina. 

El conjunto de observaciones que se desprenden de los e~perimentos descri­

tos indica que la colagcnasa se encuentra en los medios de cultivo totalmente 

en forma activa, y que no existe en el sistema colagenrisa latente. Se observa 

también (Fig.3) que el tratamiento con tripsina de preparaciones activas pro­

duce. una disminución de la actividad., lo cual indica que probable.mente la c.nzi 

ma activa es vulnerable a la acción proteolítica de la tripsina. Estas observa 

cienes se han repetido contínuamentc en nuestro labora.torio utilizando diversas 

preparaciones (95). 
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4. gfecto de inhibidores. 

La actividad colagenolítica descrita en e1 mediÓ- de rnacr6fagos estimulados 

se inhibe con los agentes qUelantes EDTA y 0-fenantrolina y por suero homólogo 

descomplementado como~se puede apreciar en la figura 6. 
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Fig.6 Inhibición de la actividad colager:olítica detectada en los medios de 
cultivo de macrófagos estimulados con carragcnina, 

5. Actividad colagcnolítica en el homogcnado de células estimulndas con ca­

rragenina. 

La presencia de culagenasa activa en el medio de macrófagos puede ser el re 

sultado de la liberación gradual de enzima alt'lnccrindn en el interior celular, 

o bien, representar la producción de enzima seguida de su liberación inmediata. 

Para conocer la naturaleza de este fenómeno, los macrófagos obtenidos de !!._ 

nimalcs estimulados, se incubaron durante JO minutos en una solución de Tritón 

X-100 al 0.17. en Tris-HCl 0.05 J·[ + CaC1
2 

0.01 H pH 7.4; se despegaron de las 

cajas cle cultivo con una espátula de hule, se sonicaron durante 1 minuto y se 

midió actividad colagcnolítica en el sobrenadante, pre.incubando o no con trip­

sina para revelar actividad latente. En ningún caso se encontró actividad cola 

genolítica. Se realizó el mismo experimento en ausencia de tritón X-100, cong!:_ 
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lando y descongelando la suspensión celular antes de sonicar. Nuevamente no se ,/ 

encontró actividad cologenolítica libre o latente;-Los resultados anterioÍ'-es 

probablemente indican que la actividad colngenolítica encontrada en los m~dios 

de macrófagos estimulados se debe a la producción y liberación contínua de la 

enzima, y que ésta no se almacena. 



NETfJ..OPl\OTEIN/\st\~ NEUTRAS CON ACTi.VITJAf> 

SOBRE GELATINA EN EL XEDIO DE NACl\OF¡\GOS 

ESTI}!ULADOS, 
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MATERIA). Y METODOS 

l. Determinación de~actividad gelatinolítica mediante electroforesis en pre­

sencia de SDS. 

La actividad proteolítica sobre gelatina de los medios de macrófagos est~~ 

muladas se detectó mediante electroforesis, 

Se prepara una solución de colágena de piel de cobayo a una concentración 

de 1 mg/ml en amortiguador Tris-HCl 0,05 H + CaC1
2 

0,01 l-1 pH 7 .4 y se gelatin!_ 

za incub8ndola durante 20 minutos a 6QPC. 100 pg de gclat~na se incuban con SO 

pl del medio concentrado por espacio de 5 h a 37°C en presencia y en ausencia 

de EDTA 0.1 M en un volúmcn de reacción de 200 pl. Al término de la incubac:lón 

se agregan 150 pl del amortiguador de la muestra descrito por Laemmli 1 se hie.!. 

ve durante 2 minutos y se corren 150 pl de la mezcla en un gel de electrofore­

sis preparado al 7.5%. 

2. Detección de proteínas con actividad gelatinolítica medinnte incubación di­

recta en geles de poliacrila~ida. 

Se siguió la modificaci6n de llori (95) al mé'.tQdO de Heusscn y Doyle (96). 

-~ 

El medio de macrófagos estimulados se incuba durante 2 h a 25ºC en el amorti~ 

gua<lor de Laemmli con una concentración de ~DS al 3%; ~O pl del med;i..o se corren 

a 6 mA/placa durante 12 h en un gel de electroforesis polimer:i,zado con gelat:i.na 

(0.8 mg/ml de gel), 

Al término de la electroforesis el SOS se elimina lavando el gel durante 1 

h en dos cambios de tritón X-100 a_l 2,5%; el tri.t6n se elimina con agua desti-:­

lada y la incubación se lleva a Cil,bo durante 3 h a. 37ºC en 500 ml de gl_i,cina. 

0.1 M + CaC1
2 

0.005 }1 + ZnC1
2 

l X 106 M pH 8,3, 

Después de la incubación la reacción se detiene precipitando las proteínas 

dentro del gel con TCA al JO% durante 10 minutos. El TCA se elimina lavando 

con agua destilo:i.da y el gel se tiñe con azul ele Coomasie al 1% durante 20 minu 

tos. Se destifie con metanol 5%, 5cido acEtico 7.5%. 

La ausencia de tinci6n en bandns discretas contrastante con el fondo oscu­

ro ind:i,ca la movilidad de proteasas con actividad gclatinolítica, 

3, Actiyidad proteolítica inespccífica. 

Se midió la actividad protecilítica incspecífica a las preparaciones utilJ.~ 

zanao hemoglobina desnaturalizada como sus era tu y las enzima~ criPsina y. rªP~i 
na como controles de actividad proteolítica a pH neutro y a pll ácido respecti­

vamente. El método empleado fue el descrito por Laskowski (97); en resumen, se 
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incuban 11 mg de hemoglobina con 100 pl de medio concentrado en un volúmen de 
/ 

reacción de 0.6 ml durante 15 minutos a pll neutro (J .5) y a pH ácido (4.8}·; P.,!,. 

ralelamente se incuban diferentes cantidades de tripsina en el ensayo a pH ne.!:!_ 

tro o de pepsina en el ensayo a pH ácido, ¡,.a mezclµ de reacción se precipita "" 

con TCA a.l 3. B % y se mide la degradación al determinar la concentración de ,...-

proteína degr~dada en el sobrcnadante de acuerdo a Lowry et al (98). 

• 
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RESULTADOS 

l. Determinación de activiaad gelatinolítica, 

La presencia de actividad gelatinolÍ,tica en los medios de macrófagos est;i.­

mulados con carragcnína o protcosa peptona se muestra en la f~gura 7. En ambos 

casos, al. incubar durante 5 h los medios conccntr<:idos y analizar los productos 

de degradación mediante electroforesis en SDS, se observó una actividad degra­

dativa considerable. Como se observa, desaparecen_ totalmente 100 ¡ig Ue gelati­

na incubados durante el tiempo indicado a una temperatura de 37ºC. La. activi­

dad detectada demostrO ser inhibida totalmnete cuando la incúbación se reali.za 

en presencia de EDTA. 

,.. 

·-
1 2 3 4 5 6 

Fig. 7 Electroforesis en SOS de: 1"'-gcla_tin~ ·\· EDTAj 2;c:.gclat;i,na.; J=gela.tina + 
medio de células estimuladas con protcos::i peptona. + EDTA; /¡-;=. gclatin.ü. 
+ el mismo medio; 5= gelatina + medi,o de macrófagos estimulados con e~ 
rragenina + EDTA; fr:=gelatina + el mismo medio. 

2. Detección de bnndas con actividad gclatinolítica por incubnc:i.6n directa en 

el gel de electroforesis. 

Como se puede ver en la figura 8, en el medio de los primeros tres días de 

cultivo de mnr:rófneo~ t"srim11l nrifls ~on protc0sa pcpton.:J. o c.:irr.:lgcnin.:i !:;C det:CE_ 

tan varias bandas con actividad proteolítica sobre gelatina, la actividad de 

estas bandas no se presenta cuando el gel se incuba en presencia de EDTA (no se 

muestra). En ambos casos se observan: una banda de 37 Kd • un doblete con un P!:._ 

so molcculaL· aproxjmado de 88 Kd, y dependiendo de la preparación, bandas con 

una movilidad superior a 100 Kd. 

Se probó el medio de macrófagos no estimulados y se encontró que al igual 

quE en el caso de la activjdad colacenolíticn, las células no estimuladas no 

producen gelatinasas detectables por este método. 
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1 2 3 4 5 6 

Fig. 8 Ensayo de actividad gelntinQl~tica. __ 1,2 y 3== ~i.;!di,os obt!i!nidos de cé ... 
lulas estimuladas con carragcnina_ pertcneci,cn,te~ a lo~ d;las 1,2 y· J de 
Cultivo. 4,5 y 6== mcdi,o di'.? los días 1 ~2 y 3 provcniences de m<tcrOfagos 
estimulados con protcosn peptona, 

3. peterminación d~ activid~d proteolítica inespecífica. 

,/ 

Se realizaron experimentos de actividad protcol~tica inespecíf~ca uti¡i,z~~ 

do hemoglobina y albúmina como sustratos con ;I.,a finalidad de det:erminpr s;I, la 

actividad obscrváda sobre gelat;ina repl,"escnta la a_cciOn gencral;izndn de cnz;i.-. 

mas inespecíficas, o bien, se debe a gelntinn_sas c~pecíficas, 

En la figura 9, al comparar la actividad proteolítica de tripsin~ a dife­

rentes concentraciones y de los medios con actividal] gela.tinolítica !iObre hcm~ 

globina, se demuestra que la lgelatinnsa' na tiene actividad degr;.~dati.va incs­

pecífica. En la figura 10 se muestran los datos de la incubnción en med;io Scido, 

utilizando en este caso pepsina como control de actividad enzimática, nuevamen-. 

te l.1 gelatin.1sa no muestra actividad deeradativa, 

También se realizó un ensayo cnzimriti,co en un gel de electroforesis polim~ 

riz;:ido con rilbúrrdnn ~é'rica en lugaL' d..:: gi,;,lal.ina (1 mg/ml de gel), Se corrieron 

muestras del medio de macrófagos estimulados y tripsina como control de ;l,ctiv.,!:. 

dad enzim5tica. El gel se trató de la manera descrita para. deti;!ctar nctíyi,dad 

gelatinol~tica, Se observó degradación de albúmina únicamente en el cµrril co­

rrespondiente a tripsina (no se muestra el resultado), 

Estos datos sOn sugestivos de que los ma.cr6fagof? cst::i,mulados liberan al m..!:. 

dio de cultivo c.nzi1qas con actividad protcolí.tica espec_lfica sobi-e gelatina 1 

que se inhibe con EDTA, 
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Fig. 9 Actividad proteolítica de tripsina a diferentes concentraciones y de 
los medios de células estimuladas con carr.:;gcnina (C) o proteosa pep­
tona (P P), el ensayo se realizó a pH 7.5. 
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Actividad proteolítica de pepsina a diferentes concentraciones y de 
los medios colectados de células estimuladas con carragenina o pro­
tcosa peptona; el ensayo se rcal:i,zó a pH 4,8, 



PURIFICACION PARCIAL DE LAS ACTIVIDADES 

COLAGENOLlTICA Y GELATINOLITICA PRESENTES 

EN LOS MEDIOS DE CULTIVO DE HACROFAGOS 

ESTIMULADOS E! VIVO. 
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MATERIAL Y METODOS 

1. Cromat·ografla de afinidad en heparina-sefarosa, 

La resina se empacó en una columna de 1,5 X 2,2 cm y se equilibró con amOE.~~ 

tiguador Tris-HCl O. OS M + CaC1
2 

O, 01 M pH. 7, 4, El 1qedio concentrado de cé!lu-

las estimuladas se pasó po'r este sistema a una velocidad de flujo de 25 ml/h, 

colectando fracciones de 3 ml, La columna se lavó con el mismo aniortiguador 

hasta que la absorbancia de las fracciones medida a 230 nm disminuyó a cero, 

Posteriormente~ la columna se eluyó con NaCl 1 M, preparado en el mismo amort.!_ 

guador y a la misma velocidad de flujo, 

Se determinó actividad colagenolíticil_ y geln.tinolítica en las fra.ccione& ~ 

tilizando el sustrato radiactivo para obtener el perfil cromatográfico de las 

distintas actividades enzimSticas. 

2. Determinaci5n de activid_~_gelntinolítica cq_~elntina. 

La colágena acetilada se gelatiniz6 pot;" i,ncubación a 60ºC dura.nte 20 minu­

tos y se utiliz6 como sustrato para dctenninat;" activi.dad proteolí.tica ?Obre g!:_ 

latina de acuerdo al método descrito por Scltzcr (99) 1 que se b{l_sa en la solu-. 

bilidad de los fragmentos de gelatina en ácido tricloroacético .. al 20% • 

75 pl de las preparaciones se incuban a 37ºC Jurante 3 h con 25 pl de gel~ 

tina tritiada (25fg) en un amortiguador Tris-llCl 0,05 M + CnC1
2 

0,01 M pH 7.4, 

para cada muestra se prepara un tubo control con EDT~, Al térm~no de la incub~ 

ción se agregan 25 pl de ácido tricloroacético al 100% para precipitar la gel~ 

tina entera, se mantiene dur;1nte 15 minutos en hielo y se centrifuga a 2 500 r. 

p.m. en una centrífuga Bccknian L-21 durante 40 min a 4°C, Se colectan 60 ¡11 de 

los productos de degradación presentes en el sobrenadante y se determina la. r~ 

diactividad liberada por la enzima, 

El resultado se expresa como el porciento solubilizado por la preparación 

en relación a la actividad proteolít:ica de la tripsina (40 pg) incubada el mis 

mo tiempo. 

3. Determinación de pesos mo]ecul:iros. 

El peso molecular aproxim.1do de la~ proteÍ.11\lS pres_entes en las dl,stintas 

preparaciones se obtuvo mediante electroforesis en presencia de SOS, utilizando 

geles de poliacrilamida prepara_das al 7 .5% y la_ r:¡czcla de cst5ndarc:::; de bajo p~ 

so molecular obtenida de Bio Rad Laboratories, (Fosforilasa B 1 92 1 500. nlbúmina 

66,200; ovalbúmina, 45,000; Anhidt;"asa carbOnica, 31,000), La identificación del 
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pcsQ mq].ecul,ar de 1.as bp..nd~i; cgn. ACt,;i,y;i.PR~ S~l.iJ.,t;i.n9).f_c.¡i.ca ~~ l;l.e.y5 P. ~i\bp ,' 

utilizahdo los mismos marca.dores corridos paralelamente en el gel polimeriz~ 

do con gelatina. 

3. Croma-toerafía de nfinidad zinc-guelante-sefarosa. 

Se utiliza como agente quelante ácido iminodiacético acopledo a se(arosa 
3 

6 B (Pharmacia fine chemicals). La resina se cmpüca en una column.:i de 2 cm y 

se lava con 5 volUmcues de agua destilada. Posteriormente se aplican 4 volúme­

nes del agente quelantc EDTA 0.25 M pH 7.5 p.:ira eliminar metales de la columna. 

Se lava nuevamente con agua y se carga con dos volúmenes de ZnC12 5 mg/ml en 

ácido acético 0.01 M. Después de este tratamiento la resina se equilibra con 

Tris-HCl O.OS M + CaC1
2 

0.01 M hasta detectar can carbonato de sodio la ausen­

cia de zinc en el eluído. La muestra se aplica a una velocidad d~ qo ml/h y se 

colectan fracciones de 2 ml. 

La fracción con afinidad se despega de la columna bajando el pll con nmort_!. 

guador Gly-HCl 0.2 H pH 3.5. Para evitar pérdida de actividad, las fracciones 

se colectan en tubos con Tris-HCl 1 H pH 7 .5+ CaC1
2 

1 M para dar una concentr~ 

ción final de Tris 0.05 M y Cac1
2 

0.01 M y un pH de 7 _q en el volúmen de cada 

fracción. 



RESULTADOS 

Purificación parcial de l::J. actividad colagenolítica presente en el medio 

de cultivo de macrófagos estimulados con car.ra,,eninn. 

1. Cromatografía de afinidad heparina-sef:::.rosa. 
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Se ha descrito que colagenasas obtenidas de diferentes fuentes presentnn a­

finidad por heparina y se han utilizado resinas acopladas a este compuesto pa­

ra purificar la enzima (93,100,101). 

En función de la coexistencia de actividad colagenolítica y gelatinolítica 

en el medio proveniente de lnacr.ófagos estimulados con ca1.-rageninn se decidió 

emplear una resina de hcparina-scfarosa con objelo de purificar parcialmente 

la actividad colagenolítica y estudiar el comportamiento de la actividad gela­

tinclítica en este tipo de cromatografía. 

En la figura 11 se muestrd e1 perfil cromntográfico de una preparación ob­

tenida <lel medio de macrófagos estlmulados con cnrragcnina. La nctividad cola.­

gcnolítica. se concentra en el pico que muestra afinidad por la resina, En ade­

lante nos referiremos a la fracción que no tiene aíini<lad por la resina como 

fracción 1 y a la eluída con NaCl 

tra la actividad colagenolítica. 

H como fracción 2 1 que es donde se concen-

1.1 Actividad colagenol]tica <letcc~ada por electroforesis en presencia de SDS 

de las mezclas de incuhacl6n con la fracción 2. 

T,a incubación se llevó a cnbo durante 48 y 96 h a 34°C en amortiguador 

Tris-HCl O. 05 1-l + CaC1 2 O. 01 H + NaCl O, 2 H, pll 7. 4. La reacción se detuvo 

con EDTA 0.1 M; 100 fl de 1.-is mezclas de incubación se corrieron en geles <le 

poliacrilamida preparados al 5%. En la figura 12 y 13 se puede observar que la 

nctlvida<l colngenolíti1..:a es evidente desde las l18 h y a las 96 h desaparece 

por completo la colágena incubnda. La actividad degrndntiva es inhibida pcr 

EDTA. 

' 
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Fig.11 Perfil cromatográfíco de la actividad colagenolítica presente en los medios de 
cultivo de macrófagos estimulados, al correr la preparación en heparina sefarosa. 
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Fig. 12 Electroforesis SOS a las 48 hora~ de ~ncubación de colágena ~ipo I 
con: lcmedio completo de célul~s estimuladas; 2:=medio completo + 
EDTA, 3= Fracción 2; 4= Fracción 2 + EDTA 1 

·-
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Fig, 13 Electroforesis SDS a las 96 horn.::¡ de. ~ncubi\ciOn de colíl.gcnA t;i.po :i:, 
con; li= med;io completQ, 2= J11c.dio coJTiplcto + EDTAj J= fracciJ5n 2¡ 

.35 

4= fracción 2 + ED'f/\; Seo col5gena. t;ipo !. + EDTAj 6= colilgena t;i.pp I, 
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1.2 .E!_ectroforesis sns-·en geles de poliacrilamida de las fracciones obtenidas 

de la colurilna. 

Con ·e1 ·fi~-_-de· de·tec.tar las p~oteínas presentes en las distintas fraccio- -

nes de_:--:1a. -~~~Ó~~~-cigrafÍ~·;_· ~e- afinidad, se tomaron alícuotas de la fracción 1 'i ...­

rli? -l~_: __ ;f~aé~i6·n·:·2/ €sta·--Glt:Í.ma se concentró mediante liofilización. Se 't-esuspe~ 
dieron en C1 amortiguador de la muestra de Laemmli. En la figura 14 se mues­

tra el gel de electroforesis; como se puede observar, el patrón clcctroforé~i­

co dé ambas fracciones es completamente distinto, cabe aclarar que en la frac­

ción· 2 se observan bandas muy tenues con una movilidad superior a 58 Kd, 

r-----rl . : ; 
t ·; •. 
r. , ~ 

~ 

•· u.-~~ 
!~ -~ ~1 

~4···~? '· ;; : 

~ • 
-

·•. 
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·--------- - _:_ _____ ...._,j_ 

1 2 3 

92500 
66200 

45000 

31 ººº 

Fig. 14 Electroforésis SDS en gel de polincrilamida de la. fra_cción 1 (_1) y 
2 (2) de la cromatografía de afinidad hcpa,rina.-scfa_roiia. 3= ma,rc~.dE.. 
res de peso molecular. 

1.3 _froml_!_~rafía de afinid.1d zinc-a11elilnte-seforos11, 

La cromatografía de afinidad con zinc se ho., utilizado para purifica.r col~ 

genasas. En este tipo de cromatografía los grupos superficiales tiol e imida­

zol de los rcsíduos de aminoácidos cisteina e histidina forman complejos con 

el zinc acoplado a la resina mediante un agente quelante (102). 

La fraccién 2 de la cromatografía de afinidad en hcparina-sefarosa se pasó 

por esta resina. 

El pico que mostró afinidad se despegó disminuyendo el pH con 

Gly-HCl 0.2 N pH 3.5, y se determinó actividad colagenolítica en ambas fraccio 

nos 
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En la fracción sin afinidad por. zinc no se detectó actividad colagenolítica, 

en contraste, la frRcción con afinldad mostró activiclad colagcnolítica. No se , 
muestra el perfil cromatográfico debido a que la. alta absorción de la. gliciná 

utilizada para eluír la columna enmascara la presencia de proteína. La frac­

ción con afinidad por la resina se conc'entró mediante liofilización y se co­

rrió en SDS. En la figura 15 se muestra el patrón obtenido, como se puede ob~~ 

servar la actividad colagenolítica se asocia a una región del gel correspon­

diente a un peso molecular que va de 62 a 68 Kd, en la cual se observan dis­

tintas bandas. En contraste, el pico sin afinidad no muestra actividad colag!:_ 

nolítica. 

Con los dntos disponibles no es posible identificar a cual o cuales ban­

das se asocia la actividad colagenolítica en la fracción con afinidad por zinc. 

68000 

62000 

1 2 

Fig. 15 Electroforesis SDS de: l:= pico con afi,n;i.dad poJ; zin.c, 2= p;i.co s;in 
afinidad por zinc; ambos obtenidos P.l. coJ;"rer la fracción 2 de hepi!.. 
rinn-scfnrosa. • 
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Actividad Gclatinolítica 

1. Cromatografía de afinidad heparina sefarosa. 

El comPortamiento de la actividad gelatinolítica en este tipo de cromat_!:!,_ 

graf"Í~ fue ·distinto al de la actividad colagenolítica. En la figura 16 se 

- muesÍ.:ra· el perfil cromatográfico c!e la actividad gelatinolítica en las dis­

t"inta.s fracciones cluidas de la columna hcparina-sefarosa. Se puede ver que 

esta actividad no presenta afinidad por la resina y aparece en la fracción 1. 

2. Actividad gelatinalítica de la fracción 1. 

Se incubó una alícuota (100 ¡il) de la fracción 1 de la columna heparina­

sefarosa con 100 pg de gelatina durante 3 h a 37ºC en presencia y ausenci& 

de EDTA, las mezclas de incubación se corrieron en electroforesis en presen­

cia de SOS, se observó que la actividad gelatinolítica de la fracción 1 se 

inhibe con EDTA y degrada por completo la gelatina incubada (Fig. 17). En 

contraste, la fracción 2, que es donde se encuentra la actividad colagenolí­

tica, no mostró actividad gelatinolítica. 

-·-.-. 
".J'I°::· -·- --
~:;,:~ 
¡"{~·: 

1 2 

= 

., -
3 4 

Fig. 17 Gel de electroforesis de: 1= gelatina.; 2;=; gelatina + EDTA¡ 3= gelat.!_ 
na+ fracción I; 4= gelat~na +fracción 1 + EDTA. 

3. Determinación del peso molecular de la ;ictivi<lad gelatinolítica presente 

en la fracción 1. 

La fracción l de la cromatografí.:i, de il.fínidad heparina..-sefaros~, se co­

rrió en SOS (Fig 18-A) y en un gel que tiene gelatina incorporada (Fig,18-B) 

Como se observa, la ~ctividad gelatinolítica de esta fracción tiene un peso 
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F~g. 16 Perfil cromatográfico obtenido al pasar una preparacion del medio de macrófagos estimulados 
con car1:agenina por la resina heparina-sefarosa. Se colectaron fracciones de 3 ml y se dete.!. 
;-.minó en cada una la actividad gelatinolítica. 
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molecular de 37 Kd, que corresponde a una banda que aparece en el gel de e­

lectroforesis en SDS. 

Por este métudo se repite el hallazgo de que en la fracción 2 de hepari­
./ 

na-sefarosa, donde se concentra la actividad Colagenolítica, no aparece nin-

guna banda que degrade gelatina. 

A 

92500 

66200 

45000 

31000 

1 2 
. , -. "'-:.· 

. ' ,;:-_,·-· 
' i· 
1 

1 2 3 4 a 

,..-- 37 000 __. 

Fig. 18 A)electroforesis SOS: 1= marcadores de peso molecular; 2=- fracción 1 
columna heparina-sefarosa. B) ensayo de actividad gelntinolítica: 
l= fracción 2; 2= fracción 1; 3= medio concentrado antes de la croma 
tografía; 4=- marcadores de peso molecular. 

4. Actividad proteol!tica inespecífica. 

Para determinar si la actividad enzimática presente en la fracción 1 es 

específica contra gelatina, se realizó un ensayo de actividad proteolítica 

de esta muestra contra hemoglobina. La. incubación se realizó durante 3 h, 

que corrPspondc nl rnis;r.o licmpo Jl!l L!lltiilYO contra gelatina. No se. cncontrO 

actividad proteolítica inespecífica de las fracciones con y sin afinidad por 

la hcparina al ser incubadas a pH 7 ·'•. 

5. Actividad colagenolítica de la fracción 1 contra co15gena tipo V. 

Se ha publicado t·ecientcmcnt:e qu.:: cultivos de mac.rófagos alveolares es­

timulados in vivo líhern.n nl medio unn mctalop_rotcin.:i.sd (103). La enzima des 

crita en estas investigaciones tiene actividad proteolítica sobre gelatinas 

obtenidas de colágenas tipo I o tipo V; sin embargo, sólo muestra actividad 

colagenolítica contra colágena tipo V, produciendo dos cortes en el sustrato 

1 

~ 



41 

y liberando consecuentemente tres fragmentos. El peso molecular de esta .. pro-,/ 

teína es de 82 Kd. 

La fra~cién 1 con actividad gelatinolítica, y que no presenta actividad 

contra colágena tipo I, se probó contra colág~na __ tipo V .obtenida de _riñón y 

proporcionada amablemente por el Dr. Jase Luis Rosales. 
-~ 

La incubación se llevó a cabo durante 24,36 y 96 ha 34ºC contra colágena 

tipo V. Al término de la incubación las mezclas se corrieron en SDS en las 

concentraciones descritas anteriormente. En la figura 19 aparece el resultado 

de este experimento, como puede verse la actividad gelatinolítica presente en 

el medio de las células estimuladas no degrada colágena tipo V. 

~~¡ ~ i!9f - ifr.il!' 
" - __,. -- = ==t - - -"""" ... - -~ - - - --

1 2 3 4 
A B A B A B 

Fig. 19 Gel de electroforesis de las mezclas de incubación de la fracción 1 
contra colágena tipo V a las 24(1), 36(2) y 96(3) horas de incubación 
a= en presencia de EDTA, b=en ausencia de EDTA. 4= colágena tipo I 
5= colReenA tipo V+ EDTA, 6= col5gcnn tipo V. 

También se probó la actividad colagenolítica de la fracción 2 contra co-

15g~na tipo V. En la figura 20 se puede observar que la actividad colngenol_f 

. tica presente en el medio de macrúfagos estimulados es específica contra co; 

15gcna tipo I y no degrada colágena tipo V. 
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Fig. 20 Gel de electroforesis de las mezclas de incubación de la fracción 
2 contra colágena tipo I (1) y contra colágena tipo V (2). a= sin 
EDTA, b= con EDTA. 

6. Cromatografía de afinidad zinc-scfarosa. 

Para caracterizar un poco mas la actividad gclatinolítica presente en el 

medio de cultivo de macrófagos estimulad~s, ~e decidió pasar el pico que no 

mostró afinidad por hcparina por la e.alumna zinc-sefarosa. al determinar acti 

vidad gclatinolítica se obtuvo un 62% en la fracción con afinidad por zinc 

en comparación con un 18% en la fracción sin afinidad, lo que indica que es­

ta enzima es afín por la resina. 

7. Actividad gelatinolítica con diferentes pesos rno:ieculares. 

En los distintos experimentos de detección de actividad gelntinolítica 

por incubación directa en el gel de electroforesis, se ha observado un fenó­

meno intere.sattte. Cuando una preparación !'le prueba: en el ensayo u~ oct.i..vidad 

gelatinolítica, aparecen bantlas de alto peso molecular, una banda de 88 Kd y 

una de 37 Kd. Si después de varias sem.inas de almacenamiento en amortiguador 

de Tris a -20ºC, se prueba nuevamente la preparación, no se detectan bandas 

de alto peso molecular y solo persiste la de 37 Kd. 

Las observaciones anteriores sugieren que por algún mccaninmo espontáneo 

la1::1 formas de alto peso moJecular pueden in¡1ctivarse o transformarse en lds 

d~ bajo peso molecular en las condiciones de almacen·amicnto de la preparaci6n, 

Cuando los medios de cultivo provienen de células crecidas en presencia 

de albúmina, solo se observa la actividad de alto peso molecular (Fig. 21) y 
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no aparece la banda de 37 Kd. Ambas preparaciones comparten las caracter~s- ,/ 

ticas de especificidad y requerimiento de metales y contrariamente a lo de~ 

crito para la gelatinasa de 37 Kd, la actividad gelatinolítica de 88 Kd mues 
-..... 

tra ~.finidad por la resina heparina-sefarosa. En ·la figura 22 aparece el pe!_ .-

fil cromatogr5fico de esta vrepara.ción. En la figura 23 aparece el ensayo de 

actividad gelatinolítica de las fracciones 1 y 2 de la columna de la figura 

22 y d~ la preparaci6n completa. Un dato adicional es que la preparación 

completa no muestra actividad gelatinolítica y al someterla a la cromatogra­

.fía, la actividad aparece asociada a ambas fracciones. 

1 
88 000 

88 000 

A 8 

Fíg. 21 Ensayo de actividad gelatinolítica de: a) medio de cultivo de célu­
las crecidaS en ausencia de albúmina probado a distintos tiempos de 
almacenamiento. b) medio de células crecidas en presencia de albúmina. 
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Fig. 23 Ensayo de actividad proteolíticn 
completa (3) y de las fracciones 

8. Cambio de peso molecular. 

l. -sobre gelatina de la preparacion 
1 (1) y 2 (2). 

,1 

Sobre la base de las observaciones descritas en 1;elaci6n a los pesos mo­

leculares de las proteasas con actividad gelatinolítica se realiz6 el siguie.!!. 

te experimento: 

Se tomaron 3 alícuotas de ca<la una de las fracciones 1 y 2 así como de la 

preparación completa corrida en la columna heparina sefarosa (fig 22). Una 

parte de cada fracción se congeló y descongeló 10 veces con la finalidad de 

detenninar si este tipo de manipulación induce algún efecto en el peso mole­

cular de la banda con actividad gelatinolítica. Otra alícuota se incub6 en 

presencia de (3-mercaptoetanol, y la tercera se currió paralelamente sin haber 

recibido ningún tratamientu previo. 

En la figura 24 SP. presenta el resultado de estos experimentos, como se 

puede apreciar, no se detectó camUio en el peso molecular de la preparación 

al someterla a los tratamientos descritos. En 1<1 mismA ficura se puede obsc.E_ 

var que la gel ntinasa de la preparación completa no se activé con los ti: ata... 4 
mientas descritos. 
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Fig. 24 Ensayo de actividad gelatinolítica de la preparación completa y de 
las fracciones 2 y 1 preincubadas con mercaptoetanol (1,2 y 3), o con 
gcladas y descongeladas (4,5 y 6). 
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En este estudio se ha examinndo la respuesta de los mncrófagos perito­

nealcs al estímulo del polisacárido carrageninn y se ha encontrado que en 

presencia de carragenina los macrófagos liberan colagcnasa y ge?latinasn(s) 

al medio durante los dos primeros días de cultivo. La actividad col:i.gcnolf 

tica fue detectada al incubar las preparaciones con col.'lgcna Holuble y ani! 

liznr los productos de degradación, ya sea por medio <lel ensayo ri1diactivo 

o d~ electroforésis en presencia de SOS. ror el contrario, en ausencia de 

estímulo la población de células obtenida de la envidad peritoncal no lib~ 

ra colagcnasa activ.'.l. ni latente, ni gclati11asa(s) al medio de c:ultivo. 

Los resultados anteriores concuerdan con otr.is obscrvnciones (34,45,70 

71, 72, 106) donde los macrófagos peritoncales L·esj dentes no liberan enzimas, 

mientras que al ser estimulados in vivo o in vitro con diferentes sustancias 

sí lo hacen. (107). En ningún caso se ha detectado colagcnasa latente con 

los distintos activadores en prcparnclnnes de macróf,,gos per-itonenlcs (100, 

107). En este C?studio la enzima apareció totalmcnte en forma activa, ya que 

no se logró revelar actividad latente mediante pruteólisis limitada con tri.E_ 

sina ni con el uso del compuesto organomercúrico 4-APMA. Tampoco se activa­

ron las preparaciones con una frncción obtenida del 1.Jquido ele c,,,.p]antcs de 

granuloma capaz de activar procol;1gcn;1sa de piel hui:iana (51). En ca::ibio, los 

m.:lcrófagos de 01-ígcn .,lv1.-•olar, lib('ran con::;t.::tntcmcntc ...:.ol.:1gcn;1sa aún en ;1u­

scncia de estímulo puesto que son c~lulas activadas (46,109), y cuando son 

estimulados in vivo o..!:.!.~-~'~• numenta 1.:i ..:.:i.ntidild de c11zi111,1 en el medio, 

de la que 11na fracci6n es latc11le y rcq11i2rc ser artival!:J. 1ncdj;111te protc61! 

sis ]imitada o con el uso de compuestos 1:1crcurialc:; (107). De licl:l10, en el 

medio de macr6fagos alveolares se l1a Jescrito una proteasa 1:apaz <le activar 

la procol:i.gennsa sintetizada por las n1ismas c61ulos (108). 

La colngcnasa producida por los rn¡1cr6f3gos cstirnul;1<los con car1·ogenina 

aparentemente 110 se al111accna en el inL~rior ¿e las c5111las sino qt1c se libe 

ra de modo constante, como lo dcmucst1·a el hecho de que no se encontró acti 

vidad colage11olítica libre ni latc11te ~n el J1omogcna<lo cel11lar. La ob~ervn­

ci6n anterior ha sido descrita tanto en 1nacr6fngos (107) como en fibroblas­

tos sinoviales y <l~ piel (47) j en cu11tL·a~te, l;i e112.ima producida por los le~ 

cocitos poli~orfcnuc]carcs sí se al~accna un el interior celular (48). Sin 

embnrgo, en las cond icioncs e:-:pC>:i. im.:::.ntalcs en que se realizó cstc ex pe rimen-
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to, puede ser que el tratamiento con tripsina no sea suficiente pura ac­

tivar una formn almacenada de procolngcnasa, o bién, que la sensibilidad 

del método de determinación de actividad colngenolítica no permitió deteE_ 

tar actividad colagenolítica en el homo&enado celular. 

En relación a su patrón de inhibición, se encontró que la enzima de m~ 

cróíagos comparte las características comunes de las colagenasas de verte­

brados y de la colagenasa del granuloma de carragcniua (62), ya que se inhi 

be con agentes quelantes como el EDiA y la 0-fenantrolina; estos compuestos 

son inl1ibidores porque las colagenasas son dependientes de calcio (67) y de 

zinc (28), Aparentemente el requerimiento de zinc es importante en ln cat5-

lisis, mientras que el calcio funcionn cstnbiliznndo ln estructurn tercia­

ria de la cnzinia (67); cabe aclarar que en este trab.:ijo las preparnciones 

enzimáticas se mantuvieron en presencia de calcio O .Olt"\. 

.-

Además del. efecto inhibiJor Je los quc1Gntes, se obtuvo una inhibición 

considerable de la enzima al realizar las incubaciones en presencia de suero 

homólogo; este rcsultndo se debe a que en el suero se encuentran diversos 

inhibidorcs de la colngcnasa (23), como la alfn-2-macroglobulinn, la Bl-an­

ticoiagennsn y los inhibidorcs de metnloprote\.inasas tisulares ('l'Ii·iP) (SS), 

Entre todos estos, la alfa-2-macroglobulina es considerado el inhibidor m5s 

potente. Este inhibídor mucstca especificídnd por la forma nctiva de la enz_!. 

mn debido a que el mccnnismo de inhibición depende de un corte que ln pt:otef 

na ejerce sobre la molécula del inhibidor, produciendo un cambio coníorn1aci2_ 

nal y quedando atrapada en su interior (54). 

J\l pc.snr los medios de cultivo de rnacróf.:igos estitnul:1dos por cromatogrn­

(Ín de afinidad en hcpnrina-scí:n:os.::i, se obtuvo la actividnd colagcnol!tica 

en la írac ..... ión con afinidad por la resinn, por lo que esta metodología ccsu_!. 

to. úti] rnr<l purificar colagennsn <le m;lcrÓf<1gos, Ap.•rcnLcmente, la i·esina .1.~ 

túa como intercnrnbi~1dor catiúnico y h.:i sido uti 1 i ztida prtra puri(icar colagc­

nnsns de distintas fuentes, como \1ueso de r:1LSn, si;;o~ial de rcrdo (93)
1 

nsi 

como hueso y útero de conejo; también se ha .:omplcndo para obte:ner una prepa­

ración con actividad coln¡;enolíticn libre de prote<Jsas n pnrtir de C. histo­

lyticum (101), 

La colngcnnsa de macrófagos se unu a la rcsin.:i. zinc-s0f;i1·nsn, lo cual i~ 

dica la presencia de grupos imidazol y (o) tiul presentas en la superficie 

de la proteína, que forman complejos estables con inctnlcs divalentes (102); 

también es probable que la afinidad pee zinc tenga relo:tción con el requerí-



miento de este metal en la catálisis. 

Al correr en electroforesis la fracción obtenida después de pasar por 

heparina:-sefarosa y por zinc-sefarosa, se detecta que la fracción con ac-
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tividad ~olagenolítica migra en una región del gel correspondiente a un ~~ 

peso molecular entre 62 y 68 Kd, representando probl'blcmcntc distintas 

fornías móleculares de la enzima, lo cual ha sidu descrito parn colagena-

. sas obtenidas de diversas fuentes (23). Sin embargo, se desconoce a cuál 

o cU5les bandas se asocia la actividad colagcnolíticn y no se puede des­

cartar la presencia de uno o más contaminantes en la prcparaciOn. 

Dado que la triple hélice de la colágena es resistente al ataque pr.!:,. 

teolítico de enzimas inespecíficas, la colngcnasa constituye el paso limi:_ 

tante en los procesos degradativos de esta proteína (22). Una vez produci:_ 

do el corte característico de la enzima, los fragmentos liberados se des­

naturalizan a temperatura fisiológica y adquieren una conformación desor­

denada, convirtiéndose en sustratos poÜL(it, para l.:l i.:nz.ima colagcnasa y al_ 

tamente susceptibles a las funciones protcolíticas de enzimas gelatinolí­

ticas sobre las cuales descansa la degradación su-osccuente de la proteína 

hasta el nivel de amino5cidos y péptidos (26). 

Puesto que la degradnción de col5genn en el granuloma de carragenina 

es un proceso fundamentalmente cxtrncelulnr (58), la existencia de protc~ 

sas con actividad sobre gelatina en el medio intercelular es muy probable, 

en est.zo scnt.ido, el hallazgo ele gelatinasas producidas por macrófagos es­

timulados resulta ser interesante. Un elemento de interés lo constituye 

el hecho de que en ausencia de estímulo de c:irr.:igeninn las células no libe 

ran la proteasa, y de 1:1odo paralelo, la nctivi<lad col.3gcnolítica y gelatinE_ 

lítica son detectadas con el estímulo, sugiriendo una ca-regulación en la 

producción de ambas actividades anzim5t icns. Esta regulación coordinada r~ 

sulta lógica ya que ambas enzímns dirigen su actividad proteolítica contra 

distintas conformaciones del mismo sustrato. En cultivos de cxplantes de 

piel se lia d~scrito que los &lucocorticaidcs cc~o la hidrocortisonn y su 

análogo sintético dexametasona inhiben de modo coordinado la libctación de 

colagenasa y gelatinasa de una mancr<1 dependiente de la dosis y a través 

de un. proceso mcdindo por receptores, ya que un antagonista de la dexameta 

sana (dC!xametasona 21-mcsilato) bloquea el efecto (110). 

Se ha descrito que algunas colL1gcnasns tienen muy poca afinidad por C.2_ 

15gena desnaturalizada en ccmparacién con su capnciUad degradativa contra 

' 
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el sustrato en estado nativo; no obstante, existen datos de que otras 
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enzimas de esta claset como la purificada de fjbrobla?tos de piel hum~ 

na, -tienen actividad gelatinolítica sobre las formas desnaturnlizndas 

de la. c_oiiíg~na· t_ipo I a V (111). Sin embargo, su afinidad por gelatina 

en todos los casos es menor que por co15gena. Por otro lado, recicnte­

ment-e :se ha purificado una colagenasa-gelatinasa con actividad col-;genE_ 

lítica contra colágena tipo V (103); esta enzima se ha purificado del m~ 

dio de cultivo de m~crófagos alveolares. La enzima descrita en este tra­

bajo· no presenta actividad colagcnolítica contra colágena tipo V pero su 

capacidad contra la forma desnaturalizada de esta proteína no se exploró. 

La cromatografía de afinidad en hcp.:irina-sefarosa de los medios de 

cultivo de macrófagos estimul;_idos con carragenina ha permitido separar 

las aCtividades colagenolítica y gelatinolítica descritas en este trabajo, 

ya que la proteasa con actividad sobre gelatina 110 mostró afinidad por la 

resina. Esto permitió, por un lado, probar la preparación enzimática con 

actividad gelatinolítica contra albúmina, hemoglobina a l-'H ácido y neutro 

y contra colágena nativa tipo I y V. La falta de degradación de estas pr~ 

teínas indica que la enzima es específica contra los fragmentos liberados 

por la colngenasa o la forma desnaturalizada de la colágena y que la enzi 

ma es inhibida por EDTA, lo que indica un rcqueriudento de metal, por lo 

' 

que podemos considerarla una mctaloprotcinasa neutra con eospecificidaJ p~r 

gelatina. Adcm5s se encontró que esta preparación muestra afinidad por zinc. 

Por otro lado, la preparación con aclividnd col;1genolítica se probó ce!!. 

tra colágena desnnturaliznda y no se encontró activid<Jd, lo que indica que 

la actividad gelatinolítica se debe a lo presencia de una gelatinosa y no a 

una actividad de la col.1genasa sobre la colágena desnaturalizada, 

Lo anterior permite concluir qúc f'n el DCdio Je JU<tcrófagos estimulados 

existen dos actividades enzimáticas distintos, cada una dirir,idn crintr;i di­

ferentes coní:ormaciones del mismo sustrato. Esto sugiere que tales proteínas 

podrían tener una actividad secuencial durante la dcgr.1d;ición cxtracelular 

de la colágena del ernnuloma in vivo. 

La presencia de enzimas con ;lctividad gelntinC1Jític.:i ha .siJv descrita 

en diversos sistemas experimentales-: cultivos de cXplantes de tejido i;euma­

toide (112), hueso (26), leucocitos (99) y cxplantes de piel (110,113), La 

gelatinasa de piel muestra especificidad por gel.1tinn y no de-grada colágena 
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nntiva, tampoco muestra actividad proteolítica incspccífica sobre hemogl~ ,,/ 

bina o caseína. La enzima es inhibida por EDTÁy requiere calcio, se pr,2_ 

duce y libera de modo constante durante el cultivo, ya que deja de apare­

cer en el: medio en presencia de cicloh~ximida. La proteasa con actividad 

gelatinolí~ica encontrada en el presente trabajo campar te las caracterís­

ticas de especificidad e inhibi.::.iún por EDTA con la enzima de piel. El p~ 

so molecular de la enzima de piel es de 120-150 Kd. 

La actividad gelatinolítica presente en el medio de macrófagos estimu 

lados con carragenina se asocia con distintas bandas cuando se prueba en 

el ensayo de gelatinasa por clectrofore~is. Una banda de actividad se ob 

serva en una región del gel correspondiente a 37 Kd, otra en 88 Kd, y de 

pendiendo de la preparación, aparecen bandas de alto peso molecular sup!:_ 

riores a 100 Kd. En las condiciones de almacenamiento en que se tiene la 

preparación, la actividad de 88 Kd y la de alto peso molecular desapare­

cen y únicamente persiste la banda de actividad de 37 Kd. 

Cuando las células se cultivan en presencia de albúmina no se detecta 

la ~ctividad de 37 Kd sino únjcamente la de 88 Kd. Sin embargo, todas las 

preparaciones son específicas para gelatina, se inhiben con EDTA y muestran 

afinidad por zinc. La diferencia entre estas prcpnracioncs es que la acti­

vidad de 88 Kd muestra afinidad por heparina, micntt-as que la banda de 37 K.d 

no es afín por esta resina. 

Las observaciones anteriores abren dos posibilidades de interpretación: 

a) t.a rrimcra sería que la desaparición de las actividades de alto peso mo­

lecular y de 88 Kd se deben a un proceso dcgradativo, por lo que se m.:tnifie~ 

tan en una región del gel correspondiente a 37 Kd. Lo anterior supone que la 

banda de 37 Kd es un producto de degradación de ln de 88 Kd. 

b) Una segunda forma de interpretar estos resultados es que las distintas 

bandas de actividad corresponden a enzimas diferentes y por algún mecanis­

mo, las gelatinnsas de 88 Kd y las de alto peso molecular se inactivan, pe.E_ 

maneciendo únicamente la enzima de 37 Kd. 

Con los datos disponibles se puede argumentar en favor de la primera PE. 

sibilidad de la siguiente manera: 

1. La única diferencia entre la gelatinnsa de 37 Kcl y las otras for111as tle la 

enzima es que ésta no tiene a(lnida<l por ht:!parina, lo que pL·ob¿¡blcmente se 

deba a la pérdida de cargas positivas debida al proceso dcgradativo. 
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2. La ausencia de actividad de 37 Kd en los medios de células cultivadas en ,' 

presencia de albúmina podr_í::o deberse a un efecto -protector de esta proteína, 

que por competencia evita la degradación de la gelatinasa llevada a cabo por 

alguna proteasa o por autocatáiisis. 

A favor de la segunda intetpretaci6n de estos resultados se plantCan los 

siguientes argumentos: 

l. La.forma de 88 Kd tiene afinidad por heparina scforosa mientras que la de 

37 Kd no se pega a la resina, lo que indica diferencias estructurales. 

2. Al cromatografiar el medio de células crecidas en presencia de albúmina en· 

heparina-sefarosa, la fracción con afinidad por la resina se libera de la al­

búmina, eliminando el efecto protector. En estas preparaciones no se ha logr!!_ 

do obseJ:"var la banda de actividad de 37 Kd con ninguno de los tratamientos des 

cJ:"itos. 

Una tercel'."a posibilidad sería que la presencia de distintas bandas se deba 

a la agregaciOn de monómeros, que en las condiciones de almacenamiento se di­

soci3n; sin embargo, en las condiciones en que se pre:incuba la preparaci5n con 

SDS, lo mas probable es que existiera una disociación y:-qat=? po:-::iparcci1?-rrrz:liiz­

actividad de alto peso molccularr 

Los estudios ultracstructurnlcs del grnnuloma de carragcnina han demostra­

do desde el tcrcei: día <le evolución del proceso datos morfológicos extracclul~ 

res que indican la degradación de colágena, como fragmentación de fibras, sep~ 

ración de fibrjllas y su desintegración. También se ha descrito que aunque en 

las etapas finales del grnnu] ama existe colágena intrélcclular en los fibrobla~ 

tos, hay muy pocos signos de degradación intracelular de esta proteína (58). 

Lo anterior contrasta con lo que ocurre en otros sistemas, como la reabsorción 

de la cola del renacuajo o la involución del útero post:-parto, en donde !J ;¡ <le­

gradaci5n intracelular de colág~na es promin~nte, 

En la mayoría de los estudios u] trncstructurales de la rcabsorciOn de colá 

gena se ha visto que la fagocitosis de esta proteína es un fen5mcno predomina.!!. 

te y se hn propuesto que una vez que la colágena es degradada en el espacio e~ 

tracelular por la colagenasa, los productos liberados por la enzima son ingeri:, 

dos. principalmente por mncróf;i¡;os y sobsecuent encnt e dcgrnd.'.ldos, 5Ín que exis­

ta oportunidad para que el efecto extracelular de l.1. en?.iina sea visualizado 

morfológicamente, En el grnnuloma de carrogenina, difícilmente se detectan fi­

bras de colágena intracelulares en los macrófagos (58). Por otro lado, la acti 
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vidad colagenolítica detectada ya sea por la tCcni~_a de explantes (61,6~) o 

en homogenados (64), y la presencia de la enzima localizada inmunoenzim5.tic~ 

mente _(65), coinciden con las distintas poblaciones celulares del granuloma, 

quedando involucrado cualquier ti.pe celular en el origen de la enzima. Sin .-.-

embargo, la reabsorción de colágena en el granuloma de carragenina ha sido es 

tudiada.utilizando el tejido Íntegro, de donde el p~pel que cada tipo celular 

desempeña en la respuesta no ha sido determinado. 

En el presente trabajo hemos investigado separadamente las funciones se­

cretorias de enzimas colagenolíticas -provenientes de macrófagos estimulados 

in~ con carragenina y hemos encontrado que estas células tienen un papel 

efector en las condiciones utilizades, ya que son capaces de producir y liberar 

colagenasa activa ante el estímulo de la carragenina, y en forma paralela, pr.P_ 

ducen proteasas con actividad degradativa sobre los fragmentos desnaturaliza­

dos de colágena con una acción probnblcmcntc secuencial a la colagenasa. Lo 

anterior coincide con diversos estudios del granuloma. 

Bioquímicamente, se ha encontrado colagenasa acc~ya en las distint~S etRpftS 

de evolución del granuloma coexistente con los macrófagos, 

MoL·fológicamente, se ha descrito la presencia de carragenina en el interi.or 

de los macrófagos (58) y con los resultados de este trabajo sabemos que en es-, 

tas condiciones, los macrófagos adquieren un potencial degradativo; de donde es 

lógico suponer que al menos una fracciOn de la colagcnasa activa detectada. des­

de el tercer día de evolución del granuloma mediante ln técnica de explantes, 

puede tener un orígen macrof5gico. Ac.lemñs, los signos clegradativos cxtJ:acelula­

res y la ausencia de colágena en el interior de los macrófagos (58) indican que 

probablemente la gf.!latinasa liberada por los macrófagos estimulados de modo p~­

ralelo a la colagcnasa, representa el instrumento degradativo que sustituye la 

actividad fagocítica de la colágena degradada. 



CONCLUSIONES 

l. Los macrófagos estimulados con carragenina producen paralelamente una 

colagenasa y gelatinasa(s) activas. 
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2. La colagenasa es una metaloproteinasa con afinidad por heparina-sefar.2_ 

sa y por zinc-sefarosa, su peso molecular se encuentra entre 62 y 68 Kd 

3. La actividad gelatinolítica es específica y moestra requerimiento por 

metales. Se han detectado varias gelatinasa(s) con distint.as movilidades 

en electroforesis: 

i. Preparaciones de alto peso molecular y 88 Kd afines por hepari.na-sef!!;_ 

rosa, presentes en loS medios de células crecidas en medios con albú­

mina. 

ii. Preparaciones que además tienen una banda de 37 Kd sin afinidad por 

heparina, la cual permanece con el tiempo a diferencia de las otras 

formas, que se inactivan. 
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