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RESUMEN
Se obtuvieron macr&fagos peritoneales de cobayos estimulados mediante la
,aplicabiﬁn ihtraperitoneal del polisatﬁrido carfagenina Las c@lulas se mantu

. v1eron cn cultlvo durante cuatro dias y se determind actividad colagenolitica

'f_en el medlo. En contraste a los cultivos control, los macrdfages estimulados

11beraron colagenasa. La enzima se detecta en forma activa y aparece princi- -
palmente durante el primero y segunde dia de cultivo, el tratamiento de las
pfepéraéiones_con tripsina o con ¢l compuesto organomerciivico 4-APMA no reve

16 acfividad latente. La enzima es inhibida por suero y por los agentes que-
1anteé EDTA y O-fenantrolina. De modo interesante se detectd la prescncia de
metaloproteinasa{s) con actividad sobre gelatina en el medio de células esti

- muladas coexistente con la actividad colagenolitica. Ambas actividades pueden
separarse mediante cromatopgrafia de afinidad en heparina sefaresa. La fraccidn
sin afinidad por la resina mostrd una banda de actividad gelatinolitica corres
poudiente a un peso molecular aproximado de 37 Kd, La fraccidn con afinidad re-
presenta la actividad colagenolitica y muestra en electrofori@sis en geles de pg
liacrilamida un patrdn de badndas con pesos moleculares de 62 a 68 Kd. Los re-
sultados se discuten en relacidn al papel instrumental que desempefia el macrd-
fago durante el mecanismo degradative de la colipena en el granuloma de carra-

genina.
ABSTRACT

Guinea pig peritcneal macrophages were elicited by the intraperitoneal in-
jectioﬁ of the algal polysaccharide carrageenin, The cells obtained were cultu
red for four days and the tissue culture medium was assayed for cellagenolytic
aﬁtivity. In contrast to control cultures, the stimulated macrophages released
collagenase. The enzyme appeared in active form mainly during the first and se-
cond day of culture, The treatment of the preparations with trypsin and the or-
ganomercurial compound 4-APMA didn't develop an increase in collagenolytic acti
vity. The enzyme is inhibited by scrum and the metal chelating agents EDTA and
O-Phenanthroline. Of interest is the fact that a specific metal-dependent gela
tinolytic activity parallels the presence of collagenase in the media of stimu-
lated cells. Both enzymatic activities can be separated by affinity chromatogra
:phy in heparin-~sepharose., The fraccion with no affinity for the column ropre— .
sents a neutral gelatin specifie protease with an approximare molecular weight

of 37 Kd. The heparin-bound fraction represents the collagenolytie activity and



ii
shows in SDS-PAGE a pattern of several bands ranging from 62 to 68 Kd, The.
results are dlscusSEd with relation to the 1nscrumental role of the macrophage

system durlng the collagen degradation 1n the cwperlmentally induced model of
'the carrageenln gtanuloma. '



INTRODUCCION

ELl concepto de estructura en los organismos vivos no lleva implicita una
idea de rigidez e incrcia, sino que en los distintos niveles de organizacibn,
los elementos estructurales se ajustan en forma dinimica a las necesidades va
riables de un organismo por,una morfologia acorde con la funcifn bioldgica. Ln
el nivel de organ&znciﬁn tisular, les:armazones de soporte intercelulares apar
te de representar el medio de sost@n y conexidn, desempeiian funciones importan
tes en las gue la interaccidn de la c€lula con el medio externo genera trans-—
formaciones del tejido durante la morfogénesis y en distintos estados fisiold-

gicos o patolégicos.l



LA COLAGENA ST N o ) -

En lns an1males multlcelulares, 1& estructura, la" conexlon y el soporte de-

o penden del tEJldO conectlvo, el cual presenta: una d1versxdad de funciones debido

',a la heterogene1dad de sus componentes moleculares. Coligenas, proteoglicanos y
otras gllcoprotelnas. '
) De ios distintos elementos del tejido conective la colfigena es cl grupo de
prote1nas mas 1nportante ‘en relacidn a su abundancia, ya que constituye el 30%
del. contenldo protéico total de un mamlfero (2). Esta familia de proteinas pre-
' senta una distribucién generalizada y variable (3), los agregados de moléculas
.. de colégena deﬁendiendo de sus proﬁiedades fisicoquimicas dan lugar a diversas
estructuras (4). Las fibras de colidgena pueden formar elementos s6lidos de gran
-resistencia como es el hueso, estructuras de soﬁcrte amortiguado como el carti-
.lago, arcreglos fibrilares resistentes a la tensidén como los tendones y ligamen—
tos, a&si como diversos tejidos con funciones altamente cspecificas como la cor-
nea, con capacidad de transmitir 1a luz, o bien, las vialvulas cardiacas que re-
sisten la intensa presidn a la que se encuentran sometidas durante todo el pe-
riodo de vida de un organismo,

La diversidad funcional de la colfigena depende de la heterogeneidad gen&ti-
ca y quimica de las cadenas que constituyen la wmolécula, y de su arreglo extra-
celular, Actunlmente se han descrite diez tiﬁns genéticos de coligena (5,6), los
cuaics, difieren en estructura ﬁrimaria y en el grado de modificaciones post-tra
duccionales, abriendo asi, una gran variabilidad en la hidroxilacidn, glicesila-
¢idn y entraecruzamiente de los mondmeros de coligena que constituyen las fibras
insolubles paracristalinas del tejido conectivo.

En t@rminos generales, una proteina se agrupa dentro de la familia de la co
lipena cuando presenta un dominic triple helicoidal, que censiste en el ensam—
ble de tres cadenas polipeptidicas enrrolladas hacia la derecha en la miswma Ji-
reccidn (7), La pusicidn de los gruﬁos N~terminzl se orienta hacia un lado de la
molécula, y los grupos C-Lerminal hacia el otro. Cada cadena polipeptidica tiene
una estructura primaria dada bor la repeticifn del tripéptido Gly-X-Y, donde por
tegla general la prolina aparece en posicién X y la 4~hidroxiprolina en posicidn

(3,8). Otra caracteristica de las broteinas colapénicas es la modificacidn
post~traduccional relativamente esbeci[ica, de la prolina y lisina que aparecen
en forma hidroxilada (4). De hecho, la presencia de hidroxiprolina permite cuan~

tificar la cantidad de coldgena indirectamente al medir la concentracidn de este



-daciﬁﬁ'po

1m1noac1d0 (9), cuando se e11m1na 1a prote1na Clq de 13 prepar301on. Dada la ve,

sistencia’ de 1a’ mayorla"de 1as colagenas al. aLaque proteﬂlltlco de enzimas ines

_peclf;cas y la espec1f1c1dad de las colagenasas, -la: Susceptlbllldad a la degra-

colagenasa’ onstltuye un crlterlu ad1clonal de clasificacidn de las

colagenas (10). Finalmente 1a’ capac1dad de formar agregados multimoleculares de
orden: Superlor en el espacio extracelular es caracteristica de proteinas colagg

‘nicas’ (11).

EL RECAMBIO

Los arreglos extracelulares de fibras de coligena se remodelan dependiendo
de las necesidades fisioldglcas de un organismo en un mumento determinade, como
es el caso de la morfog@nesis tisular duraite la metamorfosis del renacuajo, en
donde se eliminan selectivamente las [ibras de colagena de 1la cola, de una mane
ra sincronizada con los cambios que ﬁreﬁaran al animal para la transicidn de un
medic acuitico a un medio terrestre (12). Otro ejemblo es la reabsorcidn de la
coligena deﬁositada en el fitere durante la gestacidn, que en el periodeo post-par
to es eliminada selectivamente con vapidez al disminuir la vida media de la co-
ligena de 40 dias en condicienes basales a 24 horas durante las primeras dos se
manas desbués del nacimiente (13,14,15), lo que refleja la versatilidad metabd-
lica de esta ﬁroteina. La situacidn fatolagica en un organismo invelucra en al-
gunos casos el desmantelamiento de estructuras formadas ﬁor coligenna, como ocu-
rre en la destruccidn grave del cartilago articular durante la artritis reuma-
tgide (16).

La remodelacidn de estructuras colag@nicas es entonces una respuesta fisio-
logica o patelogica que se presenta ante distintos tipoes de estimulos, y en to-
dog los casos el instrumento degradativo osti rcbrescntado por las colagenasas.
Sin embargo, la remodelacidn no sd0lo es deﬁendiente de la degradacidn de coldge
na sino tambifn de la sintesis de csta proteina. Asi, los procesos de sintesis
y degradacidn en conjunto determinen la cantidad de colfigena en un tejido, y en
una dimensidn temporal, las velocidades de sintesis y degradacidn inveolucran un
concepto distinto: El recambio (122.

El anilisis de las estructuras bioldgicas y su recambie, inmediatamente apar

.ta la idea estdtica de la estructura y la sitda dentreo del cambio contfnuo que

caracteriza a la naturaleza, siendo entonces la estructura un aspecto funcional
en los organismos {17), que como todo evento fisiolBpico se encuentra sujeto a

una estrigta regulacidn,



LAS COLAGENASAS

La primera demostraclnn de uctlvidad :olagenolltlca en tEJldDS anlmales fue
el resultado de- un ingenioso experimento 1lavado a 'cabo por Gross y Lapiere en
1962 (18).-Bn un 515tgma de explantes de tejido de’ ‘renacuaje en metamorfosis
cultivados sobre geles de coldgena recemstituida, lograron observar lisis del
gel de coldgena en las areas cercanas a los explantes. El andlisis en micreosco-—
. pia electronica de la coldgena degradada en este sistema precipitada como cris-
talicos SLS (segment long sﬁaciug), demostrd actividad colagenolitica. Los cris
talictos SLS son una forma caracteristica de precipitacidn de las moléculas de
colagena que ocurre in vivo (19} y que se puede obtener in vitro (20). En este
tipo.de arreglo, las mol&culas de colfigena se ordenan en registro lateral de mo
do paralelo, Los gruﬁos N-terminal quedan corientadeos hacia un lade del ecristal
y los grupos C-terminal hacia el otro, de forma tal, que la longitud del eristal
coineide exactuamente con la longitud de la mol&cula de coligena, o bien, con les
productos de degradacifn liberados por la colagenasa (21), los cuales presentan
una longitud menor.

A bartir de la demostracifn de Gross y Lapiere, diversos modelos experimenta
leg han permitide describir uma gran cantidad de colagenasas animales (12,22,23)
lag cuales comﬁarten las siguientes caracteristicas: Son las {inicas enzimas capa
ces de degradar la trible hElice de la colagena en condiciones fisiol@gicas de
pH, temberatura y fuerza if@nica (21); en el caso de las coldgenas intersticiales
de los tipes I, II y TIT se brnduce un sele corte en la posicidn 772-773, corres
pondiente en el tipe I, a un enlace ﬁcbtidico establecido entre los residuos Gly
~Ile de las cadenas alfa 1 (I), y la uniBn Gly-Leu en la cadena alfa 2(I) {24).
En los otros tipoes la rubtura se establece en las posiciones anilogas (25).

En todos los casos, el ﬁroducto de la accidn enzimidtica de la colagenasa so
bre las coldgenas intersticiales es la liberacién de dns fragmentos, los cudles
se denominan TC

A
l&8cula de colagena (21). Los fragmentos liberados por aceifin de la colagenasa se

y TCB, y tienen el 75 y el 25% de la longitud original de la mo

desnaturalizan en las condiciones fisiolBgicas de temperatura, adquiriendo una
conformacidn desordenada que recibe 2l nombre de gelatina (26).

Lz gelatina es un quernLo per el que las colagenasas muestran poca afinidad
(27), su degradacidn dependc de 1a presencia de oiras prolLeasas extracelulares
¥y de la _accidn de gelatinasas especlflcas, o bien, es pingocitada por macrdfagos
¥y otras céluiqs y depradada intracelularmente bor enzimas lisesomales (21).

Las colagenasas presentes en los tejidos requieren zinc; este metal de tran-

sicidn se ha detectado asociado a las colagenasas de piel humana, de rata y de



Gtero de rata mediante espectroscopia de absorcifin at8mica (28). Adewis, la ca--
pacldad 1nh1b1tarla de 1a 1 10-fenantr011na quelante de alta afinidad por meta
les de tran91c1on, indica el rcquerlmlento de zinc. Estas enzimas tambi&n mues-
'tran dependencia de calcio (67), que parece desempefiar un doble‘papel, ya que
por'ﬁn'lado es un activador de la enzima, y por el otro estabiliza la estructu-
ra terciaria de la brofeina:enzimﬁtica a la temperatura y pH fisioldgicos. El
 tetra-acetate de etil&n diamina (EDTA)} inhibe la actividad de las colagenasas
(22},

Las colagenasas son enzimas extracelulares que actiian a pH neutro y dada la
resistencia de la coligena a la actividad de enzimas inespecificas, constituyen
el paso limitante en el mecanisme degradativo de la coldgena (22), una vez que
las fibras extracelulares se han seolubilizado, Se ha postulado que la solubili-
zacifn de mel&culas ﬁrdbablemcnte dcbende a la actividad de una depolimeraza
(22),.

El arreglo de las estructuras tisulares depende entonces, de un estricto
control en la actividad de la colagenasa. Las investigaciones llevadas a cabo
en 51&tema5 de cultives celulares obtenidos de diversas fuentes y con capacidad
de produclr colagenasa han permltldo el estudie del control degradativo de esta
proteina, La regulacidn de la actividad colagenclfitica presenta miiltiples puntoes
de control establecidos en diferentes niveles, los cuales pueden resumirse de
la sipguiente manera (23):

1, Induccidn de la sintesis y procesamiente de formas precurscoras de proen-

zima,

2. Embaquetamicnto y secrecidn

3. Activacidn de proenzima

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

ca de colagenolisis

5. Inhibicidn de la forma activa de la enzima.

En relacidn al primer nivel de regulacifin, se ha wvisto gue leos [ibroblastos
sinoviales (30) o de corneca (29) liberan bequeﬁas cantidades de enzima en ausen
cia de estimulos inductives, aunque ha sido posible aislar lineas celulares con
un alto potencial de sintesis de colagenasa (31), En general, la induccin de
la sintesis de enzima depende de la ﬁarticipacian de diferentes tipos celulares.
Se ha descrito que los macrdfagos bruducen y liberan factores de naturaleza po-
lipeptidica que estimulan la sintesis de enzima de fibroblastos o de células

sinoviales adherentes (32). La producci@n de estos factores es controlada, a su



vez, por sustancias liberadas por linfocilos estimulados apropiadamente con IQG_ S
agregada, concanavalina A o fragmentos Fec de IgG, lo cual muestra una relacidn
entre la resfucsta inmunolégica ¥y la remedelacidn del tejide conective (33). In
teracciones celulares similares han sido deseritas en la cornea (23).

' En el caso de la produccidn de enzima en Brganos completos, se ha visto que
los-esteroides progestacionales evitan la exﬁresiﬁn de colagenasa en el dtero
pfe-barto dé 1a rata. (23): del mismo modo estos esteroides tiecnen un efecto in-
hibiteric en 1la producciﬁn de colagenasa de macrafagos (34). Ademfis, diversas
sustancias han sido descritas como activadores de la sintesis de enzima (23).

La biosintesis de procolagenasa es inhibida por los glucocorticoides en cﬁi
tivos de exélantes de piel (35,36}, Utero (36) y en macr&fagos (37,38), al con-
tra:réstar la liberacifn de dcide araquiddnice limitando asi la produccidn de

.brostaglandina EZ’ da la cual es deﬁendiente 1a sintesis de enzima (23). Se ha
descrito que derivados del Heido retindice inhiben la sintesis de enzima por cé
lulas sinoviales (39).

Las colagenasas son secretadas al medio de cultivo come enzimas latentes (23)
¥ ﬁueden ser activadas medlante protedlisis limitada com tripsina (30) o mediante
el, uso de compuestos organomercuriales (40). Se ha descrito tambidn un mecanismo
espontineo de actlvaci®n que ocurre en las condiciones de almacenamiente {(41).

La latencia de la enzima liberada puede deberse a dos factores: Por un lado,
la broducciﬁn de un zimdgeno inactivo que requiere la ruptura de un fragmento de
1la melécula o un cambic conformacional para su activacidnj y por otro, la presen
cia de inhibidores cséccificos de la colagenasa que la inactivan una vez que ha
sido seccretada.

Utilizando un DNA complementarie ha sido posible aislar el wRNA de la proco
lagenasa de c€lulas sinoviales (42}, Al traducir este mensajero en un sistema
libre de cBlulas y precipitar el producte de reaccidn con un anticuerpoc monoecspe
cifico se ha encontrado que la proteina ticne un peso molecular de 59 Kd. 5i se
agregan al sistema membranas microscmales la forma de 59 Kd es recmplazada por
una de 57 Kd, que es el principal producte segregado por las cZlulas en cultivo
(42,43}, Lo anterior indica un procesamiento de formas precursoras de la colage
nasa que se denominan prc—ﬁrocolagenasas. Una especie que aparece en menor can-
tidad en el medio de estas cflulas tiene un peso molecular de 61 Kd y puede ser
separada de la forma de 537 Kd mediante -cromatografia de afinidad en concanavali
na A, indicando la presencia de azficares en la proteina (42). Este date se re-—
fuerza cuando en presencia de tunicamicina (inhibidor de la glicosilacién), la

Forma de 61 Kd no abarece (44). Asi, se puede concluir que las células sinavia-



7.
. A
les en cultivo liberan dos especies de procolagenasa que aparecen como un dimg—J
ro en electrofuresis, ¥ que son el froducto del procesamiente cotraduccional
_que 1nvolucra una ruptura’ prote011t1ca y glicosilaeidn,

Aunque la: llberaclon de procolagenasa es un fenBmeno generalizado no repre-
senta la sltuaclon permanente, ya que algunas c&lulas como los macrdfagos peri-
toneales liberan la totalidad de la enzima en forma activa (45,46).

'En;e1:523undo nivel de regulacidn sc ha visto que la secrecidn de colagena-
sa en divefsos sistemas refleja 1a sintesis de novo (47). Solo se ha encontrado
almacenamiento intracelular en leucocitos polimorfooucleares (48), de manera
" que los frocesos de secrecidn de esta enzima son similares a los de las protei-
nas estructurales e inmunogloebulinas y distintos a ios de las proteasas lisoso-
males (23),

El tercer nivel de regulacidn, que consiste en la activacidn de la proenzi-
ma, puede llevarse a cabo por la accidn proteolitica de la tripsina, catepsina
lisosomal, kalicreina plasmiitica, ﬁrnteasas de c8lulas ccbadas y plasmina (23).
En el caso de la proéolagenasa descerita anteriormente, la protedlisis limitada
genera enzimas activas de la forma glicosilada y ne glicosilada con un peso mo-
lecular de 50 Kd y 46 Kd resﬁectivamentc (42,433,

En fibroblastos de piel humana la procolagenasa liberada puede activarse es
pontdneamente, de una manera dependiente de la temperatura y del tiempo, sin
mostrar cambio en el beso molecular (41). La activacidn de esta enzima puede fa
cilitarse mediante la accidn de proteinas activadoras descritas en piel, iitero
(49) y cflulas sinoviales (50), En estudios realizades en nuestro 15boratorio,
se ha encontrado que una [raccidn obtenida del liquido de explantes de granuloma
de carragenina tiene capacidad de activar procolagenasa de piel humana (51).

En algunos sistemas se ha descrito que el activador puede presentarsc como
proactivador y requiere ser activado con tripsina (23).

El efecto activador de los compuestos mercuriales aparentemente se debe a la
aytoeatilisis de 1la enzima subsecuente a un cambio conformacicvnal inducido por
el activador. ‘

Las condiciones de agregacidn del sustrato determinan el cuarto nivel de re
pulacidn de la actividad colagenolitica (23), ya que la mayoria de las colagena
sas descritas revelan una mayor eficiencia al actuar sobre coliigena en solucidn
que cuando actiiaon sobre las fibras insolubles de esta proteina (52), ya que les
agregados estin estabilizados a través de enlaces intermoleculares establecidos

entre aldehidos generados por la 1lisil oxidasa (53). Las colidgenas que prasentan



mayor numero de enlaces intermoleculares muestran mayor resistencia a la ac— _
cidn de- 1a colagenasa._Se ha establec1do que la colagena polimérica pueda au-
mentar su- susaePtlblliBad ala’ colagenasa al ser 1ncubada previamente con enzi-
- mas“lisosomales o con proteasas del tipo de la catepsina D (21)

Fxnalmente, la inhibicidn de -la enzima acLiva resulta ser un quinto nivel

fén_la3:egu1ac10n de la colagenasa, Se han descrito en el suero varios inhibido-
.fes,”de-ios“tuales, casi el 95% de la capacidad inbhibitoria del suero correspon
de aﬂié alfa-2-macroglobulina que tiene afinidad bor la forma activa de la eola

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

una proteina de 40 Kd denominada Bl-anticolagenasa que especificamente inhibe co

_lagenasa, sin cmbargo, de la capacidad inhibitoria total del suero este inhibi-

dor sole contribuye con el 10%, Sc ha visto que el inhibidor mencionado cruza

inmunoldgicamente con un grupo de inhibidores de metaloproteinasas presentes en

cultivos de explauntes de piel, tendén y hueso {23). Tocdos los inhibidores son

glucoproteinas cuyos pesos moleculares van de 25 a 30 Kd, no presentan afinidad

por la enzima latente y se unen en una relaeidn estequicom@trica de uno a uno con

una varledad de metaloproteinasas tisulares. Se les conoce come TIMP '"Tissue In
hibitors of Metalloproteinases' (55).

El esquema regulatorio de la colagenasa es muy complejo y ailn cuando existen

mecanismes generales de control, en cada tejido se presentan elementos regulato-

rios especificos.

Las alteraciones en la regulacidn de la degradacidn de coligena resultan en

dos tipos de situaciones: Un exceso en la degradacidn o una deficiencia anormal.,
Asociadas a este desequilibrio se encuentran diversas enfermedades (56).
Las situaciones de degradacidn excesiva aparecen en enfermedades como la ar

tritis reumatoide, las ulceraciones de la cornea, el colesteatoma, la invasion

tumoral, la periodontitis, etec. Por otro lado, ante deficiencias en la degrada-

cifén se pueden presentar cuadros [ibrdticos como la cirrdsis hepdcica, la {ibre

sis pulmonar, la escierodermia, ete, Las alleracicnes celagenoliticas no son la

causa directa o primordial en estas enfermedades, sino que representan el prin-
cipal dafio tisular asociado a los cuadros patoldgicos (22).
EL GRAWULOMA DE CARRAGENINA

Distintos tipos

de procesos bieldgicos involucran la.depradacidn de fibras

de colipgena. Tal es el caso de la morfogénesis constructiva, el recambio de es-

tructuras tisulares y su reparacidn y la des truccidn indiscriminada de origen

patelégice (12), En estas distintas categorias las interacciones celulares, la

P



funcidn individual de cada c@lula y la vegulacidn de la actividad colagenoliti-.
ca déberan,descahsat sobre'mébaﬁismos ﬂiferentes, por lo que los diversos mode-

'105 experlmentales in:ivivo o 'in vitro permitiriin entender en cada caso los ele-

mentos basmcos del control de la dégradacidn de coldgena.

_ Un modclo de. estudzo in vivo de la sintesis y degradacidn de coldgena es el
granulnma 1nflamator10 produc1do en anlmales Eerr1mentales por la inyeccidn
subcutanea de carragenina (57,58). Este compucsto es un polimero de unidades de
: galactcsa que: se presenta en dos formas, kappa v lambda; las propiedades infla-
mdtorias “se ;e han atribuide a la especie lambda (59).

"La. respuesta bloldgica a la administracifn de la carragenina consiste 'cn el

desarrolle de un granuloma, es decir, existe una inflamaciBn con leucocitos poli

morfonucleares y macrBfagos que secuencialmente presenta un depésito de tejido
coneétivo, el cual, despu&s de llegar a una fase mixima es sucedido por la reab-
sorcidn del tejido depositado. La duracitn del procese es variable segiin la can-—
tidad de carragenina inyectada y las condiciones del animal experimental, pero
en general va de dos a cuatro semanas (37).

Los estudios ultraestructurales en el granuloma de carragenina han demostra
do la existencia de una poblacifn heterogénea de e€lulas fundamentalmente de
tres tipos: Leucocitos polimorfonucleares, macrdfagos y fibroblastos (58). A lo
largo de la evelucidn del fendmeno estas ﬁoblaciones celulares aumentan o dismi
nuyen en un orden secuencial. En las ctapas tempranas se observan leucocitos po

limorfonucleares que presentan en su citeplasma inclusiones de un material denso

a los electrones, el cual carece de una membrana y se encuentra rodeado de grinu

los especificos lo que sugiere que estas c¢llulas se encuentrvan digiriendo mate-

riales extraifios, prebablemente la carragenina. Los macrdfagos tambifn se encuen

tran desde las etapas tempranas del granuloma con inclusiones citoplismicas pare

cidas a las de los leucocitos., El niimero de macr&fagos disminuye a medida que el
granuloma se desarvolla y las caracteristicas citopliasmicas varian hasta que la
presencia de gr&nulos desaparecce por completo a los catorce dias despu@s de la
inyeceifn , En los estudios de la fase de reabsorcidn del granuloma no se logrd
observar la presencia de coligena en el interior de los macrdfagos, 2 diferencia
de la imagen ultraestyuctural de otros sistemas en reabsorcidn come la involu-
cifn del dtero post-parto. Las poblaciones de fibroblastos aparecen en forma pa
ralela a la evolucidn del granuloma y su nimero aumenta hasta que a las dos se-—
manas posteriores al estimulo se convierten en ias cé@lulas predeminantes. En las

etapas iniciales del fendmeno se distingue en los fibroblastos un reticulo abun

—
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dante y polisomas asi como algunas fibras de coldgena asociadas a vesiculas ci

toplasmlcas 1ndicando SlﬂLESiS actlva de - colEgena (58) Ademis se observan in-

: clusxones c1t0p1asm1cas densas a los electrones que. van desapareciendo. Una se

'mana despues, el fibroblasto muestra caracterlstlcas cltoplaumlcas diferentes,

'\'como d11atac1on dcl retIculo endoplasmlco y aparicidn de fibras de colfgena in

_t:acelulares, sin embargo, no se han detectado signos morfoldgicos que indiquen
Vdeg%adégian'intracelular (58).

' Extracélularmente, 1os estudios ultraestructurales del granuloma de carrage
.Vinlna (58) indican un depusito activo de coligena que aparece de mode simulténeo
con diversos asignos de degradacidn que aumentan en extensifn e intensidad hasta
- que al final del ﬁroceso se detectan muy pocas fibras de coligena intactas.

La reabsorcifén de la coligena del granuloma de carragenina depende primor-

"dialmente de la aceifn extracelular de una colagcnaéa. La presencia de esta en

zima ha sido sosbechada desde hace mucho tiempo, las prucbas experimentales son
1ad siguientes:

Un Ffragmento de tendén de cola de rata cuyo componente principal es la-colé
gena tipe I resulta ser degradado al insertarse en un granulema en periodo de &
reabsorecidn (60).

Utilizando la t#cnica de explantes de tejido descrita ﬁor Gross, P&rez Tama
yo logrd visualizar lisis del gel de ceoligena alrededor de fragmentos de granu-
loma obtenidos desde los tres dias desﬁués de ablicado el estfmulo y en dias
subsecuentes (57).

Posteriormente Parde (61) y Pérez Tamayo (61,62) detectarcon actividad en el
medio de cultivo de explantes de granuloma obtenidos en reasbsorcidn. Una frac-—
cifn de esta actividad se encuentra en estado latente y requiere una cromato-
grafia en filtro molecular para revelar actividad. A partir de esta preparacién
se purificd parcialmente la colagenasa del granuloma de carragenina mediante
cromatografia de afinidad en safarosa-4B acoplada a colfgena (62). La enzima
combarte las caracteristicas comunes de las colagenasas de vertebrados. Es inhi
bida bor EDTA, cisteina y suero, su bH Gptimo de actividad es neutro y muestra
mayor actividad al ser incubada contra <l sustrato en solucidn que sobre colige
na reconstituida, Leos producLos liberados por esta enzima representan el 757 vy
probablemente el 25% de la 10ng1tud original de la molécula, Las preparaciones
parcialmente purificndas son capaces de dcgradar la coligena en fragmentos aidn
menores a los descritos cuwando se incuban a temperatura fisiolfgica., Lo anterior

indica probablemente la presencia de enzimas gelatineliticas en esta preparacidn.
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Naciendo uso de otro tipo de metodologfa se emplearon t&cnicas de exlrac-
cidn con tritén X-100 a partir de homogenados de granuloma, y se demostrd (63)
gue sg”puéde extraer colagenasa latente, la cual se activa con el compuesto
merclirico 4-aminofenil-mercuric acetato (4-~APMA). La actividad colagenolitica
en estos experimentos se recupera al pasar la preparacifn por una cromatogra-
fia . en filtro molecular en dos fracciones distintas; una de estas con un peso
molecular de 60 Kd y otra asociada a una fraceidn de alto peso molecular cn
donde 1a enzima se encontrd unida a su sustrato.

Se ha obtenido un anticuerpe dirigido contra la colagenasa del granuloma
de carragenina {(65) que al probarlo en inmunodifusidn contra la fraccidn cru-
"da de la enzima y contra colagenasa~unida a coldgena pura de piel de cobayo,
resultd ser monoespecifico. Con este anticuerpo se determind la presencia de
la colaéenasa en secciones de granuloma correspondientes a distintos periodos
de evolucitn y se encontrd que la proteina enzimitica esta presente tanto en
la fase de depdsito como en la de reabsoreidn,

En relacidn a la actividad de la enzima en ambas etapas, recientcemente se

ha encontrade actividad colagenclitica en homeogenados de granuloma incubados di

rectamente contra la coligena enddgena del tejide (64). Estos estudios demues-
tran que existe actividad colagenolftica en ambas etapas; durante el depésito,
mas de la mitad de la actividad se encuentra en forma latente. AL medir acrivi-
0.03 4 s
2 { se

aleanza en las preparaciones de dep@sito el mismo nivel de actividad que en re-

dad colagenolitica en leos homogenados incubados en presencia de CaCl

absorcidn.
El estudiec inmunohistoquimico indirecto del granuloma (65) ha revelado que

la proteina enzimfitica se encuentra en asociacidu con las estructuras extracelu

lares tante en el depdsito come en la reabsorcidn; esta localizacifn extracelu--,

lar y la distribucifn de la cnzima asociada a las fibras de coligena coinciden
con las observaciones de una colagenasa-unida a coldgena (66) en preparaciones
de colipena parcialmente purificada de piel y de granuloma de carragenina. Un
aspecto interesante del estudio inmunochistoquimico es que en ningin caso se de-
tectd la tineidn de c@lulas.

- En resimen, se sabe que la degradacifn de la colfgena en el pranuloma de ca
rragenina inveluera la accidn de una colagenasa bresente desde 1a Fase inicial,
una fraccidn de la cual se encuentra en estado latente. La distribucidn de 1la

enzima es constante a lo largo de la cvolucidn del proceso y coincide temporal-
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mente con las distintas poblaciones celulatres, Su -origen celular se desconoce

‘en este sistema."

En los procesos inflamatorios una caracteristlca constante es la presencia
de macrofagos, que en 103 casos de 1nflamac1un erdnica se convlerten e el ele-
mento ceiular predominante {68), Este sistema de c&lulas desempena un papel ins
trumental en el daiio tisular asociado con la inflamacifn, ya que los macréfagos
activados ﬁﬁeden liberar distintas enzimas con potencial degradativo incluyendo
colagenasa (69).

El estimulo de los mac}Sfagus con diverses compuestos como lipopolisaciri-
dos (70), muramil dipéﬁtido {71) vy linfoecinas (72), dispara una serie de cventos
membranales en do?de ﬁor accifn de la fosfoliéasa AZ se libera Jcido araquidéni
co de los fosfolipidos de membrana, el cual, subsecuentemente es transformade a

prostaglandina E (PGEZ) induciendo la sintesis de proteinas entre estas de co-

2
lagenasa (73) que es liberada posteriormente.

Los estudios del mecanismo degradative de la coldgena en el granuloma de ca
rragenina descritos anteriormente se han llevade a2 cabo utilizando el tejido
completo y debido a la heterogeneidad de los ccmﬁonentcs celulares capaces de
producir colagenasa en este sistema, cl origen de la enzima se desconoce.

El presente trabajo forma barte de un proyecto general que tiene como obje-
tivo conocer el papel individual de las distintas c@lulas en el mecanismo de co
lagenolisis en el granuloma mencionado. De modo particular, esta investigacidn
tiene come objetive analizar la capacidad de produccidn de colagenasa por macrd
fagos estimulados con carragenina, scbre la base del papel instrumental que de-
sempelia este tipo celular en otros sistemas y de su coexistencia con la activi-

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

-



COLAGENASA ACTIVA PRESENTE EN EL MEDIO
DE MACRQFAGOS ESTIMULADOS IN VIVQ CON

EL POLISACARIDO CARRAGENINA.
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MATERIAL Y METODOE B ~ .

‘1. Estimule in vivo de macrdfapos peritoneales.

* La cavidad peritoneal de cobayos contiene macréfagos residentes sin carac-
“teristicas inflamatorias o de activacidn que bueden obtenerse directamente me-
disnte lavado; la cantidad de cé@lulas en este sistema se puede aumentar consi-
derablemente al inducir un exsudado celular mediante la aplicacidn de diyersos
compuestos, y dependiendo del tipo de irritante se obtienen c&lulas con dife-

rentes caracteristicas de activacidn {(74).

1. Se obtuvieron c&lulas de la cavidad ﬁeritoneal de animales ne estimula-~
dos ﬁara ser utilizadas como control.

2. Con‘;bjetc de analizar el efecto estimulante de la carragenina sobre la
produceidn de colagenasa, se ablicS intraperitonealmente una solucldn es
teril del polisacdrido al 1% preparada en NaCl 0,15 M (5 ml), cuatro
dias despuiés se extrajeron las células. _

3. Para efectos comparativos, se estimularon cobaycs con 5 ml de proteosa
peptona al 10% en NaCl 0.15 M (75). Los macrdfagos estimulados se extra-
jeron desﬁués de un ﬁcriodo de cuatro dias.

2. Cultivos ceiulares.

Las éElulas de los tres gruﬁos descritos anteriormente se colectaron de a-
cuerdo a Boxer (45); brevemente: La cavidad beritoneal se lava con 15 a 30 ml
de solucibn salina estéril balanceada con fosfatos (SSBF, KH2P04 0.044M; NaOH
0.025 M; NaCl 0.15 M). Las cé&lulas se recupcran mediante centrifugacidn a 800
r.p.m, en una centrifuga Beckman modele L-21, y se lavan dos veces mas con SSBF.
Se resuspenden en medio Eagle modificado por Dulbecco (GIBCO lab.cat. No. 430-
2100, Chagrin Falls Ohio) libre de suero y preparado con antibifticos (peniecili
na 100 u/ml, estreptomicina 100 pg/ml, sulfato de kanamiecina 100 pg/ml) y se
siembran con una densidad de 2 X 106 c&lulas por ml en botellas de cultivo de

plistico (Costar,Sci.Co.) o en cajas de petri de vidrio (10 cm de difmetro).

Los macr&fagos se seleccionan ﬁor adherencia al vidrio o pldstico mantenien
do los cultives a 37C durante 3k con una atmosfera de 5% CD2 95% aire. Al termi
nar este periodo de tiempo las células no adherentes se eliminan con el medio a
gitande suavemente y se agrega medio fresco.

En algunos casos las c€lulas se crecieron en presencia de alblimina (1 mg/ml).

E)l medic de cultivo se colecta cada 24 h durante tres dias en vista de.que
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en los expcr1mentos prellmlnares se detecto actlvluad COlﬂgenollLlca en este pe
rlodo._Se cenLrlfuga y neutralmza 1nmed1atamente, posterlormenLe el sobrenadan—_

'te se ccncentra 1ntroduc1enﬂalo en una bolsa da d1a11515 y cubriéndolo con azii-

_car glass hasta d15m1nu1r 10 veces su volumen. Una vez concentrado, el medio -

© se d1a11za contra un amortlguador Trls—HCl 0.05 M + CaCl 0.01 M, pH 7,45 los

'med1os concentrados se almacenan a -20° C hasta ser utlllzados.

;3. Obtencidn del sustratec para_las pruehas de actividad coineenolitica.

1, Purificaeifin de coligena.

La coligena se obtuvo a partir de piel de cobayo; las pieles se limﬁian de
tejido subcut@ngo y se cortan en fragmentos pequefios, se realiza una extraccidn
de coligena- en Acido ac&tico 0.5M + 1 mg/ml de pepsina (76) agitando durante 48
h a 4°C. A partir de este extracto se realiza una purificacidn de coligena de a
cuerdv a Trelstad (77), mediante un procedimiento estindar que permite gbtener
mediante precipitaciones por salado con NaCl, una mezcla de los tibos gencticos
Iy III de esta proteina.

Existen dates (10,78) de que la coligena tipo III en estado nativoe ?rcsenta
un epnlace susceptible a la accidn proteelitica de la tripsinaj; esbecificamcnte
un enlace Arg-Gly localizado cerca del sitio de corte producide por la colagena
sa sobre esta protcina;-aparentemente lo que proyoca esta susceﬁtibilidad es una
regidn de la molécula que se caracteriza por una estabilidad helicoidal reducida
(78). En funcidn de que uno de los criterios para considerar al sustrato en esta
do nativo en las pruebas de actividad colagenolitica es su resistencia a la incu

bacidn con tripsina (79), se decidif purificar exclusivamente coligena tipo I,

3.2, Preparacidn de la colipena tipo I,

La coligena tipo I se purificd mediante precipitaciones diferenciales con
NaCl de acuerdo al método descrito por Miller (80), el cual se resume a contir
nuacidn:

Coldgena solubilizada en amortiguador
Tris-HCL 0.05 M pH 7.6

Precipitar con NaCl hasgta una concentra
cidn de 1.5 M.

‘Sc obtiene el sedimento al centrifugar
30 min. a 20500 g, en &ste se encuentra
la coligena tipo ITI.



15

' Se precipita la coliigena tipo I . _
cn el sobrenadante llevando la. goncentra- - B
cidn de NaCl.a 2.5 M :

. El precipitado se recuﬁera.cedtfifugando .
30 min, a 20500 g y se resuspende en acldo, ot
" ac&tico 0,005 M . .

o ) _Se precipita nuevamente medlance d1alls1s
T .+ . uontra NayHPO, 0. 01 M- :
' : 'El‘preciﬁitado_se_recuperé éehtrifugando a
9000 g durante 30 min y se resuspende en 0,005 M
'5nido_acétipo. .
La preparacifn se dializa contra agua destilada
. ¥ se liofiliza.

"Todo el procedimiento se realiza a 4°C, la preparacidn de coligena tipo I

se almacend a -20°C hasta ser utilizada.

3.3. Marcaije radiactivo de la coligena tipo I,

?éré llevar a cabo las prucbas de actividad colagenelitiea, la eolfigena ti-~
po I se acerild con 3H-anhidrido ac&tico {Lot.No. 1244-271, HNew England Nuclear
Boston Mass,) de acuerdo a las modificaciunes de Lefevere (81) y Johmson-Wint
(82) al mEtodo de Gisslow y Me.Bride (83), La técnica se resume a continuacidn;
1. 100 mg de colidgena tipo I se disuelven en fdcido acético 0,01%, el bH se lleya

a B,3 agregando K2HP04 1 M,

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

3, A lo largo de 90 minutos se agrega esta solucifn pgota a gota a la prcbaraciﬁn
de coldgena, agitando constantemente y manteniende la temperatura de reaccidn
a-l10°C,

4. Se agita una hora wis y la fraceifn protEica se precipita con NaCl al 15%,

La coligena marcada se recupera centrifugando a 27 000 g durante 20 min, se

resuspende on icido acético 0.005 M y se dializa exhaustivamente hasta no ob

tener cuentas en el lT¥quido de didlisis.

6, Se liofiliza y se almacena a -~20°C hasta ser utilizada,

4. Electroforesis con SDS_en geles de poliacrilamida,

Esta t&cnica se realizd de acuerdo a Laemmii (84) utilizando geles prepara-
dos al 7.5% en la mayoria de los cases. Las preparaciones se dializaron o dilu-
yeron con el amertviguador de la muestra descrito cen este sistema ajustando la
concentracifn de proteina entre 15 y 30 pa.

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 corriente se aumenta a 30

mA/placa ¥y se detiene cuando el colorante alcanza el extremo anddice del gei.
Las placas se tinen con azul de Coomasie R al 1% y se destifien con una solu

cidn de metanol al 5% y deido ac@tico al 7.5%. La densitometria de las bandas

se 1llevdé a cabo a 250 nm en un densit@metro Auto Scanner (Helena Laboratories).

4.1. Electroforesis con SDS en geles de poliacrilamida cn presencia de urea.

Esta té@cnica se llevd a cabo de acuerdo al m@todo descrito por Hayashi y Na
gai (85), el cual es dtil para detectar la prescncia de colfigena tipe IIT en
preparaciones de coligena tipe I.iLa clevada concentracibn de urea en el gel (3.
6 M), disminuye la movilidad de las cadenas alfa 1 (II1) en relacidn a las cade

nas alfa 1 (I).

5.Determinacidn de la concentracidn de colfigena,

La concentracién de esta proteina se calculf en relacifn al contenido de hi
droxiprolina. Las muestras se hidrolizaron en HCl 6 N en ampolletas de vidrio
cerradas a la flama, el tiempo de hidrélisis fue de 20 h a una temperaturs de
110°C. '

La determintacidn de hidroxiprolina en el hidrolizado se 1llevd a cabe de a-

cuerdo a la modificacidn de Woessner (86) al método de Stegemann (87),

6. Determinacidn_de proteinas.

Se 1levd a cabo mediante ¢l método descrito por Bradford (88}, utilizando
una curva patrdn de albimina sirica bovina y los reactives para la determinacién
de proteinas de Bio Rad Laboratories, En algunos casos se determind la concentya
cidn aproximada de proteinas mediante el mBtodo espectrofotom@trico descrite por

Groves (89).

7. Actividad colapenoifitica,

La actividad de colagenasa se determind de acuerdo al m@tode de Terato y Na
gai (90), extrayendo selectivamente los productos de degradacidn solubles en u-
na solucidn de dioxano metanol en proporcidn 4:1.

' Se incyban 100 pl del medio de cultivo concentrade con 50 pl de 3H—colﬁgena
(1 mg/ml) en amortiguador Tris-HCl 0.C5 M + CaCl, 0.01 ¥ + 0.2 M NaCl, pil 7,4,
durante 12 h a 34°C en presencia o no del inhibidor. El volfimen de reaccifn es
de 0.3 ml. ‘

Al té@rmino de la incubacibn se agrepan los inhibidores y se precipita Ia co

lagera no degradada con 0.3 ml de dioxano-metanol a una temperatura de 8°C, los

s
r
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Lragmanos producxdos por aceidn de la enzimn se separan centrlfugando a 2500 -
r.p.Mm. en.una centrlfuga Beckman L-21, durante 40 mlh'a Lemperatura amblente.'
Se colectan 200 pl del sobrenadante en viales con soluclon de Bray para deter-

'mlnar la radlact1v1dad liberada.

Los inhibidores utilizados fueron ovrto- fenantrollna 0 001M ‘tetraacetato de
etilén dlamlna 0.08M (Sigma Chemieals, St,Louis Mo.) y suero homéloge descomple
mentado diluide 1:30 en el amortiguador de reaccién.

" La temperatura de incubacidn fud de 34°C para evitar 1a desnaturalizacidn
térmlca del.sustrato,'el cual tiene una fcmperatura de desnaturalizacidn wenor
debido ai proceso de acetilacién (Bl).

- Los resultados se expresan como el porcentaje que representan los péptides
solubles en dioxano-metanol con respecto a la radiactividad total incubada, res

‘tando‘a cada preparacifn su control inhibido.

7.1. Activacidn de las preparaciones.

Se Ha descrito la presencia de colapenasas latentes en varias preparaciones
(40-42,44,91,92), y dependiendo de la fuente de obtencifn aparecen porcentajes
variables de la enzima en forma activa cn relacidn a la actividad total.

El tratamiento de protedlisis limitada con bajas concentraciones de tripsina

y tiempos cortes de incubacifn (31}, permite revelar en diversos sistemas la pre

sencia de actividad colagenolitica latente, En el presente estudio se determind
actividad colagenolitica directamente en las muestras, o preincubando con dife-

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

(25°C) durante 10 minutos, posteriormente se agrega el inhibidor de tripsina cua

tro veces mas concentrado que la enzima., Se procede a determinar la actividad co

lageneolitica de la muestra activada.

7.2. Determinacidn de actividad colagenolitica por electroforesis,

La actividad degradativa de la colagenasa se detecta en este método mediante

la comparacidn de los patrones electrofor@ticos de la muestra inhibida y la mues

tra activa incubadas con ecoliigena nativa. La presencia de bandas con una migra-
cidn mayor a la de las cadenas alfa o beta de coligena, asi como una disminucidn
de estas Gltimas, inhibible por EDTA, indican actiwvidad colagenoliticé (22). EL
procedimiento seguido er el siguiente:

100 pl de medic concentrado se incuban con 50 pe de coligena fFrfa diluida

en amortipuador Tris-HC1l 0.05 M + CaCl, 0,01 M + RaCl 0.2 M, pH 7,4 en un yold-
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men de reaccidn de 200 Pl' Se incuban a 34°C en presencia o ausencia de EDTA.
Al t&rmino de la incubacidn se agrega inhibidor a 10s tubos que no lo tenga&
y 100 pl de las mezclas de incubacibn 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 colagenolitica se requiere demostrar el

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

.

1. Caracteristicas del sustrato utilizado en las pruebas de actividad colage-
Ilgl‘l L‘icﬂ -

1.1.Pureza. EL patrdn electroforético de la coligena pur;ficada de acuerdo

a Trelstad mostrd que la proteina esta libre de otros contaminantes, no esti
degradada come lo indica la ausencia de bandas por debajo de las cadenas alfa
¥ consiste principalmente de una mezela de coldgena tipo I y coldgena tipo IIT.

En el sistema de electroforesis de Hayashi y Wagai, la migracidn de las ca
denas alfa 1 (ITI) es retardada en relacidn a las cadenas alfa 1 (I} como se
pucede apreciar en la figura la; estuv se debe a la eleyada concentracidn de urea
en el gel (3.6M). Al puriflicar mediante Precipitacinnes por salado la prepara-
cidn, se elimind la coligena tipo TTI como se puede apreciar en el patrén elec
troforético de la figura 1 b, en donde desaparecen por completo las cadenas al
fa 1 (ILI).

<11 L1
b
a .
oc 1IL
. <2T «2T _
_/ k J - ‘_/VJ U \/\‘ - r
migracion

Fig.l Trazos densltometr1c05 dc los geles de clcctroforc51s de, coldg;na
tipe I y IIL (a), y de coldgena tipo I ohtenida al preclpitar con
NaCl 2.5 M (Bb).

-
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1.2, Doterminacion del estado native del sustrato.

La colagena tipo I en estado nativeo es resistente a la accidn proteolitica
de enzimaé”inespccificas {(10), cuando se pierde la estructura triple helicoi-~
dal de la molécula @sta puede ser degradadn por proteasas inespecificas como
la tr1p51na o 1la peps1na. La preparacidn de coligena tipo I se incubd durante

'73 h a:34°C" con diferentes cantidades de tripsina; come se puede observar en la
@tabla-l,-la molécula mostrd ser resistente a la aceidn de esta enzima por lo
 qué se considera que se encuentra en estado nativo a la temperatura en que se
“realizan las incubaciones de determinacidn de actividad colagenolitica. Como
-”pﬁéde_obscrvarse, scleo se degrada el 4.58% de la coligena incubada en una rela
zpiﬁn enzima sustrato de 1:50, en cambio la susceptibilidad de la hemoglobina a
la tripsina es alta como se puede observar en la {igura 10, aln en una relacidn
enzima sustrato mucho meneor,

En funcidn de los resultades anteriores, en todos los experimentos se con-—
siderd actividad colagenolitica toda liberaciBn mayor al 5% de la radiactividad

incubada inhibible por EDTA,O-fenantrolina o suero,

Tabla 1. Porciente de degradacidn pa de tripsina % de degradacion
de la coldgena tipo I obtenido al 0 0
incubar 50 pg con distintas canti-
dades de tripsina. 0.5 0
1.0 4.06
2.5 4.58

'1.?. Actividad eSpeciEica.

Se determind la concentracidn de coldpgena en relacidn al contenido de hi-
droxiprelina, y se midid la radiactividad en una muestra con la misma cantidad
de coligena. La actividad especifica de la colégena marcada es de 1 104 000 c.

p.m./mg de coligena.

2. Determinacidn de actividad colapgenolitica en el medio de c@lulas no esti-—

muladas.

Los macr&fagos extraides de la cavidad peritoneal de cobayos que no reci-
bieron estimulo previo (macr&fagos residentes) no liberaron al medio de cultive
colagenasa activa. El tratamiento de 100 pl (SOPg/ml de proteina) de medios con
centrados con diferentes cantidades de tripsina (0.5,1 y2 Fg) durante 10 minu~
tos a temperaturn ambiente no reveld la presencia de colagenasa latente cn nin
gin dfa de cultivo, indicando la ausencia de liberacidn de enzima por parte de

estas cilulas.
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3. Act1v1dad colarenolltlca en el medlo de macr&ofapes pbtenidos de animales
esleulados.

El est1mulo apllcada 1ntraper1tonea1mente a los cobayos, ya sea de carrage
nina o proteosa peptona, aumentd el nimero de macréfapos obtenidos del perito-
neo; en espeecial, la carragenina demostrd ser un potente inductor de la llega-
da de estas c&lulas a la cavidad puritoneal. En la mayoria de los casos se ob-

“tuvo un niimero mayor de c@lulas con carragenina,

en comparacién con la proteo-
sa peptona.

Los macidfagos estimulados in vivo con ambas sustancias liberaron al medio

de cultivo colagenasa activa durante el primero y segundo dia de cultivo prin-

cipalmente, como se puede apreciar en la figura 2, La actividad se detect& in-=
cubando 100 pl de medio concentrada (50 Pg/ml de proteina) con 50 pg de 3H-co—
lagena, se muestran los datos de un experimento representativo.

40+

9-DEGRADACION

Flg 2, Actividad colagenolitica en cl medio de diferentes dias de cultivo de
macr&6fagos estimulados con protecsa peptona (4—4), carragenina (s--«e)
o no estimylados (w—=), La incubacidn se 1llevd a cabo durante 15 h a
34°C. |
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La actividad colagenollLlca en los medlos de celulas esleuladas .con carra
genina no aumenta-al prelncubar las preparaclones con dlferentes cant1dades da

tr1p51na (de 0 5 a S Fg) (Flg.S), o acleando con ‘el compuesto mercurlco 4—APMA

de acuerdo ‘a Cawston (93) (Flg 4).-:. e
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Fig.3. Efecto de la tr1p51na sobre la act1v1dad colagenolitica del medio de
S'F macrdfagos estimulados con carragenina, ) .
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Fig.4 Efecto del compuesto merciirico 4-APMA sobre la actividad colagenolitica
presente en el medio de macrdfagos, El ensayo se realizd preincubando o
no con 4-APMA 0,005 M.
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Finalmente, sa probd el electo de una fraccion obtenida del medio de culti
) . T ) . . ‘/
vo de explantes de granuloma de carragenina que ha.mostrado capacidad de acti-"
var procolagenasa de piel humana (51), Esta fraceifn no mostrd efecto activa--

dor sobre las preparaciones de macrdfagos.

B 3;1. Actividad colagenolitica de los medios de cultivo de macréfages estimula-

dos_detectada mediante electroforesis,

La actividad colagenolitica de los medios de cultivo de macréfagos estimu-
lados se determind tambig&n por eclectroforesis. Se incubaron 50 pg de colagena
con 100 Fl de medio concentrado en ausencia y presencia de EDTA 0.08 M a 34°C
durante 17 h. Al t@rmino de la incubacidn se tomaron 100 Fl de la mezcla de
reaccidn y se diluyeron con 100 pl del amortiguador de la muestra de Laemmli,
En la figura 5 se muestra la actividad degradativa de los medios sobre la colé
gena, se puede cbservar gque existe una degradacidn total de los fragmentos li-
berados peor la enzima; esta actividad es inhibible por EDTA, La desaﬁarici6n
de las betas y alfas sugiere la presencia de proteinasas neutras con actividad
sobre gelatina en los medios, las cuales pueden degradar los fragmentos libera

dos por la colagenasa.

B x1x2 B eix2

A T — e B

Fig.5 Densitometria del gel de electrofor&sis de: A) coligena + medio de ma-
créfagos estimulados con carragenina + EGTA. B)' coldgena + medio de ma
crofagos estimelados con carragenina.

T

El conjunto de obscrvaciones que se desprenden de los experimentos descri-
toes indica que la colagenasa se enctuentra en los medios de cultivo totalmente
en forma activa, ¥y que no existe en el sistema colagenasa latente. Se observa
tambi&n (Fig.3) que el tratamiento con tripsina de preparaciones activas pro-
duce una disminucidn de la actividad, lo cual indica que probablemente la enzi
ma activa es vulnerable a la aceifn proteolitica de la tripsina., Estas observa
ciones se han repetido contfnuamente en nuastro laboratorio utilizando diversas

preparaciones (95).
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4. Lfecto de inhibidores,

La actlvldad colagenolitica descrlta en el medlo de macrofagos estlmulados
se 1nh1bc con 1as agentes quelantes EDTA y O-Eenantrollna y por suero homdlogo
descomplementado como’se puede aprec1ar.en‘la fipura 6.
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Fig.6 Inhibicidn de la actividad colagenolitica detectada en los medios de
cultivo de macréfagos estimulados con carragenina,

5. pctividad colapgenolitica en el homopenado de c&lulas estimuladas con ga-

rragenina,

La prescncia de culagenasa activa en el medio de macrdfagos pucde ser el re
sultado de la liberacidn gradual de enzima almacenada en el interior celular,
o bien, representar la produccién de enzima seguida de su liberacidn inmediata.

Para conocer la naturaleza de este fendmeno, los macréfagos obtenidos de a
nimales estimulados, se incubaron durante 30 minutos en una solucidn de Tritdn
X-100 al 0.1% en Tris-HC1 0.05 M -+ Ca012 0.0! HM pH 7.4; se despegaron de las
cajus de cultivo con una espidtula de hule, sc sonicaron durante 1 minuto y se
midid actividad ecolagenolitica en el sobremadante, preincubande o ne con trip-
sina para revelar actividad latente. En ningiin caso se encontrd actividad cela

genolitica. Se realizd el misme experimento en ausencia de tritdn X-100, conge
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lando y descongelando la suspensifn celular antes de senicar. Nuevamente no se )
encontrd actividad colagenolitica libre o latente:"Los resultades anteriores
probablemente indican que la ?ctividad colagenolirica encontrada en los medies
de macr&fagos estimulados se debe a la produceidn y liberacidn continua de la

enzima, y que &sta no se almacena.



METALOPROTEINASAS NEUTRAS CON AGT IVIDAP
SOBRE GELATINA EN EL MEDIO DE MACROQFAGOS
ESTIMULADOS, :
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MATERIAL Y METODOS

—

1. Determ1nac1on de act1v1dad pelatinolitica mediante electroforesis en pre—

senc1a de SDS..

L)

La act1v1dad pxoteolitlca sobre gelatina de los medlos de macrofagos esti-
ﬁulados_se detectd mediante electroforesis.

Se prepara una solucidn de coldgena de piel de cobayo a una concentracién
de 1 mg/ml en amortiguader Tris-~HCl 0.05 M CaCl2 0,01 M pH 7,4 y se gelatini
za incuba@ndola durante 20 mionutes a 60°C. 100 pg de gelatina se Incuban con 50
Pl del medio concentrado por espacio de 5 h a 37°C en presencia y en ausencia
de EDTA 0.1 M en un volimen de reaccifn de 200 pl. Al t&rmine de la incubacidn
se agregan 150 pl del amortiguador de la muestra descrito bor Laemmli, se hier
ve durante 2 minutos y se corren 150 pl de la mezcla en un gel de electrofore-

sis preparado al 7,5%.

2. Deteccidn de proteinas con actividad gelatinolitica mediante incubacidn di-

recta en geles de poliacrilamida.

Se siguid la modificacifn de Hori (95) a2l mftode de Heussen y Doyle (96).
El medio de macrdfagos estimulados se incuba durante 2 h a 25°C en el amorti-
guador de Laemmli con una concentracidn de 3D§ al 3%; 50 Pl del medio se corren
a 6 mA/placa durante 12 h en un gel de electroforesis polimerizade con gelatina
(0.8 mg/ml de gel).

Al término de la electroforesis cl SDS se elimina lavando el gel durante 1
h en dos cambios de tritdén X~-100 al 2,5%; el tritfn se elimina con agua desti-
lada y la incubacifn sec lleva a cabo duvante 3 h a 37°C en 500 ml de glicina
0.1 M + CaCl, 0.005 M + ZnCl, 1 x 16°% pH 8,3,

Después de la incubacidn la reaccidn se detiene precipitando las protcinas
dentro del gel con TCA al 307 durante 10 minutos. ELl TCA se elimina lavando
con agua destilada y-el gel se tifie con azul de Coomasie al 1% durante 20 ming
tos. Se destifie con metanol 5%, Acido ac@tico 7.5%.

La ausencia de tincidn en bandas discretas contrastante con el fondo oscu-

ro indica la movilidad de proteasas con actividad gelatinolitica,

3, Actividad proteolitica inespecifica.

Se midid la actividad proteclitica 1nespec1f1ca a las preparacloan uLlllr
zando hemoglobina desnaturalizada como sustrate y las anlmas trlp ina ¥y pep51
na como controles de actividad proteolitica a pH neutre v a pH dcido 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 voldmen de ,
reacecidn de 0.6 ml durante 15 minutos a pH neutro (7.5) ¥ a pH dcido (4.8): Pa’

- ralelamente se incuban diEerentes cantidades de tripsina en el ensayo a ﬁH neu
tro o de peﬁsina en ¢l ensayo a pH dcido, La mezclp de reaceidn se ﬁrecipita -
con TCA al 3.8 % y se mide la degradacidn al determinar la concentracién de P

proteina degradada en el sobrenadante de acuerdo a Lowry et al (98).
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RESULTADOS

1. Determinacién de actividad pelatinpliitica,

La presencia de actividad gelatinolitica en los medios de_macrﬁfagos eéti—
mulados con carragenina o proteosa ﬁeptona se muestra en la figdra 7. En ambos -
casos, al incubar durante 5 h los medios concentrados y analizar los productos
de degradacidn mediante electroforesis en 5DS, se observd una actividad degra-

- dativa'considerable. Como se observa, desaparecen totalmente 100 ug de gelati-
na incubados durante el tiempo indicade a una temperatura de 37°C. La. activi~

dad detectada demostrf ser inhibida totalmnete cuando la incubacifn se realiza

en presencia de EDTA.

. . i It
1 2 3 4 5 &
-Fxg. 7 Electroforesis en SDS de: l=gelatina -+ EDTA; Z=gelatina; 3=gelatina +
medio de c&lulas estimuladas con proteosa pchona + EDTA; 4= gelatina

+ el mismo medio; 5= gelatina + medieo de macrdfagos estimulados com ca
rragenina + EDTA; 6=gelatina + el mismo medio,

2. Deteccidn de bandas con actividad gelacinolitica por incubacién directa en

el pel de electroforesis.

Como se puede ver en la fipura 8, en el medio de los primeros tres dias de
cultive de macr&fagos estimnlados con preotecsa peptona o carragenina se detec
tan varias bandas con actividad proteolitica 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 pe
so wmolecular aproximado de 88 Kd, y dependiendo de la preparacidn, bandas con
una movilidad superior a 100 Kd,

Se probd el medio de macréfagos no estimulados y se encontrd que al igual
que'en el caso de la actividad colagenolitica, las células no estimuladas no

producen gelatinasas detectables por este m&todo.
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1 2 3 4 5 6

Fig. 8 Ensayo de actividad gelatinglitica. 1,2 y 3= medios ohtenidos de cén
lulas estimuladas con carragenina pertepecientes a leog dias 1,2 y 3 de
cultive. 4,5 y 6= medio de los dias 1,2 y 3 proveniences de macrofagos
estimulados con proteosa peptona,

3. Determinacidn de actividad_ preteolfitica inespecifica,

Se realizaron experimentos de actividad protenlitica inesﬁecifica utilizq&
do hemoglobina y albimina como sustrates con la finalidad de determinar si la
actividad observdda sobre gelatina representa la accidn generalizada de enzi-.
mas inespecificas, o bien, se debe a gelatinasas esbecificas,

En la figura 9, al comparar la actividad proteolItica de tribsinq a dife~
rentes concentraciones y de los medios con actividad gelatinelitica sobre hemo
globina, se demuestra que la 'gelatinasa' no tiene actividad degradativa incs-
pecifica. En la figura 10 se muestran los dates de la incubacidn en medio Scido,
utilizando en este caso pepsina como control de actividad enzimitica, nuevamen-
te la gelatinasa no muestra actividad depgradativa,

También se realizd un ensayo enzimiitico en un gel de electroforesis ﬁolime
rizado con nlblmina sérica en lugar Jde gelallna (1 mg/ml de gel), Se corrieron
muestras del med1o de macr&fagoes cstimulados y tr1pq1na como control de 1ctiv1
dad enzimdtica. El gel se tratd de la manera descrita para detectar actiyidad
gglatinolitica. Se obsery® degradacidn de albiimina {inicamente en el carril co-
rrespondiente a tripsina ( no se muestra el resulrado),

Estos datos son sugestivos de que los macrffagos estimulades liberan al me
dico de cultivo enziwmas con actiyidad proteolitica especifica sobre gelatina,

que se inhibe con EDTA.
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Fig. 9 Actividad proteolitica de tripsina a diferentes concentraciones y de
los medios de c@lulas estimuladas con carragenina (C) o proteosa pep~
tona (P P), el ensayo se realizd a pH 7.5.
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Fig. 10 Actividad proteolitica de pepsina a diferentes concentraciones y de
: los medios colectados de c@lulas estimuladas con carragenina o pro-
teosa peptona; el cnsayo se rcalizd a pH 4.8,



PURIFICACION PARCIAL DE LAS ACTIVIDADES
COLAGENOLITICA Y GELATINOLITICA PRESENTES
EN LOS MEDIOS DE CULTIVO DE MACROFAGOS
ESTIMULADOS IN VIVO. '
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. MATERIAL Y METODOS
1. C:Qmacggxafjh de afinidad en heparina-sefarosa,

- Lé.fﬂsiha'se'empaéﬁ'qn una columna de 1,5 X 2,2 cm y se equilibrd con amer )
tiguador Tris-HGL 0.05 M + CaCl, 0,01 M pH 7,4, El medio concentrado de célu-
las estimuladas se pasd por este sistema a una velocidad de flujo de 25 ml/h,
colectande fracciones de 3 ml, La columna se lavd con el mismo amortiguador
hasta que la absorbancia de las fracciones medida a 230 nm disminuyd a cero,
Posteriormente, la columna se eluyd con NaCl 1 M, preparade en el mismo amortdi
guador y a la misma velocidad de flujo.

Se determind actividad colagenglitica y gelatinclitica en las fracciones u

tilizando el sustrato radiactiyo para aobtener el perfil cromatogrifico de las

distintas actividades enzimfticas,

2. Determinacién_de actividad pelatinolitica con 3H—zelatina.

La coldgena acetilada se gelatinizf por incubacidn a 60°C durante 20 minu-
tos y se utilizd como sustrato para determinay actividad proteclitica sobre ge
latina de acuerdo 2l mé@todo descrito por Scltzer (99), que se basa en la solu-
bilidad de los fragmentos de gelatina en Hcido tricloroactico al 20%,

75 pl de las preparaciones se incuban a 37°C durante 3 h con 25 pl de gela
, 0,01 M pH 7.4,

para cada muestra se prepara un tubo control con EDTA, Al t&rmino de la incuba

tina tritiada (ZSFg) en un amortiguador Tris-NCl 0,05 M + CaCl

¢idn se agregan 25 Pl de Jeido tricloroacltico al 100% para preciﬁitar la gela
tina entera, se mantiene durante 15 minutes en hielo y se centrifuga a 2 500 r.
p.-m. en una centrifuga Beckman L-21 durante 40 min a 4°C, Se colectan 60 Fl de
los productos de degradacibn presentes en el sobrenadante y se determina la ra
diactividad liberada por la enzima,

El resultado se expresa como el porciente solubilizade por la ﬁreﬁaraciﬁn
en relacién a la actividad proteclitica de la tripsina (40 pg) incubada el mis

mo tiempo.
3. Determipacidn de_pesos moleculares.

El peseo molecular aproximade de las proteinps presentes en las distintas
preparaciocnes se obtuvo mediante electroforesis en ﬁresencia de SDS, utilizundo
geles de poliacrilamida prcﬁa;ados al 7.5% ¥ la mezcla de estindares de bajo ﬁg
so molecular obtenida de Bio Rad Laboratories, (Fosforilasa B, 92,500. albimina

66,200; ovalbiimina, 45,000, anhidrasa carbdnica, 31,000). La identificacidn del
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pesa molecular de las bandas cqn_nct.:i.y_idad'gelacimlitica ge lleyd a opbp
utilizando los mismos marcadores corridos paralélé&ente en el gel polimeriza

do con gelatina.
3. atoprafia de afinidad zing-quelante-sefarosa.

Se utiliza como agente quélanta dcido iminodiac@tico acoplado a sefarosa
6 B (Pharmacia fine chemicals), La resina se empaca en una columna de 2 cm3y
se lava con 5 volimeues de agua destilada. Posteriormente se aplican 4 volime-
nes del agente quelante EDTA 0.25 M pH 7.5 para eliminar metales de la columna,
Se lava nuevamente con agua y se carga con dos vollimencs de ZnCl2 5 mg/ml en
dcido ac@tico 0.01 M. Despu@s de este tractamiento la resina se cquilibra comn
Tris-HCL 0.05 M + CaCl2 0.01 M hasta detectar con carbonato de sodio la ausen-
cia de zine en el eluido. La muestra se aplica a una velocidad de 40 ml/h y se
colectan fracciones de 2 ml.

La fraceidn con afinidad se despega de la columna bajando el pH con amorti
guador Gly-HCl 0.2 M pH 3.5. Para evitar pérdida de actividad, las fracciones
se colectan en tubos con Tris-HC1 1 M pH 7.5+ CaCl2 1 M para dar una concentra
cidn final de Tris 0.05 M ¥y CaCl, 0.01 M v un pH de 7.4 en el voliimen de cada
fraccidn.
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RESULTADOS

Purificacisn parcial de la actividad colapenolitica presente en el medio

o

‘de cultivo de macrdfagos estimulados con_carrapenina.

1, Cromatqgfafia de afinidad heparina-sefcrosa,

Se ha descrito que colagenasas obtenidas de diferentes fuentes presentan a—
finidad por heparina y se han utilizado resinas acopladas a este compuesto pa—
ra purificar la enzima (93,100,101),

En funcidn de la coexistencia de actividad colagenolitica y gelatinolitica
an_ei medio proveniente de macrSfagos estimulados con cayragenina se decidid
emplear una resina de heparina-sefarosa con objete de purificar parcialmente
ia actividad colagenolitica y estudiar el comportamiento de la actividad gela-
tinclitica en este tipo de cromatografia,

En la figura 11 se muestra el perfil cromatogrifico de una preparacidn ob-
tenida del medio de macrdfages estimulados con carragenina. La actividad cola-
genolitics se concentra en el pico que muestra afinidad por la resina, En ade-—
lante nos referiremos a la fraccifn que no tiene afinidad por la resina como
fraccién 1 y a la eluida con NaCl 1 ¥ cowo fraccifn 2, que es donde se concen-—

tra la actividad colagenolitica.

1.1 Actividad colagenolitica detecctada_por electroforesis en_presencia de SDS

de_las mezclas de incubacidn _con la fraccidn 2.

Ta incubacidn se llevd a cabo durante 48 v 96 h a 34°C en amortiguador
Tris-HC1 0.05 M + CaCl2 0.01 M + NaCl 0,2 M, pH 7,4, La recaeccidn se detuvo
con EDTA 0.1 M; 100 Pl de las mezclas de incubacidn se corrieron en geles de
poliacrilamida preparados al 5%. En la figura 12 y 13 se puede observar que la
actividad colagenolitica es evidente desde las 48 h y a las 96 h desaparece
- por completo la coligena incubada. La actividad degradativa es inhibida peor
EDTA.
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Fig., 12 Electroforesis SDS a2 las 48 horas de incubacidn de coligena tipd T
con; l=-medic completo de c&lulas estimuladas; 2=medio completo -+
EDTA, 3= Fraccidn 2; 4= Fraccifn 2 + EDTA,

Fig, 13 Electroferesis SD§ a las 96 horng de.jncubaciGn de cpligena tipe L
con; 1= medio completq, 2= madio completo + EDTA; 3= fraccipn 2j
4= fraceidn 2 + EDTA; 5= coligena tipe L + EDTA; 6= coldgena tipe I,
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1.2 Electroforesis 8PS en peles de peliacrilamida de las fracciones obtenidas

‘lae_dﬁféépér;laﬁjbfétéihas presentes en las distintas fraccie-.
_#t giéfiﬁ‘ﬁéfafihidad} se tomaron alicusctas de la fraccidn 1 y_
S : : H  Eété“hltihafse concentrs mediante liofilizacidn. Se rcsuépeg
‘1 die:;h;'éﬁ*éi amartigua&ur de la muestra de Laemmli. En la figura 14 se mues-—
'Efa é1:gél'de éleﬁtroforesis; como se¢ puede observar, el patrdn electroforfti-
:_gﬁjdélahbaé fracciones es completamente distinto, cabe aclarar que en la frae—

cifn- 2 se obhservan bandas muy tenues con una movilidad superior a 58 Kd,
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Fig. 14 Electroferésis SDS en gel de poliacrilamida de la fraeccidn 1 (1) v
2 (2) de la cromatografia de afinidad heparina-sefarosa, 3= marcado
res de peso molecular.

1.3 Cromatogratia de afinidad zinc—quelante-sefarosa,

La cromategrafia de afinidad con zinc se ha utilizado para purificar cola
genasas. En este tipo de cromatografia los grupos superficiales tiol e imida-
zol de los residuos de aminoficides cisteina e histidina forman complejos con
el zinc acoplado a la resina mediaute un agente quelante (102),

La fraeccifn 2 de la cromatografia de afinidad en heparina-sefarosa se ﬁasﬁ
por esta resina. ’

El pico que mostrd afinidad se despegd disminuyendo el bH con
Gly-HC1 0.2 N pH 3.5, y se determind actividad colagenclitica en ambas fraccio

nes
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En la fraceidn sin afinidad por zinc no se detectd actividad colagenolitica, .
en contraste, la fraccibn con-afinidad mostrd actividad colagenolitica. No se
muestra el perfil cromatogridfico debido a que la.alta absorcidn de la glicing
‘utilizada para eluir la columna emmascara la presencia de proteina. La frac-
cidn con afinidad por la resina se concentrd mediante liofilizacidn y se co-
rris en SDS. En-la figura 15 se muestra el patrfn obtenido, como se puede ob=~-
servar la actividad colagenolitica se asocia a una regiﬁn-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 colage
nelitica,

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

das se asocia la actividad colagenolitica en la fraccifn con afinidad por zinc.

T ————
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Fig. 15 Electroforesis SDS de: 1= pleco con afinidad por zine, 2= bico sin
afinidad por zinc; ambos obtenidos dl correr la fraccidn 2 de hepa
rina-sefarosa.
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Actividad Celatinolitica -

1, Croma;oprafia de afinidad heparina sefargsa.

El comportam1anto de la actividad gelatinolitica en este tipe de cromato

fggrafla fue d15t1nto al de la actividad colagenolitica. En la figura 16 se

uestra el perfll cromatogrifico de ls actividad gelatinolitica en las dis-

‘tintas fracciones cluidas de la columna heparina-sefarosa. Se puede ver que

esta:actividad no presenta afinidad por 1la resina y aparcce en la fraccidn 1.

1

L. 2. Actividad pelatinolitica de la fraccidn 1.

Se incubd una alicuota (100 pl) de la fraceidn 1 de la columna heparina-

" sefarosa con 100 pg de gelatina durante 3 h a 37°C en presencia y ausencia

de EDTA, las mezclas de incubacifn se corrieron on el ectroforesis en presen-—
cia de SD3, se observd que la actividad gelatinolitica de la fraccidn 1 se
inhibe con EDTA y degrada por completo la gelatina incubada (Fig. 17). En
contraste, la fraccidn 2, que es donde se encuentra la actividad colagenoli-
tica, no mostr& actividad gelatvinolitica.

Flg. 17 Gel de electroioresis de: l= gelatina; 2= gelatina + EDTA; 3= galgti
na + fraccitn 1; 4= gelatina + fraccidn 1 + EDTA,

3, Determinacidn_del pesoc molecular de la actividad pelatinolibica presente

en la fraceidn 1,

La fraceidn 1 de la cromatograffa de afinidad heparina-sefarosa, se co-
rrid en SDS (Fig 18-A) y en un gel que tiene gelatina iIncoerporada (Fig,18-R)

Como se observa, la actividad gelatinolitica de esta fraceidn tiene un peso

o
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Flg. 16 Perfil cromatograflco obtenido al pasar una preparacidn del medio de macrdfapgos estimulados
con carxagenlna por la resina heparina-sefarosa. Se colectaron fracciones de 3 ml y se deter
. +mind en cada una la actividad gelatinolitica.
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,
-

molecular de 37 Kd, que corresponde a una banda que aparece en el gel de e-

1ectroforesls en SDS.

Por este métudo se repite el hallazgo de que. en la fracc1on 2 de hepari-
e
na-sefarosa, donde se concentra la actividad qolagenolltlca, no aparece nin-

guna banda que degrade gelatina.
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Fig. 18 A)electroforesis SDS: l= marcadores de peso molecular; 2= fraccidn 1
columna heparina-sefarosa. B) ensayo de actividad gelatinolitica:
1= fracecidn 2; 2= fraceidn 1; 3= medio concentrado antes de la croma
tografia; 4= marcadores de peso molecular,

4. Actividad proteolitica inespecifica.

Para determinar si la actividad enzimdtica presente en la fraccidn 1 es
especifica contra gelatina, se realizd un ensaye de actividad proteolitica
de esta mucstra contra hemogleobina. La incubacidn se realizd durante 3 h,
que corresponde a2l mismo ticmpo dul ensusyo contra gelatinma. No se encontrd
actividad proteolitica inespecifica de las fracciones con y sin afinidad por

la heparina al ser incubadas a pH 7.4.

5. Actividad colagenolitica de la fracci@n 1_contra colfigena tipo V,

Se ha publicado recientemente que cultivos de maéréfagos alveolares es-
timulades in vivo liberan al medio una metaloproteinasa (103), La enzima des
crita en estas investigaciones tiene actividad prctéolitica sobre gelatinas
obtenidas de coléagenas tipo I o tipe V; sin embargo, s8lec muestra actividad

colagenolitica contra coligena tipo V, produciendo dos cortes en el sustrato

[z
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Yy liberando consecuentemente tres fragmentes. El peso molecular de esta pro—
teina es de 82 Kd. -

La fragciﬁn 1 con actividad gelatineclitica, y que no presenta actividad

contra coldgena tipo I, se probd . contra coldgena tipo V obtenida de rifidn y. ...

-

- pfoporcionada amablemente por el Dr. Jose Luis Rosales.
-La incubacidn se llevd a cabo durante 24,36 y 96 h a 34°C contra coligena
tipo V. Al té&rmino de 1a incubacidén las mezclas se corrieron en 5DS en las
_concentraciones descritas anteriormente. En la figura 19 aparece el resultado
de este expérimanto, como puede verse la actividad gelatinolitica presente en

el medio de las cfélulas estimuladas no degrada coldpgena tipo V.
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Fig, 19 Gel de elactroforesis de las mezclas de incubacidn de la fraccidn 1
contra col3gena tipo V a las 24(1), 36(2) y 96(3) horas de incubacidn
a= en presencia de EDTA, b=en ausencia de EDTA. 4= coligena tipo I
5= colagena tipo V + FEDTA, 6= coldgena tipo V.

TambiZn se probd la actividad colagenolitica de la fraceifn 2 contra co-
l3gena tipo V. En la figura 20 se puede observar que la actividad colagenoli
tieca presenté en el medio de macrifagos estimulados es especifica contra co—

l&dgena tipo I y no degrada eoldgena tipo V. o
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' Fig. 20 Gel de electroforesis de las mezclas de incubacifn de la fraccidn
2 contra coligena tipo I (1) y contra ceoldgena tipo V (2). a= sin
EDTA, b= con EDTA.

6. Cromatografia de afinidad zinc-sefarosa.

Para caracterizar un poco mas la actividad gelatinolitica presente en el
medio de cultivo de macrdfagos estimuladus, se decidid pasar el pico que no
mostrd afinidad por heparina poer la celumna zinc-sefarosa. al determinar acti
vidad gelatinelitica se obtuvo un 62% en la fracci®n con afinidad por zinc
en comparacién con un 18% en la fraceifn sin afinidad, lo que indica que es~

ta ‘enzima es afin por la resina.

7. Actividad pelatinolitica con diferentes pesos moieculares.

En los distintos experimentos de deteceidn de actividad gelatinolitica
por incubacidn directa en el gel de electroforesis, se ha observado un fend-
menoe interesaate. Cuando una preparaciin se prueba en el cnsayo de actividad
gelatinolicica, aparecen bandas de alto peso mélccular, una banda de 88 Kd y
una de 37 Kd. Si después de varias semanas de almacenamiento en amortiguador
de Tris a ~20°C, se prueba nuevamente la preparacifn, no se detectan handas
de alto peso molecular y solo persiste la de 37 Kd.

Las cobservaciones anteriores sugicren que por algiin mecanismo espoﬁt&neo
lay formas de alto peso molecular pueden inactivarse o transformarse en las
de bajo peso molecular en las condiciones de almacenamiento de la preparacibn,

Cuando los medios de culrive provienen de c@lulas crecidas en presencia

de albmina, 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 caracteris— -

ticas de especificidad y requerimiento de metales y contrariamente a lo des
~ crito para la gelatinasa de 37 Kd, la actividad pelatinolitica de 88 Kd mues
;ra-gfiﬁidadfgbr la resina heparina-sefarosa. En la figura 22 aparcce el per
fil cromatogrifico de esta preparacidn., En la Ffigura 23 aparece el ensayo de
acﬁividad gelatinolitica de las fracciones 1 y 2 de la columna de la Figura
22 y de la preparacidn completa. Un dato adicional es que la preparacidn
comﬁleta no muestra actividad gelatinolitica y al someterla a la cromatogra-

.ffa, la actividad aparece asociada a ambas fracciones.

88000

Fig. 2] Ensayo de actividad gelatinolitica de: a) medic de cultivo de cé&lu~
las crecidas en ausencia de albiimina probado a distintos tiempos de
almacenamiento., b) medio de c&lulas crecidas en presencia de albiimina.
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Fig.22 Perfil cromatogrifico de una preparacifn con actividad gelatinolitica proveniente de c&lulas
crecidas en presencia de alb{imina al correrla en heparina-sefarosa., la preparacidn no se al-
macend. .
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Fig. 23 Ensayo de actividad proteolitica sobre gelalina de la preparaclon
completa (3) y de las fracciones i(l) y 2(2).

8. Cambio de peso molecular.

Sobre la base de las observaciones descritas en relacién a 1os pesos mo-
leculares de las proteasas con actividad geiatinolitica se realizd el siguien
te experimento:

Se tomaron 3 alicuotas de cada una de las fracciones 1 y Z asi como de la
preparacidn completa corrida en la columna heparina sefarosa (fig 22). Una
parte de cada fraccidn se congeld y descongeld 10 veces con la finalidad de
determinar si este tipo de manipulaci@n induce algin efecto en el peso mole-
cular de la banda con actividad gelatinolitica. Qtra alicuota se incub§ en
presencia de B-mercaptoetancl, y la tercera se currid paralelamente sin haber
recibido ningln tratamientu previo,

En la figura 24 se presenta el resultado de estos experimentos, como se
puede apreciar, no se detectd cambic en el pesc molecular de la preparacidn
al someterla a los tratamientos descrites. En la misma figura sc ﬁucdc‘obsqg
var que la gelatinasa de la preparacidn completa no se activé con los trata-

mienctos descritos.
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88 000

Fig.24 Ensayo de actividad gelatinolfitica de la preparacidn completa y de
las fracciones 2 y 1 preincubadas con mercaptoetanol (1,2 y 3), o con
goladas y descongeladas (4,5 y 6).
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I . -

En este estudio se ha examinade la respuesta de los macrdfapos perito-
neales al estimulo del polisacirido carragenina y se ha encontrado que en
preéeﬁcia de carragenina los macrdfagos liberan ceolagenasa y geldtinasa(s)
al medio durante los dos primeros dias de cultivo. La actividad colagenoli
tica fue detectada al incubar las preparvacienes con coligena seluble y ana
lizar los productos de degradacidn, ya sea por maedio del ensayo radiaccivo
o de electrofor@sis en presencia de SDS. Por el contrario, en ausencia de
estimulo la poblaci&n de células obtenida de la cavidad peritoneal no libe

ra colagenasa activa ni latente, wni gelatinasafs) al medio de cultivo.

Los resultados anteriores concuerdan con otras observaciones (34,45,70
71,72,106) donde los macrdfagos peritoncales residentes ne liberan enzimas,

mientras que al ser estimulados in vive o in vitro con diferentes sustancias

si lo hacen. (107). En ningin caso se ha detectade colagenasa latente con
los distintos activadores en preparaciones de macréfagos peritoneales (100,
107). En este estudio la enzima aparecid rotalmente en forma activa, ya que
no se lepgrd revelar actividad latente mediante protedlisis limitada con trip
sina ni con el uso del compuesto organomerciirico 4-APMA. Tampoco se activa-
ron las preparaciones con una fraccidn obtenida del 1iquido de explantes de
granuloma c¢apaz de activar procolagenasa de piel humana (51). En cambio, los
macréfagoes de origen alveolar, liberan constantemente colagenasa aiin en au-
sencia de estiImulo pueste que son células activadas (46,109), y cuando son
estimulados in viveo o in vitro, aumenta la cantidad de enzima en el medio,
de la gque una fraccidn es latente y requizre ser activada mediante protedli
sis limitada o con el usé de compuestos mercuriales (107). De hecho, en el
medio de macrdfagos alveolares se ha descrito una proteasa capaz de activar

la procolagenasa sintetizada por las mismas cElulas (108).

La colagenasa producida por los macrdfagos estimulades con carragenina
aparentemente no se almacena eén el interier de las c€lulas sino que se libe
ra de modo constante, como lo demuestra el hecho de que no se encontrd acti
vidad colagenolitica libre ni latente en el homegenado celular. La obszerva-
cidn anterior ha sido descrita tanto en macrdfagos (107) como en fibroblag-—
tos sinoviales y de piel (47); eun contraste, la enzima producida por los ley
cocitos polimorfenucleares s3I se almacena en el interior celular (48). Sin

embargo, en las condiciones expevimentales en que se realizd oste experimen-
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to, puede ser que el tratamiento con tripsina no sea suficiente para ac-
tivar una forma almacenada de procolagenasa, o bi&n, que la sensibilidad
del método de determinacidn de actividad colagenolitica no permitid detec

tar actividad colagenolitica en el homogenado celular.

En velacidn a su patrdn de inhibicidn, se encontrd que la enzima de ma
créfagos comparte las caracteristicas comunes de las colagenasas de verte-—
brados y de la colagenasa del granuloma de carragenina {(62), ya que se inhi
be con agentes quelantes como el EDTA y la O-fenantrolina; estos compuestos
son inhibidores porque las colagenasas son dependientes de calcio (67) y de
zinc (28), Aparentemente el requerimiento de zinc es importante en la cati-
ligis, mientras que el calcio funciona estabilirzando 1a estructura tercia-
ria de la enzima (67); cabe aclarar que en este trabosjo las preparaciones
enzimiticas se mantuvieron en presencia de calcio 0.01M.

Adewmis del efecto inhibidor de los quelantes, se obtuvo vna inhibicidn
considerable de la enzima al realizar las incubaciones en presencia de suvero
homBlogo; este resultado se debe a que en el suero se encuentran diversos
inhibidores de la colagenasa (23), como la alfa-2-macreglobulina, la Bl-an-
ticolagenasa y los inhibidores de metaloprotéinasas tisulares (TIMNP) (55}.
Entre Lodos estos, la alfa-2-macregleobulina es considerado el inhibidor mis
potente. Este inhibider muestra especificidad por la forma activa de la enzi
ma debido a que el mecanismo de inhibicidn depende de un corte que la proteil
na ejerce sobre la mol@cula del inhibidor, produciendo un cambio voniormacio

nal y quedando atrapada en su interior (54},

Al pasar los medios de cultive de macrdfagos estimulados por cromatogta-
fia de afinidad en heparina—sefavesa, se obtuvo la actividad colagenolitica
en la frac.ifn con afinidad por la resina, por lo que esta merodologia resul
ta 9ril para purificar colapgenasa de macrdfapos. Aparentemente, la resina ac
tlia como intercambiador catidnico y ha sido wrilizada pava purificar celage-
nasas de distintas fuentes, como huese de rvatdn, sisovial de cerdo (93), asi
como huesp y fitero de concjo; tambié&n se ha cempleado para ubtener una prepa-
racidon con actividad colagenoliitica libre de proteasas a partir de €. histo-—

lyticum (101).

La colagenasa de macrdfagos se une a 1a vesina zinc-sefarosa, lo cual in
dica la presencia de grupos imidazol y (o} tiul presentes en la superficie
de la proteina, que forman complejos estables con metales divalentes (102);

tambidn es probable que la afinidad por zinc tenga relacibn con el requeri-
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~miento de este metal en la catdlisis, ) ..

_ Kl correr en electroforesis la fraccidn obtenida después de pasar por
__héparinéesefa;osa-y'por zinc-sefarosa, se detecta que la fraccidnm con ac-
.tiviaadigolégenolitita migra en una regidn del gel correspondiente a un
';pésdjﬁbiecuiérfentre-Bz_y 68 Kd, representando probablemente distintas
forﬁéé moleculares de la énzima, lo cual ha siduv descrito para colagena-
'fsaérqbtenidas de diversas fuentes (23). Sin embargo, se desconoce a cuil
"o cuiles bandas se asocia la actividad colagenolitica y no se puede des-—

cartar la presencia de uno o mds contaminantes en la preparacidn.

Dado gque la triple h€lice de la coligena es resistente al ataque pro
teelitico de cozimas inespecificas, la colagenasa constituye el paso limi
tante en los procesos degradativos de esta proteina (22). Una vez produci
do el corte caracteristico de la cenzima, los fragmentos liberados se des-
naturalizan a temperatura fisioldgica y adquieren una conformacidn desor-
denada, convirti@ndose en sustratos pobres para la enzima colagenasa y al
tamente susceptibles a las funciones protecliticas de enzimas gelatinoli-
ticas sobre las cuales descansa la degradacidn subsecuente de la proteina
hasta el nivel de aminodcidos y pépridos (26).

Puesto que la depradacidn de coliigena en el granuloma de carragenina
es un proceso fundamentalmente extracelular (58), la existencia de protes
sas con actividad sobre gelatina en el medio intercelular es muy probable,
en este sentido, el hallazpo de gelatinasas producidas por macrdfagos es—
timulados resulta ser interesante. Un elemento de interBs lo constituye
el hecho de que en ausencia de estimule de carragenina las células no libe
ran la proteasa, y de modo paralelo, la actividad colagenolitica y gelatinp
litica son detectadas con el estimulo, sugiriendo una co-regulacién en la
produccidn de ambas actividades enzimiticas. Esta regulacidn coordinada re
sulta 1dgica ya que ambas enzimas dirigen su actividad proteolitica centra
distintas conformaciones del mismo sustrato. En cultivos de explantes de
piel se ha descrito que los glucocurticoides como la hidrocortisona v su
andlopo sint&tico dexametasona inhiben de mode ceoordinado la liberacién de
colagenasa y gelatinasa de una mancra dependiente de la dosis y a través
de un. proceso mediado por receptores, ya que un antagonista de la dexameta
sona (dexametasona 2l-mesilate) bloquea el efecto (110).

Se ha descrito que algunas colagenasas tienen muy poca afinidad por cg

ligena desnaturalizada en comparacifn con su capacidad degradativa contra
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el sustrato en estado naleo; no obstante, existen datos de que otras
.enzimas de’ esta clase como la purificada de fibroblastos de piel huma’
tmenen actlvzdnd gelatlnolltlca sobre las formas desnaturalizadas

de- la colage htlpo I ayVv (111). 5in embarpgo, su afinidad por gelatina

'an todos los‘casos es menor que por coligena. Por otro lado, reciente-

'mente se ha purlflcado una colagenasa-gelatinasa con actividad colageng
 11t1ca contra colagena tipo V (103); esta enzima se ha purificado del me
‘dio.de cultlvo de mucrdfagos alveclares. La enzima descrita en este tra-
:baJo_nn presenta_actlv1dad colagenolitica contra coligena tipo V peroc su

cépacidéd'hqntra la forma desnaturalizada de esta proteina no se explord.

_ aLa-E:ohatografia de afinidad en heparina-sefarosa de los medios de
- cultivo de'macrﬁfagOS estimulados con carrapgenina ha permitido separar
ilaé.éétividades colagenolitica y gelatinolitica descritas en este trabajo,
ya que la proteasa con actividad sobre gelatina no mostrd afinidad por la
resina. Esto permitid, por un lade, probar la preparacidn enzimitica con
actividad pelatinoliItica contra albiimina, hemoglobina a pH dcido y neutro
y contra coldgena nativa tipo I y V. La falta de degradacidn de estas pro
teinas indica que lz enzima es especifica contra los fragmentos liberados
per la colagenasa o la forma desnaturalizada de 1a coligena y que la enzi
ma es inhibida por EDTA, lo que indica un requerimiento de metal, por lo
que podemos considerarla una metaloproteinasa neutra con especificidad por

gelatina. Ademds se encontrd que esta proparacidn muestra afinidad por zine.

Tor otro lado, la preparacidn com actividad colagenolitica se probd con
tra col@gena desnaturalizada y no se encontrd actividad, lo que indica que
la actividad gelatinolitica se debe a la presencia de una gelatinasa y no a
una actividad de la colagenasa sohbre la col3gena desnaruralizada.

Lo anterior permite concluir qiie en ¢l medio de macréfagos estimulados
existen dos actividades enzimfticas distintas, cada una dirvigida contra di-
ferentes conformaciones del mismo sustrato. Este sugiere que talesrproteinas
podrian tener una actividad secuencial durante la degradaci®n extracelular

de la coldgena del granuloma in vivo,

La presencia de enzimas con actividad gelatinelitica ha side descrita
en diversos sistemas experimentaless; cultivos de explantes de tejido reuma-
toide (112}, hueso (26), leucocitos (99) y explantes de piel (110,113),

gelatinasa de piel muestra egpecificidad por gelatina y no degrada coligena
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natlva, Lampoco muestra actividad proteolitvica inespecifica scbre hemcglo ‘
bina o caselna._ ‘La enzima es inhibida por EDTA y requiere cﬁlclo, 5¢ pro
duce y libéra de modo.constante durante el cultivo, ya que deja de apare-
cer en.el medio en presencia de cicloheximida. La proteasa con actividad
 ge1at1no1it1ca encnntrada en el presente trabajo comparte las caracteris—’
:tlgas de .especificidad e inhibiecidn por EDTA con la enzima de piel. El pe
so molecular de la enzima de piel es de 120-150 Kd.

La act1v1dad gelatinolitica presente cn el medio de macrdfagos estimu
lados con carragenlna se asocia con distintas bandas cuando se prueba en
el ensayo de gelatinasa por electroforesis. Una banda de actividad se ob
serva en una regidn del gel correspondiente a 37 Kd, otra en 88 Kd, y de
'pendiendo de la preparacidn, aparecen bandas de alto pesec molecular supe
riores a 100 Kd. En las condiciones de almacepamiento en que se tiene la
preparacidn, la actividad de 88 Kd y la de alto peso molecular desapare-
cen y dnicamente persiste la banda de actividad de 37 Kd.

Cuando las cBlulas se cultivan en presencia de albiimina no se detecta
la actividad de 37 Kd sino {inicamente la de 88 Rd. Sin embargo, todas las
ﬁreparaciones son especificas para gelatina, se inhiben con EDTA y muestran
afinidad por zine. La diferencia entre estas preparaciones es que la acti-
vidad de 88 Kd muestra afinidad por heparina, mientras que la banda de 37 Kd

no es afin por esta resina.

Las observaciones anteriores abren dos posibilidades de interpretacidng
a) La primera seria que la desaparicidn de las actividades de alte peso mo-—
lecular y de 88 Kd se deben a un proceso degradativo, por lo que se manifies
tan en una regifn del gel correspondiente a 37 Kd. Lo anterior supone que la

banda de 37 Kd es un producto de degradacidn de 1la de 88 Kd.

b) Una segunda forma de interpretar estos resultados es que las distintas
bandas de actividad corresponden a enzimas diferentes y por algln mecanis-
ma, las gelatinasas de 88 Kd y las de alte peso molecular se inactivan, per

maneciendo finicamente la enzima de 37 Kd.

Con los datos disponibles se puede argumentar en favor de la primera po
sibilidad de la siguiente manera:
1. La {nica diferencia entre la gelatinasa de 37 Kd v las otras formas de la
enzima es que G¢sta no tiene afinidad por heparina, lo que probablemente se

deba a la pé&rdida de cargas positivas debida al proceso degradativoe.
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2. La ausencia de actividad de 37 Kd en los medios de c&lulas cultivadas en ./
presencia de albimina podri= deberse.a un efecto protector de esta proteina,
que por competencia evita la degradacidn de la. gelatinasa llevada a cabo por

alguna proteasa o por autocatadlisis. -

A favor de la segunda intekpretacidn de estos resultados se plantéan los

siguientes argumentos:

1. La forma de 88 Kd tiene afinidad por heparina scefurosa mientras que la de
37 Kd no se pega a la resina, lq-que indica diferencias estructurales, .
2. Al cromatografiar el medio de c&lulas crecidas en presencia de albiimina en-
Heparina—sefarosa, la fraccidn con afinidad por la resina se libera de la al-
biimina, eliminando el efecto protector. En ecstas preparaciones no se ha logra
do observar la banda de actividad de 37 Kd con ninguno de los tratamientos des

critos.

Una tercera posibilidad serfa que la presencia de distintas bandas se deba
a la agregacidn de mondmeros, que en las condiciones de almacenamiento se di-
socianj sin embargo, en las condiciones en que se preincuba la preparacidn con
§DS, lo mas probable es que existiera una disociacidn yrqua potaparccisrasitiz-

actividad de alto peso molecular.

Los estudios ultraestructurales del granuloma de carragenina han demostra-
do desde el tercer dia de evolucidn del proceso datos morfolfgicos extracelula
res que indican la degradacidn de coldgena, come fragmentacidn de [ibras, sepa
racidn de fibrillas y su desintegracidn. También se ha descrito que aunque en
las etapas finales del granuloma existe coligena intracelular en los fibroblas
tos, hay muy pocos signos de degradacidn intracelular de esta proteina (58).
Lo anterior contrasta con lo que ocurre en otros sistemas, como la reabsorcidn
de la ceola del renacuajo o la involucién del {itero post-parte, en donde 1a de-—
gradacidn intracelular de coligena e¢s prominente,

En la mayoria de los estudios ultraestructurales de la reabsorcifn de coli

_gena se ha visto que la fagocitosis de esta proteina es un fendmeno predominan
te y se ha propuesto que una vez que la coliigena es degradada en el espacic ex
tracelular por la colagenasa, los productes liberados por la enzima son ingeri
dos principalmente por‘mncrﬁfngos ¥y subsecuentemcnte degradados, sin que cxis-
ta oportunidad para que el efecto extracelular de la enzima sea visualizado
morfol&gicamente, En el granvloma de carragenina, dificilmente se detecran fi-

bras de celigena intracelulares en los macr&fagos (58). Por otro lado, la acti



53

vidad colagenolitica detectada ya sea por la t€cnica de explantes (61,62) o. -
en homogenados CB&), y la presencia de la enzima localizada inmuncenzimstiqg
mente (65), coinciden con las distintas peblaciones celulares del granuloma,
quedando involucrado cualquier tipo celular en el origen de la enzima. Sin -
embargo, la reﬁbsofciﬁn de coligena en el granuloma de carragenina ha sido es
tudiada utilizando el tejido integre, de donde el papel que cada tipo celular
desempefia en la respuesta no ha sido determinado.r

‘En'el presente trabajo hemos investigado separadamente las funciones se-
cretorias de enzimas colagenoliticas provenientes de macrSfagoes estimulados
in vivo con carragenina y hemos encontrado que estas cflulas tienen un papel
efector en las condiciones utilizadas, ya que son capaces de producir y liberar
colagenasa activa ante el estimulo de la carragenina, y en forma paralela, pro
ducen proteasas con actividad degradativa sobre los fragmentos desnaturaliza-
dos de coldgena con ura accién probablemente secucncial a la colagenasa. Lo

anterior coincide con diversos estudios del granuloma,

Bioquimicamente, se ha encontrade colagenasa acctiva en las distintas etapas
de evolucidn del granulema coexistente con los macrdfagos,

Morfoldgicamente, se ha descrito la presencia de carragenina en el interior
de los macrdfagos (58) y con los resultados de este trabajo sabemos que en es-
tas condiciones, los macrdfagos adquieren un potencial degradative; de donde es
18gico suponer que al menos una fraccidn de la colagenasa activa deltectada des-
de el tercer dia de evolucidn del granuloma mediante la t&cnica de explantes,
puede tener un origen macrofigico, Ademds, los signos degradativos extracelula-
res y la ausencia de coligena en el interior de los macr6fagos (58) indican que
probablemente la gelatinasa liberada por los macrdfages estimulados de mede ﬁa-
ralelo a la colagenasa, representa el instrumento degradativo que sustituye la

actividad fagocitica de la coldpena degradada.
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CONCLUSIONES

1. Los macrdfagos estimulados con carragenina producen paralelamente una

-_éplégeﬁasa“y'gelatinasa(s) activas,

La colagenasa es una metaloproteinasa con afinidad por heparina-sefaro

sa y por zinc-sefarosa, su peso molecular se encuentra entre 62 y 68 Kd

H

La actividad gelatinolitica es especifica y muestra requerimiento por
ﬁétales. Se han detectadoe varias gelatinasa(s) con distintas movilidades
en electroforesis:

i. Preparaciones de alto peso molecular y 88 Kd afines por heparina-sefa

rosa, presentes en los medios de c€lulas crecidas en medios con albii-

mina.

e

Preparaciones que ademis 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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