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INTRODUCCION 

Uno de los temas más fascinantes en la investigación 

actual en el campo de la Biolog!a del Desarrollo, lo constituye el 

estudio de los factores que condicionan la morf ogénesis de los 

sistemas biológicos, dentro de los cuales, las matrices 

extracelulares tienen un papel preponderante . Este papel se debe 

a que durante la diferenciación de un tejido, la formación de un 

órgano o el desarrollo de un organismo en un tiempo y espacio 

definidos, durante el ciclo de vida de un individuo, la expresiOn 

del genoma celular se ve modulada por las condiciones del 

microambiente extracelular. 

No hace muchos atios se consideraba que 

microambiente extracelular, que constituye cerca del 503 

organismos vertebrados adultos, era una entidad estática, 

este 

de los 

y se 

cre!a que las moléculas ah! presentes serv!an ~nicamente como el 

cemento intercelular que proporcionaba soporte a las células. 

Este concepto se ha modificado sustancialmente y hoy en d!a 

contamos con suficientes evidencias, producto de los estudios 

realizados por diversos investigadores en los campos de la 

Biología Celular, la Embriología, la Bioqu!mica y la Patolog!a 
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Experimental, que muestran que las matrices extracelulares, además 

de soporte, son un compartimento dinámico en constante y reciproca 

interaccion con las células63 • 

Las macromoléculas que constituyen las matrices 

extracelulares presentan la capacidad de asociarse entre si, 

formando grandes agregados macromoleculares caracterizándose por 

ser polimeros iónicos lineales, tales como: glicosaminoglicanos, 

proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas67 • 

Una clase de glicoprote!nas que se encuentran en 

todas las matrices extracelulares de animales multicelulares, lo 

constituyen las colagenas3 .El contenido y el tipo de colagena 

cambia apreciablemente durante el crecimiento, desarrollo y 

morfogénesis, as! como también en ciertos procesos patolOgicos. 

En los mamiferos adultos, las colagenas constituyen el 307. de las 

proteínas totales, esta considerada como la prote!na mas 

abundante, siendo el constituyente mayor de algunos tejidos como 

los huesos, los tendones y la córnea, quienes presentan mas del 

703 del peso seco, en cambio, otros tejidos como el higado 

contienen solo un 53 de colagena en condiciones normales 76 • 

Las colagenas son una familia de prote!nas 

fibrilares cationicas codificadas por diversos genes', que poseen 

en coman las siguientes caracter!sticas moleculares: 
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La cadena polipeptidlca contiene cerca de un 303 de 

glicina, distribuida cada tercer 

centrales. Tiene ademas 203 de prolina 

residuo en grandes zonas 

e hidroxiprolina y un 153 

de alanina, lo cual es poco usual en otras proteinas. Normalmente 

la presencia de prolina interrumpe la formación de la alfa hélice 

en una cadena p~lipept!dica, pero en la colágena, debido a su alto 

contenido y a la secuencia con que se presenta (glicina - prolina 

- y) o (glicina - x - hidroxiprolinal segón sea el caso, permite 

que la molécula llegue a configurarse en una hélice con 

caracter!sticas muy propias: su giro es hacia la izquierda, carece 

de puentes de hidrOgeno y tiene sblo tres residuos de aminoacidos 

por vueltaZ>· 48 • 

Geometricamente la unidad estructural de la 

colágena, se puede considerar como un cilindro de 300 nm de 

longitud y 1.4 nm de diametro, con un peso molecular de 300 000 

d7~. Ademas la composiciOn particular de aminoacidos de la 

colagena ta~b~en determina que se establezca la asociaciOn de tres 

cadenas polipeptidicas (constituidas aproximadamente por 1050 

residuos de a~inoacidos) formando una triple hélice CFig. No. 1), 

estabilizada por puentes de hidrbgeno entre hidroxiprolina y 

glicina de cadenas adyacentes, asi como entre aminoacidos ~lares 

y moléculas de agua que rodean a la microfibra. Los residuos de 

aminoacidos de los extremos amino y carboxilo 

cadena polipept1dica (procolagenal- llamados 

extensión- no forman parte de la triple hélice, 

terminal de la 

péptidos de 

pero intervienen 

en su formaciOn, por los enlaces covalentes (-S-S-) que establecen 

con aminoacidos de otra procolagena (Fig. No. 1). 
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Los estudios moleculares de la colAgena, revelan que 

los genes de las cadenas de esta proteína son de los más complejos 

que se conocen, con cerca de 50 exones separados, el gene es diez 

veces mayor que el RNA,., funcional 4 , 

El trimero (procolAgena) se sintetiza 

intracelularmente y es secretado al medio extracelular. La 

molécula de procolágena 

especificas , que le cortan 

puede ser atacada 

los péptidos de 

por proteasas 

extensión formando 

posteriormente, agregados macromoleculares mas complejos en el 

medio extracelular como fibras, colagena tipo I, II y III, mallas, 

colagena tipo IV o microfibrillas, colágena tipo V, VI y 

VII'· 47•ºº (tabla No.1). 

El tipo de agregado macromolecular complejo que se 

formará va a depender, entre otras cosas, del tipo de cadena 

polipeptidica que integre la triple hélice. Estas cadenas pueden 

ser similares pero no idénticas en su estructura primaria, ya que 

son producto de transcripcion de diferentes genes47 . Asi por 

ejemplo se han podido identificar varios tipos de polipéptidos:~l 

(I, II, III, IV, V),a<,2 (!,IV, V),o<3 {V),o<4 (V), que difieren en: 

a) Composición de aminoácidos. 

b) Secuencia de aminoácidos. 

c) Contenido de segmentos no helicoidales también llamados 

dominios no colagénicos. 

d) Modificaciones postraduccionales: 

* Pérdida de fragmento aminopropéptido de la procolAgena. 



Tipo Fórmula 

Colágena Molecular 

I (otl (I) j o<2 (I) 
2 

V .... 5~iJ)!~~~~~l (V) 

VI ."\~VIl,~2(VI) I 

VII 

VIII 

IX 

X 

XI 

~J (\JI) ; 

·~1 cvú> 
··(~(VIII) 

o<,¡ ~IX) ,~2 (IX), 
.. (IX) 
" 3 
(o¡l (X)] 3 

Agregados 

Macromolcculares 
Ul traes true tura 

Se asocia en haces 
paralelos, constit~ 

yendo FIBRAS estri~ 
das de diferentes 
diámetros. 
Forma una red de Fl 
BRAS finas estria
das o no. 
Pequeñas FIBRAS asQ 
ciadas a colágena -
tipo I. 

MALLA 

? 
desconocido 

Agregados MICROFI-
BRILARES do alto P. 
M. (dímero, tetrame
ro, f ilamon Lo) csta
biliz<ldo por puentes 
disulfuro. 
Sola o en forma de 
dímero MICROFIBRILAR 
hélices pequeñas. 

Especie menor de 
cartílago. 

Especie menor de 
cartílago. 
Especie menor de 
cartílago. 

Locnlizqcién 

intersticial,piel,tendón, 
huesos, córnea, ligamentos, 
vasos sanguíneos,músculo 
liso, 9~ de la colágena 
total del organismo. · 
inLcrsticial, cartílago, 
humor vítreo, notocorda. 

intersticial, piel, aorta, 
hígado,pulmón,asociada a 
fibras reticulares. 
Membranas basales,glomé
rulo de riñón, cápsula -
del cristalino • 
Pericelular,placenta,piel, 
estroma pericelular, in
tersticial. 
vasos sanguíneos,útero, 
placcnta,ligamentos, piel, 
pulmón. 

Fibras de anclaje de mem
branas ba·,:ales. 
Células endoteliales. 

Cartílago 

Cartílago 

cartílago 

'-------------·--·-·--·-·---·-·--·-----· 

'l'ABLI\ No. 1 

características de los tipos conocidos de colágena. 

Contenido de 

hidroxilisina 
y carbohidratos 

bajo 

alto 

bajo, pero de 
hidroxiproli
na alto. 

muy alto 

alto 

Gl-ie'osiamini>gH \ 
canos 

asociados 

dermatán 
sulfato 

condroitin 
sulfato 

heparán 
sulfato 
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• Pérdida del péptido de extensión carboxilo terminal. 

• Grado de hidroxilación. El contenido de hidroxilisina es 

mayor en la cadena -<1 (IV) que en O( .. (II) < 2 (I) < (I y 

III). 

• Grado de glicosilación. La colágena tipo IV es mas rfoa 

en glucosa y galactosa. 

e) Contenido de enlaces covalentes in ter. 

moleculares. 

En condiciones normales, el recambio de colágena es 

sumamente lento; y dependiendo de los estados fisiológicos, su 

vida media es larga, variando de 60 a 300 dias, aunque existen 

algunos tejidos, como en el útero postparto que puede llegar a ser 

de 24 he3 Se ha observado que existe un equilibrio entre la 

síntesis y la degradación de esta molécula; y que esta dinamica 

esta asociada con la proporción célula-colágena, que es constante 

para cada tejido. En ciertos estados patológicos se ha visto que 

hay una alteración de esta proporción. Existen diferentes 

factores que determinan y regulan las variaciones cuantitativas de 

la colágena. A nivel de depósito, estos factores dependen de cada 

elemento que interviene en la bios!ntesis de esta prote!na. En lo 

que respecta a su degradacion, la colágena en estado nativo no es 

susceptible a enzimas proteoliticas inespeclficas, salvo la 

elastasa de leucocitos polimorfonucleares'º que tiene acción 

sobre la colágena tipo III y la Catepsina G que actúa a pH 

acido, degradando a la molécula en sus regiones -no-

helicoidales. También se ha observado que la colágena tipo III 

es suscepible a ser atacada por otras proteasas tales como 

la tripsina. Sin embargo la molécula de colágena puede ser 
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degradada por un grupo especifico de enzimas: LAS COLAGENASAS. 

Diferentes tipos de colagenasas se han identificado. 

En base a sus propiedades fisicas y por la especificidad del 

sustrato en diferentes tipos de colágena. Existen reportes de 

colagenasas que degradan colágenas intersticiales, tipo I, II y 

III, pero que no pueden degradar colagenas tipo IV y V84 , las 

cuales aparentemente son degradadas por otras proteasas. 

A través del estudio de las colagenasas animales, se 

ha observado que comparten caracteristicas comunes independientes 

de sus diferentes orígenes: 

1. Estas enzimas no se almacenan sino que se liberan de novo, 

solo existen dos casos de almacenamiento: en leucocitos 

polimorfonucleares77 y en placenta~•. 

2 Muestran mayor especificidad por el sustrato en estado 

nativo y poca afinidad por el:sustrato. desnaturalizado 

que es la gelatina48
• 

3. La enzima corta a la molécula nativa de colAgena en un 

locus especifico, dando lugar a dos fragmentos que 

corresponden a tres cuartas partes de la molécula (amino 

terminal),que se denomina TCA7e y el otro fragmento, que 

es carboxiterminal, vendria siendo la cuarta parte 

restante y se llama TCD2e2 e·'º {Fig. No. 2). 



-Modelo de la acción es~ecÍfica 
de la colagenasa animal sobre 
la molécula nativa de colágena. 

TC 

• 
= -NH 

Jesnaturalización 
35ºc 
~ 

0(J 

Pig. 2 

2 
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4. Son metaloenzimas que actuan a un pH neutro. 

S. Se ha reportado que las colagenasas pueden contener zinc 

en el sitio catal1tico66 • Requieren calcio para su 

actividad, siendo sensibles a inhibidores como el EDTA, la 

cisteina, la ortofenantrolina y otros compuestos 

quelantes"'2
• ''"'. En el suero sanguineo existen también 

proteínas inhibidoras de la colagenasa como la ~ :z 

macroglobulina, que inhibe a la mayor parte de las 

proteasas, la /3 1 y la jJ tromboglobulina26 • :r9. Existen 

también otro tipo de inhibidores denominados "inhibidores 

de metaloproteasas de tejidos" (TIMP}, que son 

glicoprote!nas de alrededor de 30000 d. y que se unen 

estequiométricamente a la colAgenasa activa asi como a 

otras proteasas del tejido conjuntivo. Estos inhibidores 

se han encontrado en hueso de conejo, liquido sinovial y 

amnioticoe 1
, piel humana71 y otros tejidos. 

6. El peso molecular de las colagenasas oscila generalmente 

de 25000 a 60000 daltones 24
• 2 ª, aunque existen reportes de 

colagenasas con peso molecular de 16500 el cual 

corresponde a la enzima de rinon de rata7 '; 21000 d, para 

la del humor acuoso humano,2 ; 137000 d, para la de hueso 

de cobayo 10 ; y de 158000 d, para la de córnea de 

conejo .. º. 

7. No todas las colagenasas intersticiales son iguales, un 

caso demostrativo es: la colagenasa provinente de 

granulocito humano, que puede degradar colAgenas 

intersticiales, difiriéndo de otras con igual capacidad en 
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cuanto a: afinidad por el sustrato41 , en peso molecular"'2 

e inmunologicamente36 , lo cual indica que también existen 

diferencias entre colagenasas del mismo grupo. 

a. Estudios inmunológicos sobre colagenasas reportan que: 

-Las colagenasas obtenidas de diferentes fuentes de 

tejidos del 

inmunológica. 

mismo individuo revelan identidad 

-Las colagenasas derivadas de diferentes individuos 

de la misma especie son también idénticas 

inmunológicamente. 

-Hay algl'.ln grado de reacción cruzada entre 

colagenasas de especies muy relacionadas 

filogenéticamente, por ejemplo: la identidad 

interespecie entre las colagenasas de piel de rata 

y raton62 . 

Gross y Lapiére en 196224 , reportaron el primer 

método in vitre para demostrar la existencia de una colagenasa 

especifica endógena en tejidos animales (reabsorción de la cola 

del renacuajo). Este trabajo hizo dos aportaciones: una 

conceptual (primeros datos sobre la actuación de la enzima) y otra 

metodológica (cultivo de explantes de tejido sobre geles 

reconstituidos de colágena). Actualmente, se han identificado 

colagenasas de vertebrados en diferentes tejidos y tipos de 

(Tabla No. 2). Además, estudios 



ESPECIES 

Bovino. 

Cabra 

Ca~gr~J();f;.· , 
e,:., 

Cerdo ''' 

Cobayo 

Conejo· 

Pollo 

Humano 

Lagartija 
acuática. 

Perro 

Pescado 

Rata 

Ratl!>n 

Renacuajo 

COLAGENASAS ANIMALES 

LUGAR DE ORIGEN 
(tejido, célula u órgano) 

Gingiva 7 • 

Hueso"'""· 

Hepatop~ncreas 1 e. 

Synovia62 • 

Piel (normal y herida) 42 , hueso08 , granulo
ma86•61, macrofagos46 • 

Piel herida 12 , cl!>rnea40
, synoviaªe, hueso"'"" 

otero, colon, cartílago, granuloma00 , tumo
res~'. fibroblastos40 , macrofagosª1 . 

Piel (estado adulto y embrionaria), hueso"'4 • 

Piel (adulto y estado embrionario) 14 , hue
so19, synovia (liquido y celulas) 32 , gingi
va20, riMOn, cornea"', estomago, articula
ciones, tumores 2 , granulocitosee, macrofagos 
alveolares, fibroblastose, nodulos31 , leuco
citos88, oido medio•. 

Regeneracion de miembros 10 . 

Brote de dientes62 . 

Piloro"'2 . 

Piele4
, ~teroe0 , hueso, cornea, higado, ri

non, granuloma"'2 , tumores, células de Kupf
fer1ª, eosinofilos,neutrofilos. 

Piel 8
', hueso78 , ~tero, higado62 , macrofagos. 

Cola, piel e:s. 

Tabla No.2 
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moleculares revelan secuencias especificas de algunas colagenasas, 

por ejemplo: la secuencia de la colagenasa de fibroblastos de piel 

hunana 1
•, se ha determinado también la secuencia completa del clon 

DNAc, representando el tamano total del RNA... de esta misma enzima. 

ObservAndose la estructura primaria de la colagenasa y su 

honologia con diferentes oncogenes21 • 

Regulación: 

El estado de agregación del sustrato es un factor 

regulador en la accion de la colagenasa34 ¡ la colagenolisis es 

dependiente de la estructura de triple hélice y se ve disminuida 

en fibras insolubles estabilizadas por enlaces intermoleculares. 

Estudios in vitro han demostrado que la colAgena llamada 

pol:mérica insoluble, rica en enlaces intermoleculares, no es 

sus~eptible al ataque por las colagenasas sin antes incubarse con 

enzimas lisosomales o proteasas del tipo de la catepsina 0'"'. 

A través del estudio molecular de las colagenasas, 

se ha observado que existen diferentes niveles de regulación: 

a) Control de síntesis y subsecuente procesamiento 

de formas precursoras. 

b) Empaquetamiento y secreción de la proenzima. 

c) Activación de la procolagenasa. 

d) Actividad en el medio extracelular. 

e) Inhibicion de la forma activa de la enzima 34 • 



Para abordar el primer nivel, 
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en fenómenos 

inflamatorios o de remodelación extensa, se han reportado 

diferentes factores que modifican la cantidad de colagenasa que se 

sintetiza, tales como: 

1. Hormonas, proteasas, prostaglandinas o linfocinas 

Se ha observado que la elevación de los niveles de progesterona 

previene la expresión de la colagenasa en el ~tero pre-parto de la 

rata y el descenso del nivel de la hormona después del parto puede 

ser la causa del comienzo de la degradación de la colagena34 . 

En estudios de traducción de RNAm en sistemas libres 

de células, se ha visto que las cadenas se sintetizan como pre

proenzima que contienen secuencias se~al hidrof6bicas en el 

extremo amino terminal. Esta secuencia facilita su paso hacia el 

lumen del retículo endoplasmático rugoso, siendo hidrolizada 

posteriormente por endopeptidasas intramembranales4 • 7~. 

2. También se ha visto que el factor celular 

mononuclear producido por macrofagos y monocitos, estimulan a los 

fibroblastos sinoviales o de cornea para aumentar la producción de 

colagenasa 3 4 

Las primeras formas precursoras de la colagenasa en 

vertebrados fueron identificadas independientemente por Harper en 

1971 en tejido de renacuajo2 ª y por Vaes en 1972 en medio de 

cultivo de osteocitos de conejo 7 ª. Para dar una explicación a la 

latencia de la enzima que se reportaba en los diferentes tejidos, 

se han propuesto dos mecanismos principales de activación de la 

enzima, basándose en observaciones experimentales: 
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1) ACTIVACION DE UNA PROENZIHA: pudiéndose encontrar cualquiera 

de las siguientes situaciones: 

a) Activacibn espontAnea de 

observaci6n de que 

la 

la 

proenzima: Se 

enzima latente 

basa 

se 

en la 

activa 

espontaneamente, sin que ocurra ningon cambio aparente en el 

peso molecular de la enzima al activarse26 • 69 • 7 º. 

b) Activacibn de la proenzima por prote6lisis: En experimentos 

"in vitro", se ha observado que el ataque proteol1tico de 

enzimas como la tripsina, activan a la enzima latente por la 

perdida de un peptido de bajo peso molecular6•· 70 . 

2 ACTIVACION POR DISOCIACION DE UN COMPLEJO ENZIHA-INHIBIDOR: Se 

ha observado que la activación de enzimas latentes "in vitre" , 

puede llevarse a cabo por medio de agentes que interactuan con 

grupos sulfhidrilo: o bien por prote6lisis; observandose 

cambios en el peso molecular de la enzima. Se han encontrado 

por otra parte, inhibidores espec1ficos de la colagenasa, que 

al mezclarlos con colagenasas activas, establecen complejos que 

presentan características similares a las de las colagenasas 

latentes; siendo estos complejos reversibles26 • 

Dada la importancia del proceso de activación como 

factor de regulación en la colagenolisis, muchos han sido los 

sistemas de cultivo de células y explantes donde se han descrito 
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activadores en diferentes medios de cultivo y se ha logrado 

activar a la proenzima in vitro mediante distintos tratamientos. 

En el modelo de reabsorcibn de la cola del renacuajo se reportb la 

existencia de un sistema proteolitico formado por diversos 

componentes capaz de convertir a la procolagenasa en su forma 

activa"""'. También se ha observado que la colagenasa latente puede 

ser activada mediante una breve exposicibn a detergentes como el 

SOS en concentraciones del 1 o 23, las cuales se consideran 

disociativas. Es probable que en este caso lo que este ocurriendo 

sea la separación de un complejo enzima- inhibidore•. La 

procolagenasa liberada por fibroblastos de piel humana puede 

ativarse de manera espontanea que depende del tiempo y la 

temperatura y no manifiesta cambio en el peso molecular 6 '. Grant, 

G. A. et al 22 , reporta que la enzima de fibroblastos de piel 

humana se sintetiza en forma de pre-proenzima con un peso 

molecular de 50092 d con un péptido se~al de 19 aminoacidos de 

longitud. Los productos de secrecibn primaria de la enzima 

consisten en una forma glicosilada con un peso molecular de 57000 

d y otro péptido que no sufre modificaciones con un peso molecular 

de 51900. La activación proteolitica de la enzima resulta de la 

remocibn de 81 residuos de aminoacidos de la porcibn amino 

terminal de la enzima. Estudios realizados sugieren que la 

tripsina u organomercuriales pueden ser los responsables de 

activar a la procolagenasa, iniciando una reaccibn 

autoproteolitica intramolecular de la cual resulte la formación de 

la enzima activa. Otros reportes indican que, en medios de 

cultivo de sinovio de bovino existe un factor con actividad de 

interleucina 1 capaz de activar condrocitos para que sinteticen 

una proteasa involucrada en la activacibn de procolagenasa (CAP). 

Esta proteína es ácida, aparece como una doble banda de peso 
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molecular entre 56000 y 57000 d en electroforesis en SDS. La 

colagenasa es dependiente de la presencia de esta prote1na para su 

activación; sin el activador no puede ser activada por tripsina o 

por APMA?4 . 

Colagenasa del Granuloaa de Carragenina en Cobayo. 

La Carragenina es un polisacárido sulfatado de alto 

peso molecular, obtenido de diferentes algas marinas, tales como: 

Chondrus chispus, Gigartina millosa y otras~,. Comercialmente se 

utiliza como estabilizador y gelificante de algunos alimentos. Se 

compone de dos diferentes polimeros conocidos como kapa ( y 

lambda ). Al inyectarla subcut~neamente en el abdomen del 

cobayo Cavia porcellus (fig. 3) produce una reacciOn bif~sica, 

que consiste en inflamación aguda y depósito .de tejido conjuntivo 

en la etapa temprana y una posterior degradación que involucra a~n 

al tejido circundante, este modelo experimental es: El granuloma 

de carragenina, atil en nuestro estudio sobre metabolismo de la 

colagena por ser un modelo sencillo y reproducible""'-. 

metabolismo 

Este modelo ha permitido estudiar la regulación del 

de colagena tanto en lo que se refiere a su 

bios1ntesis como a la degradaciOn. En el estudio del metabolismo 

de col~gena, se ha dado un mayor énfasis en el laboratorio, a la 

regulación de la degradacion de esta molécula, ya que su 

biosintesis es mejor conocida y ha sido ampliamente estudiada. La 

degradación de col~gena durante la remodelación de tejido 

conjuntivo es iniciada por una enzima espec1f ica llamada 
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Esta proteasa neutra extracelular se aisló y 

caracterizo en el granuloma de carrageninaeó. Se preparo un 

anticuerpo anticolagenasa y por técnicas inmunoenzimáticas, se 

demostró que la colagenasa se encuentra presente en el granuloma 

tanto en la etapa de acumulación de colAgena como durante la 

reabsorcion de la misma"""", asociada a las fibras de colágena en el 

espacio extracelular, esta observación confirmó hallazgos 

an~eriores en relación a este tipo de asociación colágena

colagenasa~7. Al no encon~rar diferencias en cuanto a la presencia 

de la enzima que permitieran explicar alguna de las posibles 

causas de este fenómeno bifásico, se procedió a estudiar la 

bioslntesis y degradaciOn 1e colAgena endógena en el granuloma, en 

ambas etapas de evoluci~n. Los resultados de este estudio 

mostraron que en la fase ini~ial del granuloma la biosintesis de 

colágena es mayor que dura~~e la reabsorción y que aproximadamente 

la mitad de la actividad colagenolitica se encuentra en estado 

latente en la etapa de depósito mientras que toda la enzima está 

activa durante la reabsorción 17 . La búsqueda de las células 

responsables de la sinteis de la enzima llevó al establecimiento 

de cultivos de fibroblastos del granuloma y a la estimulación de 

macrófagos peritoneales con carragenina, en este ultimo sistema se 

demostró la liberación al medio de cultivo de colagenasa y 

gelatinasa46 • 

El hecho de que en la etapa de deposito hubiera 

enzima latente y en reabscrción solo se presentara la forma 

activa, hizo sospechar la presencia de un mecanismo responsable de 

la activación. 
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OBJETIVO 

Existen reportes contradictorios en cuanto al peso 

molecular de las colagenasas de cobayo, entre los que se citan: la 

colagenasa de piel con un peso molecular de 130000 d y 40000 d42 y 

la colagenasa de hueso de 137000 d y 29000 d 10 • El objetivo de 

este estudio es: caracterizar adecuadamente a la colagenasa del 

granuloma de carragenina en el cobayo y obtener un buen nivel de 

purificación, para la obtención de un anticuerpo. 

Si tornamos en cuenta datos que en nuestro laboratorio 

sugieren ademAs de la existencia de la enzima, 

activador~ el objeto de esta tesis también 

activador de la enzima del granuloma. 

la presencia de un 

es: separar el 

Ademas de utilizar las técnicas usuales de purif icaci6n 

(como son: centrifugación diferencial, cromatografia de 

intercambio fónico, de afinidad, filtración molecular, entre 

otrasl 33 , se explorara la posibilidad de usar colagena polimérica 

insoluble como soporte para cromatografia de afinidad. 
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OBTENCION DE'.LA ENZIMA 

l. Obtención de Granulomas de Carragenina: 

Cuatro cobayos de ambos sexos, con peso de 400 a 500 

g. se inyectaron subcu:faneamente en l,a región abdominal con 5 ml 
: .<y,--'· 

de una solución' de Cafr~genina (Visear in 4. 02, lot. No. .201508 

Marine ColJ~:~~~~~~~.;In<::35}~~i'ir):gfi0eld,::~~~iJersey) -al -13 én.NaCÍ '0 .15 

M. previam~n~f'%:j;~1·¡};~'.;1,~i~tra ~<-m~~~~~b.'Nah·/~ )~~{~ri+1zkcta~,-·· 
0 'i?}P~r~ ··c.··· ··1·~ '..:•otii:enci.~r1::·:···c1.~ · '(gfanu'i6~a~2,':i;i~;;;·\? ci~:J~ron 
<'.·{; :._'.· - <·: :•:,'1" .... · ·-,.; ;·~·-·, 

evolucionar .siete dias< para la etapa de · dep6sit6; ·· y catorce dias 
.; .. 

para la etapa de reabsorción. Dos animales ·de cada etapa se 

anestesiaron ligeramente con éter y se sacrificaron por 

exsanguinación cardiacae'. Se rasuro la ,piel del abdomen y se 

extrajo el granuloma; separándose cuidadosamente el tejl.do 

adiposo. Posteriormente,se cortaron fragmentos de aproximadamente 

2 mm. 
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2. Cultivo de explantes: 

, Expla~t:es de granuloma tanto de depOsi to como de 

reabsorción fu~ro~ cultivados por el método desarrollado por 

Gross,J.J. y Lapiere, C.M. 24 ; que consiste en conservar vivos 

fragmentos de tejido durante siete dias, en un medio de cultivo 

ausente de suero. El cultivo de explantes, se llevo a cabo en 

condiciones estér.iles, utilizando cajas de petri de vidrio de 5 cm 

de diémetro con 5 'ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (Gibco 

lab. cat. No. 430-2100, Chagrin Falls Ohiol ds antibfoti.cos 

<penicilina sOdica,100 u/ml., estreptomicina 100 ug /ml y 

Fungizone (Anfotericina Bl 50 ug/ml). Los cultivos se mantuvieron 

durante siete dias a 37 ºC en una atmosfera de 5~ de C02 y 95~ 

aire. El medio de cultivo se colectó cada 24 h. y se sustituyo 

por medio fresco. Una vez colectado, se centrifugo y ajusto pH y 

concentracion de Ca2 • con Tris-HCl 1 M. y CaCl2 l M para llevar a 

una concentración final de O.OS M. y 0.01 M. respectivamente. 

3. Concentración del Medio: 

El medio colectado se precipitó con sulfato de 

amonio al 603 de saturacion a una temperatura de 4°C, se 

centrifugo a 8000 rpm durante 20 minutos a la misma temperatura. 

El precipitado obtenido fue resuspendido en amortiguador Tris HCl 

O.OS M (pH=7.4), CaCl2 0.01 M, y se dializo exhaustivamente contra 

el mismo buffer. 
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PURIFICÁCION DE.LA ENZIMA 

.Granuloma 
7 y 14 dlas 

! 
explantes de cultivo 

l 
precipitación con sulfato de amonio 

al 60?. de saturación 

precipitado 
Solubilización con 
amortiguador de Tris. 

ElJido 
Tris-HCl 

l 
DEAE Celulosa 

t El u ido 
NaCl 

1 
Ultrogel Aca-44 

Colágena Polimérica Insoluble 

HPLC 

fig ... 



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 

El medio concentrado se p~so por una columna de DEAE 

Celulosa , de 2 cm de diámetro por 10 cm de altura y se equilibró 

con amortiguador Tris HCl O.OS M (PH=7.4), CaCl2 0.01 M. 30 ml de 

la fraccion total tanto de depósito como de reabsorción se corrió 

a un flujo constante de 30 ml/h colectando fracciones de 7 ml. La 

columna se lavo con el mis~o amortiguador hasta que la absorbancia 

de las fracciones leidas a 230 nm fuera cero. Posteriormente se 

aplicó NaCl 0.25 M en 400 ml del amortiguador inicial para eluir 

la proteina unida a la resina. 

Se determinó la actividad colagenolitica de las 

fracciones eluidas con Tris HCl O.OSM (pH=7.4), CaCl2 0.01 M y 

de las fraccicnes eluidas con NaCl (muestras: depósito y 

reabsorción J • 

•,.,,, 

La'.\ Ú~d~i¿n ··.·eón · actividad colagenolitica se 

concentró en una.bolsa de dialisis con azocar glass y se pasó a 

través de una columna de Filtración Molecular (Ultrogel AcA-44)de 

2 x 95 cm, equilibrada con amortiguador Tris HCl 0.05 M (pH=7.4J, 

CaCl2 0.01 M, a un flujo de 60 ml/h. Se colectaron fracciones de 

2.9 ml en un colector marca Gilson, midiéndose la densidad optica 

de cada fracción a 230 nm hasta q~e disminuyó a cero. Se 

determinó actividad colagenolitica del eluido. 
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 

tas muestras con actividad colagenolitica eluidas de 

ultrogel Aca - 44, se dividieron en dos fracciones. Una de ellas 

se trato por cromatografia de afinidad con Zinc-Sepharosa y la 

otra por adsorciln a colAgena polimerica insoluble. 

1.Columna de Zinc (Chelating Sepharosa 6B -Pharmacia-J. 

c.ltura, 

<pH=7.5l, 

Se. usó una columna de 3 .4 cm de diámetro y 3 cm de 

M la cual ·.una vez empacada se preparó con EDTA o. 25 

'a~G~: '.de~tilada y una solución de Zn 5 mg/ml en ácido 

acético o.oL~\,' I.~:-~olumna se lavo con amortiguador Tris-HCl ·o.OSM 

(pH=7.4), c~·b~;;~'..OlM y se aplicó un flujo constante de 60 ml/h. 
·~. :: .'1}!.+ ,, . 

. - ~._,_,-_ .~;c-,,.--ii~~~2-

., ·<;·:<.La fracción que no se pego a la columna , se -1av6 
··-f .. '· 

·:.on Tri~-'í-icr>"o'.os M 
•• -:, ¿, ••• -

230 nm f~e 'iJ~~t 
'< pH=7. 4), CaCl::z o. OlM hasta que la lectura a 

Despues se agrego imidazole 0.1 M, CaCl::z 0.01 M 

( pH=7 l • co~'.: ef objeto de eluir la fracción que tenia afinidad por 
'' 

el Zinc. 
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2.Co!Agena polimerica insoluble. 

La colAgena polimérica fue obtenida de tendOn de 

vaca de acuerdo al método de Steven, F. 5. 69 , el cóal es resumido 

en la fig. S. Se coloco en Tris-HCl O.OS M (pH=7.4), CaClz O.OlM, 

durante 24 h, para después ser centrifugada a 2SOO rpm .. al 

sobrenadante obtenido se le determino proteína de acuerdo · a. la 

técnica de Groves:"''; la colagena poliméri(;~·~, s~ l~v;'.~o~';~É;~.fsmo 
buffer, verificando.--que· su lectura ~-Uei~~á ~Cér-6·": ·.~~----:;·-~~: ~~--: ·:2_-_;~ :~:~;;5_.::~·~}r-

.... ,._;·.·" 'ic;~: ·. «· ., .:_--'~".::C-'.j~:::'.'-

COn .. acti;;iÍcÍa·~º9§1a·~~i1«;1'.f'~{ba,"~F~~irH~nte ~. -

. L.a fracción 
,>··;·-

se->i-ri9úb~ éif- ·-~~~/.~b-a~_ch:~·· --? :con '_ .. lá:? -C_otá·gena 
,;".' ,_ 

de Ultrogel'AcA 44, 

polimerica iÍ'lsoluble y un control con-'.Tris-HCl o.os ;M 'CpH=i~4l, 

CaClz 0.01 M. sin muestra (Fig 6). · o~'spués de 24 h se lavo con 

el mismo buffer y se aplicó NaCi: 0:1s M., se incubó 9e igual 

manera y por el mismo tiempo. De los sobrenadantes obtenidos, se 

determino proteina de acuerdo a la técnica de Groves y se corriO 

electroforesis. 

PolimerizaciOn con glutaraldeh1do. 

La colagena polimérica se trato con glutaraldehido 

de acuerdo a la técnica de Ternynck, T. y Avrameas, S. ,197673 , 

Se probaron diferentes amortiguadores, que combinados con el 

glutaraldeh1do al 23, fueron el medio en el cual se incubo la 

colagena por un lapso de 3 h. a temperatura ambiente. 

DistribuciOn de las muestras: 
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Figura Np. 5 



PURIFICACION DE LA ENZIMA CON COLAGENA POUMERICA 

Cóla9eria F·oi imérica 

SOBRENADANTE I: 

Eluido Tris 

Centt;ifü9.at:.:<2500 r:pm, 15 min) 

SOBRENADANTE II: 
'.-_~; ·-_:~:;), ._;·~:-~L .. 

It1•=•.ibar f~'i°lffCl Eluido NaCI 

Lavar.con Tris HCl 0.05 M 
(pH=7.4l~Cc.Cl 0.01 M • • Guardar a 4c• C. 

Figlffa No. 6 



29 

l. Col. polimérica en PBS (buffer salino de _fosfatos, 

pH=7.4) + glutaraldehido al 2?.. 

2. ColAgena polimérica en amortiguador , de acetatos - (pH=S) 

+ glutaraldehido al 2%. 

3. Control: colágena pol imérica unicaínente en presencia del 

amortiguador. 

Terminada la incubación, a cada una de las muestras 

se les aplico etanolamina 1 M. (pH=7.4), se la·.raron con el 

amortiguador - que las contenia sin glutaraldehico y fueron 

centrifugadas a 2600 rpm. Finalmente se determino concentración de 

proteina en cada una de estas. 

La colágena polimérica se coloco en "ba'tch" con EDTA 

0.4 M. (pH=j',4), teniendo también un control incubado en Tris-HCl 
i__¡'.,._ 

O.OS M.>'(;pH=j.4). CaCl:z 0.01 M. Se determino concentración de 

proteína. 

CROMATOGRAFIA DE FILTRACION MOLECULAR•' H P L C (Cro11atografia 

liquida de alta presión). 

La muestra con actividad colagenol!tica eluida de la 

columna de Zinc, se pasó por una columna de filtracicn en gel, 

cuya matriz es de silice (Glas Pac Column TSK G 3000 SI.' 8x300 mm), 

donde se colocaron 200 ul de muestra para separarse, cclectándose 

fracciones de 1 ml a un flujo constante de 0.5 ml/min., a las que 

se les determino prote!na y corrió electroforesis. 
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PRUF;J3k .DE .. ACTIVIDAD COLAGENOLITICA. 

Se han reportado diferentes técnicas para demostrar 

actividad, y en este caso la actividad de la colagenasa se 

:::etermino de acuerdo al metodo de Terato y Nagai, 197672 , 

Usando como sustrato radiactivo ~H colAgena con una actividad 

especifica de 109 044 cpm/mg de colágena. El método consistió en 

incubar colagena H3 soluble con la enzima 

33°C, durante 12 h.' 

reacción se detuvo con 

~egradación enzimAtica 

al término de 

ortofenantrolina, 

se separaron 

dioxano:metanol (4:1), en virtud de que 

a una temperatura 

la incubación, 

los productos 

de 

la 

de 

precipitando con 

la colAgena nativa 

precipita, mientras que la colagena degradada permanece soluble. 

Se centrifugó y se determinó radiactividad al sobrenadante en un 

contador de centelleo liquido Minaxi B Tri-carb (United 

Technologies Packardl. Los resultados se expresan como el 3 que 

representan los péptidos solubles en dioxano-metanol con respecto 

a la radiactividad total incubada, restando a cada preparación su 

control inhibido. 

Activación de las preparaciones.- La presencia de 

actividad colagenolitica latente se reveló mediante proteolisis 

limitada con tripsina o tratamiento con compuestos 

organomercuriales. Para la activación con tripsina se incubaron 

100 ul. de medio concentrado con diferentes concentraciones de 

':.ripsina (0.5, 

reacción, a 

1.5 y 3 ug/ml) disuelta en el amortiguador de 

temperatura ambiente, durante diez minutos; 
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posteriormente se agrego inhibidor de tripsina del frijol de soya 

(SBTil cinco veces mAs concentrado que la enzima y se procedió a 

determinar la actividad colagenolitica de la muestra activada. La 

relación de concentración fue variable, el rango estuvo entre 

1:100 y 1:75. 

Los resultados se expresan de la siguiente forma: 

~de activio<o cpm( experimentales - blanco) x 100 

colagenolltica cpm de la gelatina (totales) 

ELECTROFORESIS SOS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

El grado de pureza obtenido después de cada uno de 

los pasos mencionados se siguió por electroforesis. La Técnica se 

realizo de acuerdo a Laemmli,197044 en geles de poliacrilamida al 

107. con SOS. Las preparaciones se diluyeron con el amortiguador de 

la muestra, ajustando la concentración de proteína entre 5 y 60 

ug. Todas las muestras fueron corridas con mercaptoetanol 

De manera simultanea se corrieron patrones de p.eso 

molecular (que incluyeron albumina serica bovina, ovoalbumina, 

pepsin6geno, tripsinOgeno, beta lactoglobulina y lisozima) y 

patrones de albumina y ovoalbómina. 

Al final de la corrida los geles se tifieron con 

colorante azul de Coomasie R durante una hora y se destineron en 

una solución de acido acético-metanol. 



GELES DE GELATINA Y CASEINA. 32 

mg/ml 

Se prepararon seglln Laemmli44 , pero .adicionando 1 

de gelatina o de caseina seglln el gel que se tratarri,Y;; mas 

2. 5 veces la cantidad usual de persulfato de amonio para EÜ gel de 

caseina, de acuerdo a Chin, J. R. et al, 1985 11 • Las muestras 

antes de correrse no se hirvieron, ademas de colocar el SDS al 303 

TinciOn con plata. 

Ademas de la tinción con azul de Coomasie, algunos 

geles se tineron con nitrato de plata de acuerdo a la técnica de 

Heukeshoven, 1985""" ... Pár~·.~~t~ner una mayor definición de bandas 

·-en los patrones eiectr~foféticos. 

Actividad Gelatini>liüca. 

Para probar si la muestra con actividad 

colagenolitica, presentaba también actividad gelatinolitica, se 

incubo la muestra enzimatica con gelatina durante 3 h. a 37°C. 

deteniéndose la reacción con TCA al 1003. Se centrifugo Y _9onto 

el sobrenadante. 
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RESULTADOS-

l. Presencia de actividad colagenolitica durante el desarrollo del 

granuloma (fase deposito y reabsorciOn), obtenida en los medios 

de cultivo. 

Mediante el cultivo de explantes de tejido 

conectivo del granuloma, se obtuvieron los siguientes datos: 

l.Tanto en la fase de deposito como en la de 

reabsorción, los explantes liberaron colagenasa al medio. 

2. En la fase de depósito, la actividad aumenta 

si se preincuba con tripsina, verificando que en esta etapa del 

granuloma, parte de la enzima se encuentra latente (fig. 7). 

3. En la :ase de reabsorción, la tripsina no 

mostró ningün efecto sobre las muestras de esta etapa del 

granuloma. Lo cual confirma el estado activo de la enzima durante 

esta fase (fig.8). 

2. Localización de la fracción enzimatica en las preparaciones 

totales de depOsito y reabsorciOn del granuloma de carragenina. 

Al pasar la muestra por DEAE Celulosa la actividad 



ACTIUíDAD COLAGENOLITICA - FASE DEPOSITO 
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Fig. 7: Presencia de Actividad Colagenolltica cb.irante la etapa 

de depósito, obtenida en los medios de 01ltivo. 
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F:ig. 8: Presencia de Actividad Colagenolítica durante la etapa de 

reabsorci6n, obtenida en los medios de alltivo. 
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colagenolitica tanto de la fase de deposito como de reabsorción 

quedo unida a la resina, y se eluyO con NaCl, mientras que la 

fraccion eluida con Tris-HCl o.os M (pH=7.4), CaCl2 0.01 M 

prbcticamente no presento actividad colagenolitica en alguna de 

las dos fases (figs.9 y 10). 

La figura 11, muestra los resultados de actividad 

colagenolitica especifica obtenidos [los cuales se expresan como: 

ug de colAgena degradada en 12 h/ug de proteina incubada]en las 

distintas fracciones, ya sea antes O después de pasar las 

muestras por la columna de DEAE celulosa. Los resultados indican 

que los valores mAs altos de actividad se encuentran en las 

fracciones de ambas fases que se pegaron a la resina y que se 

eluyeron con NaCl. 

3. Cromatografia de filtraciOn molecular en Ultrogel Aca-44. 

Las fracciones con actividad colagenolitica que se 

eluyeron con NaCl en la columna de DEAE-Celulosa, provenientes 

tanto de la etapa de deposito. como de reabsorciOn, se pasaron por 

una columna de filtraciOn molecular de ultrogel Aca-44. El perfil 

cromatogrAfico de la muestra de deposito (la caal en adelante se 

llamarA MD) se observa en la fig.12, asi como la muestra de 

reabsorciOn (que en adelante se llamarA MR) es mostrada en la fig. 

13. 

De acuerdo a los "picos" obtenidos al leer. ·su 

absorbancia a 230 nm de cada uno de los tubos , estos se juntaron, 
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determinandoseles concentración de proteina y se les 
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probo 

su actividad colagenolitica. Los resultados se muestran en 

los histogramas de las figuras 12 y 13. 

Los porcentajes de actividad colagenolitica 

especifica, muestran que es en la fraccitn correspondiente a los 

tubos 43-48, de HD, donde se observa mayor actividad de la enzima, 

con 60.9?. de actividad colagenol!tica espe~!fica y 56.67. para la 

fraccion HR, correspondiente a los tubos 3'9-50. Ambas fracciones 

fueron separadas, eligiéndose como las fra:ciones que contenian a 

la enzima, con la que se continuarla la purLficaciOn. 

4.Cromatografia de Afinidad (Sepharosa Quelante). 

Las fra:ciones con actividad colagenoli~ica eluidas 

de Ultrogel Aca-44, tanto de MD (tubos 43-~S), como de MR (tubos 

39-50), se pasaron por la columna de Sepharosa Chelada 68 

(Zinc2•). La fracción que se adhiere a 11 resina, !~e separada 

con imidazole. Debi':fo a que no puede se;¡uirse la lectura de 

elución de proteína a 230 nm, ya que el inidazole absorbe a esta 

misma longitud de onda. Se decidió separar :,acciones de 3 ml cada 

una, las cuales se dializaron exhaustivamente contra Tris-HCl o.os 

M (pH=7.4), CaCl2 0.01 M, para eliminar el inidazole. Se determinó 

posteriormente concentración de proteína y actividad 

colagenol!tica. Los resultados aparecen en las figs. 14; 15. Hay 

que hacer notar que también se le determinó actividad 

colagenolitica a la fraccion que no se pego a la columna y su 



o 5 
M 

~ 4 

~ 4 
~ 

e 3 
o 3 
'M 

~ 2 

~ 2 
e 
~ 1 
ü 

.. 
u 

5 
.. 
u 

5 
,. 
u 

5 

-
~ 

5 
.. 
·" e 1 

o o 5 
.. 
" 

SEPARACION A TRAUES DE LA COLUMNA DE ZINC -MD-

O P:roteina 

[IlIJ Act, Col. 

1 

1 

ug/1:11 

Esp. 

! ¡ 

! i 

1 ¡ 
~ . 
! : 
: ¡ 
¡ l 
i 
! ' 
1¡1 
1: 
¡ '1 

1:' i 
1 1 ! 

' 
! 1 

; . ¡ 

2 
Fracciones 

3 

Fig. 14: Concentración de proteína y actividad colagenolitica, presentes 

en las fracciones cluídas de la colurna de Sephnrosa Q.lelada. 

00% 

~ o 

~ o 

~ o 

b o 

o 

o 

D o 

o 

o 

"' u 
•r-
lf-
Ir
U 
QJ 
c. 
"' LIJ 

"' u 
•r-
.¡.J 
Ir,_ 
o 
e: 
QJ 
Ol 

"' ... 
o 
u 
"'O 

"' "'O ..... 
> 
¡; 
u 

<C 



~ 5 
e 

.,. 
lt:I 

•IC 4 
~ 

5 

~ 4 
o 

,,. 
tt:I 

~ 3 
~ 5 

,,. 
~ 3 
, 2 

tt:I 

5 

' o 2 
,. 
t:I 

5 
,. 
,[I 

5 
... 
ti 

SEPARACION A TRAUES DE LA COLUMNA DE ZINC -MR-

O Proteina ug/1111 

[!] Act. Col. Esp. 

1 2 
Fracciones 

1 

1 

3 

Fig. 15: Concentraci6n de protcím y actividad colagenol1tica, presentes. 

en las fracciones eluiclas de la columna de Sepharosa QJelada. 

00% 

90 

80 

70 
iÓ 
u .... 

60 !¡.. .... 
u 
QJ 
a. 

50 
VI 

LLJ 

"' u .... 
40 

.¡..I .... 
o 
e: 
QJ 

30 en 

"' .... 
o 
u 

20 " "' " .... 
> .... 

10 .¡..I 
u 

OC( 

o 



resultado fue de 3% de actividad, 
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lo cual observando los 

resultados obtenidos (fig, 14 y 15), demuestra que la enzima se 

quedó adherida a la columna, afirmando su comportamiento de 

metaloenzima. Las fracciones con mayor actividad colagenolitica 

especifica: 76.3% para MD y 71.83 para MR, se corrieron en geles 

de poliacrilarnida al 10 ~ con SOS. Los resultados revelaron que la 

fracción MD y MR (fig.19) presentaban tres bandas con igual peso 

molecular, por lo que ambas fracciones desde ese momento se 

unieron, para trabajarse en adelante como una sola muestra, a la 

cual nos referiremos llamandola FracciOn EnzimAtica. 

La fig. 16 muestra los resultados de actividad 

colagenolitica especifica obtenidos después de cada uno de los 

pasos realizados en la purificaciOn de la enzima, hasta antes de 

unirse la fracción MD y MR. 

Prueba de purificaciOn de la fracción enzimatica, utilizando 

col~gena polimérica insoluble, como crornatografla de afinidad. 

I. Se pensó que una alternativa a la columna de Zinc- Sepharosa 

podría ser la colagena polimérica insoluble. Esta se incubó en 

"batch" con una fracción eluida de ultrogel con actividad 

colagenolitica durante 24 h. mAs un control (colAgena 

polirnerica en Tris-HCl O.OS M (pH=7.4), CaCl2 0.01 M}. 

Posteriormente se centrifugaron y se lavaron con el mismo 
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Fig. 16: Actividad colagenol ltica espec1f ica de cada una de las fracciones 

obtenidas déspués de cada etapa, en la µirificaci6n de la col;ge

nas de cobayo. 
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amortiguador ambas colágenas, hasta que su lectura fue cero. 

Se incubaron posteriormente con NaCl O. 015 M. Se 

centrifugaron, tomándose lectura de los sobrenadantee 

obtenidos, los resultados fueron los siguientes: 

a}Determinacibn de la concentraciOn de proteina (ug/ml). 

Muestra Concentración Fracción Fracción 

de la muestra el u ida eluida 

incubada con .Tris co.n NaCl 

Control o 50.ó 11.0, 

Muestra con 

actividad 

enzimática 52.8 43.3 

eluida de 

ultrogel 

,- , .. 
b)Geles de f'oliacrilamida. 

Se tomaron alicuotas de cada una de las fracciones 

obtenidas y se corrieron en electroforesis, en gel de 

poliacrilamida al 10~ con SDS (fig 17). Se observa que la 

colágena polimérica esta liberando prote1na al medio, es 

decir la colágena polimérica "insoluble", se solubiliza en el 

amortiguador (muestra control), y en la muestra en lugar de 

disminuir el n~mero de bandas con la purificación, se le 

unieron proteinas provenientes de la colágena polimérica, ya 

que las preparaciones incubadas con NaCl, presentan más 
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1 . ·2 3 4· 

Fig. 17: Electroforesis en gel de poliacrilamida SOS 
de eluídos de la incubaci6n de colágena po-
1 iméri ca. 

Carriles 1 y 2 -Controles-
!. Tris~HCl 0.05M,Cacl 2 O.OlM, NaCl 0.15M 

(pH=7.4) 
2. Tris-HCl O.OSM, CaC1 2 O.OlM (pH=7.4) 

Carriles 3, 4 y 5 -Experimentales- -
3. Muestra con Tris-HCl 0.05M, Cac1 2 O.OlM 

NaCl 0.15M (pH=7.4) 
4. Muestra con Tris-HCl 0.05M, cac1 2 O.OlM 

(pH=7.4) 
5. Muestra original (sin incubación). 
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bandas que la preparación original (carril No. 3). 

Ir. Al observar que la colAgena polimérica, estaba solubiliz!ndose 

en el medio que se colocaba. Se co.loco en PBS mAs 

glutalraldehido al 23, para aumentar los enlaces 

intermoleculares de la colAgena, sin embargo continuo 

liberando proteina, se adiciono posteriormente EDTA 

suponiendo que en la colAgena polimérica se tuviera 

enzima responsable de la solubilizacion de la colagenae7 , y si 

este fuera el caso, inhibir a la posible enzima. El resultado 

fue negativo y la colAgena polimérica después de ser 

varias veces lavada con el amortiguador, seguia liberando 

proteina. 

5.Cromatografia de Filtracion Molecular: HPLC. 

Con el objeto de continuar la purificaciOn e 

identificar la banda o bandas de nuestra fracción enzimática. se 

pasó una alicuota de la muestra eluida de la columna de Zinc

Sepharosa por una columna TSK G 3000 SW CLKBJ en un sistema 

de HPLC (filtración molecular), recogiéndose fracciones de 

1 ml, obteniéndose su absorbancia a 230 nm de longitud, y 

probAndoseles actividad colagenolitica, tal como se muestra en la 

fig. 18. 

Al observar que en algunos tubos se presentaba casi 

el mismo porcentaje de degradación, y que los valores a partir 

del tubo No. 8 revelaban mayor actividad, se juntaron los tubos en 

dos "picos": del tubo 1 al 7, y del 8 en adelante. Estos "picos" 

fueron concentrados a un vol~men total de 3 ml cada uno, con 

az~car glass. Se dializaron y se les determinó actividad 
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colagenolitica especifica.los resultados fueron los siguientes: 

Fraccion Actividad Colagenolitica Especifica 

Pico I 29.6 

Pico II 68.0 

Ambas fracciones junto con la muestra original 

(muestra que no fue pasada por la columna del HPLC), se corrieron 

en geles de poliacrilamida al 103 con sos. tinéndose primeramente 

con azul de Coomasie y después con ni trato de plata. Lo . cual 

perrni tió una mayor definición de las bandas, ya que la 

concentración de las muestras al correrse era muy baja(fig 19). 

Finalmente obtuvimos la presencia de dos bandas 

con peso molecular muy cercano, con lo cual podemos concluir que 

la actividad enzimAtica estA fundamentalmente asociada a dos 

bandas con peso molecular de 46000 d para la banda superior y de 

38000 d para la banda inferior. 

6.Geles de gelatina y caseina. 

La muestra enzim~tica fue corrida en geles de 

poliacrilarnida al 103 con SOS incorporAndoseles gelatina o 

caseina como sustrato. No se obtuvo degradación en ninguno de 

los dos geles (no se muestran). También se midió la actividad 

gelatinoli tica usando gelatina marcada radiactivamente. Los 

resultados muestran que la preparaciOn eluida del HPLC, con 

actividad colagenolitica no tiene actividad gelatinolitica. 
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Fig.19: Electroforesis en gel de poliacrilamida SOS 
de las fracciones obtenidas después de cada 
una de las etapas de purificación. 

1.Fracción eluída de u1trogel Aca - 44. 
2.Fracción eluída de chelating-sepharosa -MD- . 

. 3.Fracción eluída de chelating-sepharosa -MR-. 
4.Fracción e1uída de glas pac column TSK -HPLC-. 
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La carragenina inyectada subcutaneamente en la 

región abdominal del cobayo, produce como la rnayoria de los 

biornateriales, inflamación en el tejido del hospedero, dando lugar 

a sintesis y depósito de colagena alrededor del material 

implantado3 "4. El granuloma que se forma tiene un periodo de 

depósito de tejido conectivo, seguido por reabsorción del misoo 

hasta su completa desaparición. Los primeros resultados que 

se reportaron del modelo revelaron que la degradación 

de la colégena del granuloma es realizada por una 

colagenasa•"• que comparte las caracteristicas de las 

colagi:nasas de vertebrados, y que está presente tanto en la 

etapa de depósito co:no en la de r.eabsorción, demostrado por 

inmunofluorescencia88 . En el prese~te trabajo se observo que en 

explantes de cultivo,· parte- de " -1'a colagenasa de cobayo se 
,·,·"-': t-'_ ' 

enc1Jentra latente y parl:e actiya·:·· mientras que en la etapa de 

reabsorción toda la enzima se_encuentra activa (fig.7 y 8). 

Estos datos concuerd3n con los obt~nidos de hornogenados de 

tejido de granulornai 7 , los cuales demostraban la presencia de 

la enzima latente y activa a los siete dias, y solo enzima activa 

a los catorce dias que representan la etapa de reabsorción del 

granuloma. 

Es interesante hacer notar que esta enzima extraida 

de explantes de granuloma, es capaz de autoactivarse durante el 

proceso de purificación. Datos en nuestro laboratorio, 

demuestran la presencia de un activador que es separado de la 
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enzima durante el proceso de purificación. 

La cromatograf1a de intercambio iónico en DEAE

Celulosa reveló que la actividad colagenol1tica observada en los 

medios de cultivo de explantes, se encontraba en la fracción 

que se une a la resina, y fue eluida con NaCl, lo cual permitió 

separarla de la fracción que contiene al activador en el 

granuloma, ésta ültima se eluyó solo con el amortiguador Clas 

figuras 9 y 10 mostraron ambas fracciones encontradas tanto en la 

etapa de depósito como en la etapa de reabsorción). 

La fracción con actividad colagenol1tica, obtenida 

en ultrogel Aca - 44, eluye entre 120000 y 68000 d, segün la 

calibración previa de la columna. Dato que se podr1a cuestionar 

observando los pesos moleculares obtenidos finalmente para la 

enzima Cfig. 19). Más este fenómeno fue descrito por otros autores 

tambien~6 • explicándose como: posibles interacciones entre la 

enzima y la matriz de que está hecha la columna usada, lo cüal 

puede modificar su paso a través de ella. 

Una observación que es importante comentar es que 

durante el proceso de purificación en ultrogel, se obtuvo una 

fracción entre los tubos 30 al 40 en la etapa de depósito, 

que probablemente 

al incubarse 

contenga 

con la 

un inhibidor, ya que 

fracción enzimática, 

esta fracción 

baja su 

actividad colagenolitica especifica hasta un 423, {resultados no 

mostrados) , en la etapa de reabsorción parece observarse el mismo 

caso, pero no es tan evidente como en la de depósito. 

No se descarta que la posibilidad de latencia en la 
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etapa de depósito, se deba a presencia de inhibidores, los cuales 

pueden ser eliminados durante la Propia purificacion de la enzima. 

La fraccion con actividad colagenolitica que se pasó 

por cromatografia de afinidad, confirma el comportamiento de 

metaloenzima de la colagenasa y permitió obtener bandas por 

electroforesis con un peso molecular de 67000 d, 46000 d y 38000 

d. (fig.19). Diferentes fracciones que siguieron esta metodolog!a 

de purificación, revelaron el hallazgo que después de ser pasada 

la fracción con actividad por Zinc-Sepharosa, al ser corridas 

posteriormente en elec:roforesis, revelan unicamente la banda 

superior de 46000d y la banda inferior de 38000d. cabe la 

posibilidad que la banda de 67000 d sea una forma de transiciOn 

molecular de la enzima ó que sea una banda cuya concentraciOn 

de prote!na sea minina, lo cual evite que se revele en la 

electroforesis. 

No se ha descrito que las colagenasas animales 

se encuentren constituidas por subunidades, sin embargo, existe 

la posibilidad de que las colagenasas de bajo peso se puedan 

asociar er: especies moleculares mayores. La colagenasa 

purificada de piel de coba:.ro, se ha reportado como dos picos con 

actividad, con peso molecular de 130000 d y 40000 d 42 , Heard, 

197639
• reporta pesos moleculares de 137000 d y 29000 d, para 

la colagenasa de hueso de cobayo, asi como también la 

colagenasa de rata se ha reportado como un doblete de alto peso 

molecular .. ::>_. En algunas preparaciones de nuestra enzima, 

observamos bandas de alto peso molecular. 

Una de las enzimas más estudiadas, es la colagenasa 
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de fibroblastos de piel humanaee, que es secretada como un 

doblete de 57000 d y 52000 d. La forma de 57000 d, es el resultado 

de una modificación postraduccional de la proenzima de 52000 d, a 

a la cual se unen oligosacaridos. Esta proenzima se transforma a 

peso molecular de 47000 a 42000 d, 

En nuestro caso, hemos encontrado 

con la acción de tripsina. 

un doblete con actividad 

colagenolitica con peso molecular de 46000 y 38000 d. 

Un hallazgo interesante es que esta enzima una vez 

purificada, al ser corrida nuevamente en electroforesis, muestra 

ademas de las dos bandas ya reportadas, bandas tenues de diferente 

peso molecular. Es muy posible que esto sea producto de una 

autodegradación de la enzima, lo que ha sido reportado en otros 

laboratorios. 

La maxima actividad especifica que se encontró fue 

de 76.3, lo cual podria indicar que existe algün contaminante que 

no detectamos, 6 que parte de la proteina enzimatica ha perdido 

actividad durante el proceso de purificación. Existen datos que 

permiten ~uponer esto, ya que la enzima es mas inestable conforme 

esta mas purificada. 

Por otra parte, hasta ahora los activadores 

reportados son de un peso molecular muy semejante a la colagenasa. 

En nuestro laboratorio, dónde se continuó trabajando con la 

fracción activadora presente en el granuloma, se ha observado que 

el peso molecular del activador es de alrededor de 60000 d93 , El 

cual, hasta el momento se sigue estudiando. 
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Los resultados obtenidos de la colágena 

polimérica permitieron observar que las muestras que fueron 

incubadas con ésta, presentaban mayor numero de bandas que las 

muestras originales (Fig. 17). De lo que podem.os afirmar que: 

l. La coltigena polimérica "insoluble", desprende al medio 

proteína, aun en amortiguador Tris-HCl o.os M (ph=7.4), 

CaClz O. 01 M. 

glutaraldehido, aunque la 

3~ · .. incubación con EDTA no reportó diferencias 

en la.· concentración de proteína liberada. 

Por lo tanto la colágena polimérica no pudo ser 

de utilidad, como cromatografia de afinidad . 
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La caracterización de la en~:Í.ma y del activador 
·:·".'i"·•, ,. 

presentes en el granuloma de car•f';:~n~~~c";'·~éi "c,o~ayo (Cavia 

porcellus) 1 representa hoy 1 un logro JÍlás;:<~rf'e,l entendimiento del 

modelo propues~o. 

Si logramos caracterizar el inhibidor (si es que 

realmente existe) presente en la etapa de depósito del granuloma, 

podriamos quizás, aclarar la latencia de la enzima en ésta fase, ó 

complicarnos aun más la respuesta al respecto. 

Mas esto probablemente, es lo interesante del trabajo 

que se ha desarrollado a lo largo de éstas páginas. Ya que además 

de o:ontribuir en el conocimiento de la enzima de éste modelo, se 

ha s~mbracjo· la semilla para plantear problemas y buscar sus 

soluciones, el pensar lo que nadie ha pensado, el analizar y 

criticar lÓs·. experimentos ya realizados y no caer en los mismos 

errores, el tener creatividad en la investigación. 
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