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iNTRODUCCION

La colágena es la proteína más abundante en los mamíferos

1) y el constituyente principal del. tejido conectivo. En su estado

nativo es altamente resistente a la digestión por proteasas no espe

cíficas; sin embargo, la colágena puede ser degradada por un grupo

específico de enzimas llamadas colagenasas. 

En 1962 Gross y Lapiere ( 2) mostraron la existencia de la

primera colagenasa animal en la cola de renacuajo, por medio de la

técnica de explantes de tejido. Este descubrimiento tuvo como base

los estudios realizados por Harkness ( 3) quien mostró que durante - 

los primeros días del parto, la vida media de la colágena del útero

era aproximadamente 25 horas contra la vida media de 40 días bajo - 

condiciones basales ( 4); esto indicaba que bajo condiciones fisioló

gicas existe una rápida reabsorción de la mayoría de colágena depo- 

sitada en el útero durante la gestación, ( 5- 7)• 

La abundancia de enzimas colagenolíticas tanto filogenéti

camente como anatómicamente, sugiere que estas proteínas no tienen - 

un origen celular único. Diferentes tipos de células pueden sinteti

zar y liberar colagenasa; aunque Eisen y Gross ( 8) demostraron que

sólo células epiteliales de cola de renacuajo producian colagenasa, 

las colagenasas animales tienen un origen epitelial o mesenquimato

so , y algunas poseen ambos come en heridas de piel humana ( 9), en - 

cía humana ( 10), colesteatoma humano ( 11), conejo ( 12) , y heridas - 
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de piel de cobayo ( 13). De origen exclusivamente epitelial ( 14- 16) 

puede ser mencionada la colagenasa corneal y de origen exclusivamen

te mesenquimatoso la colagenasa sinovial ( 17- 20), de granulocitos ( 21, 

22) y la de hueso ( 23- 26). 

La colagenasa es una enzima que se encuentra en el espa - 

cio extracelular, como lo indican los estudios inmunohistoquímicos

de Reddick y col. en piel humana ( 27) y de Montfort y Pérez Tamayo

en tejido de rata normal ( 28) y útero de rata postparto en involu - 

ci6n ( 29). 

Se ha reportado un amplio intervalo de pesos moleculares

para las colagenasas animales, que varía de 24000 daltones para la

colagenasa de fluido sinovial reumatoide humano ( 20) ( Harris y col. 

1969) a 158000 daltones para la colagenasa de cornea de conejo ( 30) 

Hook y col. 1972) ( ver la tabla No. 1). 

Parece ser que todas las colagenasas animales actuan de - 

manera semejante a pH y temperatura fisiológicas y todas requieren

Ca para su actividad. Son inhibidas por EDTA, siendo esta inhibi- 

ción reversible para algunos casos; la cisteina inhibe todas las co

lagenasas exceptuando a tres de ellas, que son la de útero de rata, 

la de epitelio de piel de conejo y la de hepatopáncreas de cangrejo

44); de todas las colagenasas descritas sólo dos río son inhibidas

nor suero, la de granulocitos y la cola,7enasa A del líquido sinovial

en la artritis reumatcile ( 45). 



FUENTE DE LA ENZIMA PESO MOLECULAR METODO REF/ 

1 Piel de renacuajo 104000 - 110000 Electroforesis en gel 31, 32

2. Piel de renacuajo 40000 - 43000 Filtración en gel 33, 34

3. Hueso de ratón 84000 Filtración en gel 35

4. Hueso de ratón 41000
36

5. Córnea de conejo 65000 y 150000 Filtración en gel 30

6. Encía humana 41000 Filtración en gel 37

7. Liquido sinovial reu 24000 - 25000 y Filtración en gel 38

matoide humano 48000 - 50000

8. Carcinoma epidermoide 32000 Filtración en gel 39

9. Tumores de conejo 33000 - 35000 Electroforesis en gel 4o

10. Hueso de cobayo 137000, 29000 Cromatografía en gel 41

11. Granulocitos humanos 76000 Filtración en gel 42

12. Macrófagos alveolares 165000, Filtración en gel 43

de conejo 45000 y 85000

Tabla No. 1 PESOS MOLECULARES DE COLAGENASAS. 
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El sustrato colágena nativa o desnaturalizada ( 46) es ata

cado en un sólo punto, a un cuarto de la longitud del extremo carbo

xi terminal. El resultado de la acción enzimática es que la tropoco

lágena ( TC) es cortada en dos fragmentos, 
TCA

y TCH, el primero tie

ne una longitud que corresponde al 75 % de la longitud total de la

molécula y el segundo tiene el 25 % restante ( 47). Se piensa que es

te rompimiento lleva a la rápida desnaturalización de los productos

de reacción a temperatura fisiológica ( 47) y que los productos des- 

naturalizados son degradados por otras enzimas proteolíticas ( 48). 

Existen varias técnicas para determinar la actividad cola

genolítica. ( ver tabla No. 2). Debido a que la colágena desnaturali

zada es suceptible al ataque por proteasas ( 49), distintas a la co- 

lagenasa, es necesario utilizar colágena nativa como sustrato en - 

las pruebas de actividad. Es importante que la prueba se efectúe bª

jo condiciones estrictamente fisiológicas, la razón para este reque

rimiento es que el sustrato nativo sufre desnaturalización durante

la prueba si ésta no es llevada a cabo a pH neutro, a temperatura - 

debajo del punto de desnaturalización y en ausencia de una fuerza - 

iónica alta u otros agentes desnaturalizantes ( 50). 

Dos mecanismos han sido propuestos para la regulación in

vivo de la actividad de la colagenasa: a) Conversión de proenzima

inactiva ( procolagenasa) a forma activa ( Harper and Gross, 1972) - 

32), b) Inhibición de la colagenasa por componentes del suero ( Ei



P R U E B A

COLAGENA EN SOLUCION

1. Viscosimetría

2. Rotación optica

3. Curva de desnaturalización ( Tm) 

4: Turbidimetría

5. Electroforesis en disco en
geles de poliacrilamida. 

6. Cristalitos SLS

7. Liberación de fragmentos de co- 
lágena radioactiva. 

S I G N I F I C A D O

Cambios en la longi, ud y contenido helicoi- 
dal del monómero tropocolágena. 

Cambios en el contenido helicoidal del monó
mero tropocolágena. 

Destrucción en el orden geométrico a lo lar
go de la cadena polipeptídica. 

CaMbios en la longitud y contenido helicoi- 
dal de la molécula de tropocolágena. 

Cambios en el peso molecular, visualización

de subunidades y fragmentos. 

Cambios en la longitud de la molécula de - 
tropocolágena. 

Rompimiento de la molécula de colágena en - 

solución. 

COLAGENA RECONSTITUIDA EN GEL

8. Lisis de gel Efectos colagenolíticos. 

9. Liberación de fragmentos de co- Rompimiento de fibrillas de colágena recons

lágena radioactiva. 
tituida. 

Tabla No. 2 PRUEBAS PARA LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA. 
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sen, Bauer and Jeffrey, 1971) ( 51), Nagai, 1973 ( 52)• 

Vaes ( 1972) y Vaes y Eeckhout ( 1975) demostraron que la co

lagenasa de hueso de ratón es liberada no como una enzima activa, si

no como un zimógenoj( procolagenasa) el cual puede ser activado por

tripsina, quimiotripsina, calicreina y plasmina. Por medio de filtros

moleculares se encontró que el zimógeno tiene un peso molecular de - 

105000 y la enzima activa de 84000; segun estos autores, el efecto - 

de la tripsina parece ser doble ya que por un lado activa al precur- 

sor de la colagenasa mientras que por otro lado también activa a un

proactivador que se transforma en un activador y contribuye a la - 

transformación de la proenzima en enzima activa. 

Harper. y col., reportaron que en cultivos de cola de rena- 

cuajo, una notable concentración. de colagenasa como procolagenasa se

liberaba al medio de cultivo, durante los primeros días ( 31, 32), 

conforme la enzima activa aparecía la procolagenasa decrecía en con- 

centración; paralelamente al incremento de la enzima activa aparecía

un activador. El zimógeno no adquiere actividad por proteolisis par- 

cial con tripsina o quimiotripsina, no tiene capacidad de unirse al

sustrato, pero da reacción de identidad con un anticuerpo ( IgG) diri

gido contra la enzima. 

Se ha mencionado también la existencia de un zimógeno de - 

colagenasa de leucocitos humanos; la colagenasa de extracto de leuco
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citos polimor£onucleares posee poca actividad frente al sustrato - 

insoluble ( 21) pero cuando se pone en contacto con líquido sinovial

de sujetos con artritis reumatoide aumenta 5 veces su capacidad co

lagenolítica ( 53), Wize y col. ( 54), han purificado el factor acti

vador del líquido sinovial su peso molecular es de 35000 daltones; 

Oronsky y col. ( 55) han demostrado que los leucocitos polimorfonu- 

cleares expuestos a IgG humana agregada liberan una procolagenasa

que puede ser activada por exposición limitada a tripsina a distin

tas temperaturas. 

Birkedal Hansen y col. ( 56) han presentado datos que su- 

gieren la existencia de dos formas distintas de colagenasa latente

en cultivos de encía bovina. Trabajando en cromatografía en Sepha- 

dex G- 150 separaron la colagenasa latente en dos picos; sólo uno - 

de los dos picos fue excluído de la columna y activado por tiocia- 

nato y por tripsina, el efecto del tiocianato y la exclusión de la

columna sugieren la presencia de un complejo colagenasa- inhibidor

sérico. El otro pico incluido en la columna no se activa con tio - 

cianato pero sí con tripsina y como es de peso molecular aproxima- 

do a la colagenasa activa de encía bovina ( 57) se ha interpretado

como un precursor. Estos mismos investigadores también han encontra

do en cultivos de macrófagos alveolares de conejo ( 58) colagenasa

latente la cual puede ser activada por proteolisis parcial con - 

tripsina. 
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Birkedal Hansen y col. ( 59) reportaron la existencia de - 

una colagenasa latente en cultivos de fibroblastos, la enzima latente

no hidrolizó a la colágena ni se unió a la « 2 macroglobulina. El - 

peso molecular, determinado por filtración en gel, fue de 78000 y - 

60000 para la enzima latente y activa respectivamente. Las colagena

sas latentes de encía bovina, de macrofagos alveolares y de fibro - 

blastos mencionadas arriba pueden ser activadas con proteasas de cé

lulas cebadas ( 60). 

La producción de una colagenasa en forma inactiva fue des

crita en cultivos de fibroblastos de piel humana normal por Bauer y

col. ( 61), la enzima fue activada por proteolisis parcial con trip

sina y por autoactivaci6n; una vez activada la colagenasa de fibro- 

blastos es idéntica en su mecanismo de acción a la colagenasa obte- 

nida de cultivos de piel. Utilizando filtración en Sephadex G- 150 - 

detectaron la existencia de un potente inhibidor de la colagenasa, 

con un peso molecular ligeramente mayor al de la enzima ( 40000), - 

que está presente también en el medio de cultivo. 

Nagai y col. ( 62) demostraron la existencia de una enzima

latente en explantes de piel de embrión de pollo, con un peso mole- 

cular aproximado de 45000 daltones, la enzima fue activada con tio- 

cianato. 

Recientemente Horwitz y Crystal ( 63) han sugerido la exis
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tencia de la colagenasa latente en cultivos de macr6fagos alveolares

de pulmón de conejo. El medio de cultivo de los primeros días posee

una baja actividad, este bajo nivel no se debe a la presencia de in- 

hibidores, puesto que mezclando medio concentrado del primer día con

concentrado del segundo día da un efecto aditivo en la actividad. La

actividad colagenolítica puede ser aumentada 3 veces si se trata el

medio con tripsina, la activación máxima se observa cuando se utili- 

za 10 /, tg de tripsina/ mg de proteína presente en el medio. 

Eisen y col. han mostrado que componentes del suero tales

como oc2 macroglobulina ( o( 2M) inhibe a casi todas las colagenasas
animales ( 64). S610 la colagenasa A del líquido sinovial ( 45) y la

de granulocitos no son inhibidas por proteínas del suero. Extractos

de piel humana han mostrado una colagenasa inmunoreactiva, pero en- 

zimáticamente inactiva, la cual puede ser separada en forma activa

de sus inhibidiores por filtración en gel ( 65). 

Abe y col. ( 66) aislaron un complejo oC 2M- colagenasa de - 

líquido sinovial por cromatografía de afinidad; el complejo fue dia

lizado contra NaSCN 3 M, lo que desnaturaliza en forma selectiva y

casi completa a la 0<_2M y parcialmente a la enzima, seguida por ex- 

tensiva diálisis se logré recuperar actividad parcial de la colage- 

nasa. 

Además de la 1` 12 macroglobulina se han mencionado otros - 

inhibidores séricos y/ o tisulares como son: la lisozima, las histo- 
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nas ( 67), una proteína sérica de peso molecular de 40000 que no tie

ne efecto sobre la actividad de tripsina o papaina, sugiriendo un

cierto grado de especificidad ( 68), una proteína secretada por fi - 

broblastos ( 61) y materiales no identificados aún en esputo ( 69). 

Existen algunas observaciones sobre la acción inhibitoria

de hormonas en la actividad colagenolítica. Se ha mencionado que el

estradiol ( 70) puede inhibir el rompimiento de la colágena en homo- 

genados de útero; confirmando una observación previa de Woessner - 

71) hecha en animales intactos, Halme y Woessner encontraron que - 

la progesterona, a dosis muy altas, inhibe la actividad colagenolí- 

tica y la involución postparto en la rata ( 72). También existen al- 

gunas pruebas de que los estrógenos inhiben la reabsorción de hueso

en medios de cultivos ( 73) y disminuyen la actividad colagenolítica

en los mismos ( 74). 

Existen diferentes substancias que son capaces de estimular

la síntesis y/ o la liberación de colagenasa como son: la colchicinap

la citocalasina B ( 75), la dexametasona ( 76), la tiroxina ( 77), el

AMP cíclico ( 78), la heparina ( 79), la endotoxina ( 80) y las linfo- 

cinas derivadas de la interacción entre linfocitos T sensibilizados

y el antígeno ( 81). De las substancias mencionadas la más estudiada

es la colchicina, que actua en concentraciones muy bajas ( 0. 1 tM) 

estimulando la síntesis de colagenasa en explantes de granuloma de

carragenina ( 82), de sinovial reumatoide ( 83), de nódulo reumatoide
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84) y de macrófagos ( 85), su mecanismo de acción se desconoce, pe

ro se ha establecido que no se debe a la disminución de la degrada

ci6n de la enzima o estimulación en la secreción de enzima almace- 

nada, sino que probablemente represente un aumento en la síntesis

de la colagenasa por las células explantadas ( 83)• 

Algunos investigadores han obte,Qido datos que sugieren - 

la existencia de formas poliméricas de la enzima as¡ como la exis- 

tencia de distintas colagenasas en un mismo sistema. 

Ohlsson y Olsson ( 42) han aislado y caracterizado parcial

mente dos colagenasas de granulocitos humanos, la cromatografía con

Sephadex G- 150 sugiere que ambas colagenasas tienen un peso mole -- 

colar de 76000. La electroforesis después del tratamiento de las

colagenasas con duodecil sulfato de sodio revela dos componentes

con pesos moleculares de 42000 y 33000 respectivamente, sugiriendo

que la enzima nativa está construida por dos subunidades. 

Dos distintas colagenasas de líquido sinovial fueron se- 

paradas por Harris y col. ( 45) por cromatografía de filtración en

gel. Una enzima " A" con un peso molecular mayor de 50000, que fue

resistente a la inhibición por suero, la otra enzima " B" que fue - 

inhibida por suero; Harris y col. ( 86) han sugerido que la colage- 

nasa " A" probablemente se deriva de leucocitos polimorfonucleares

y que la " B" es sintetizada por células sinoviales. 
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La purificación de la enzima de piel humana en el labora- 

torio de Eisen ( 87, 88) han revelado dos picos de actividad que pue

den ser separados por filtración en gel y aparecen como componentes

rápido y lento en electroforesis de gel de acrilamida. Usando otro

sistema de purificación Wolley ( 89) encontró sólo una enzima activa

con un peso molecular de 63000; esta determinación del peso molecu- 

lar no fue afectada por la incubación en Tritón al 0. 1 % o urea 6 M, 

sugiriendo que no hay subunidades. 

Recientemente Birkedal Hansen y col. ( 43) han reportado - 

la existencia de formas poliméricas de la enzima; trabajando con ma

crófagos alveolares de conejo encontraron por filtración en gel dis

tintos pesos moleculares para la enzima, de 45000, 85000 y 165000; 

por medio de modificaciones en la concentración de sales, observaron

que las tres especies moleculares eran intercambiables con predomi- 

nio de la de peso molecular menor, por lo que concluyeron que las - 

otras dos son formas agregadas de la enzima. 

Ninguna de las colagenasas descritas han sido purificadas

suficientemente para permitir su caracterización química, su inte - 

racción con los inhibidores del plasma, así como estudios de cinéti

ca enzimática. De aquí surge la necesidad de purificar la enzima en

cantidades que permitan realizar los estudios mencionados. 

Estudios realizados por Pardo y Pérez Tamayo ( 90) demos - 
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traron que la enzima se encuentra unida a la colágena aún después

del proceso de purificación. La enzima puede ser separada de su - 

sustrato por electroforesis en gel de acrilamida, obteniendose - 

una doble banda ( en ocasiones) con una separación ínfima entre sí

91). A la existencia de esta doble banda surgieron las siguientes

preguntas: ¿ Son moléculas distintas? ¿Relacionadas o no relaciona

das? los experimentos mencionados en este trabajo estuvieron enca

minados a contestar estas preguntas para lo cual lo primero por - 

hacer era separar esta doble banda. 

El objetivo de esta tesis es demostrar que la enzima - 

puede obtenerse en forma pura, teniendo como fuente de la enzima

colágena parcialmente purificada. 
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MATERIAL Y METODOS

I Fuente de la colagenasa

Como , ya se mencionó ( 90) la colagenasa se encuentra unida

fuertemente a su sustrato, por lo que fue empleado como fuente de - 

la enzima. La colagenasa fue obtenida por electroforesis en disco - 

en geles de poliacrilamida. 

La colágena fue extraída de pieles de cobayo muertos por

exanguinación cardiaca, el tejido adiposo subcutáneo se eliminó y

se cortaron las pieles en fragmentos pequeños; la extracción se rea

lizó a 4° C de acuerdo con la técnica de Gross ( 92) ( ver diagrama). 
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EXTRACCION DE COLAGENA

Extracción con: Extracción en ácido acético 0. 5

NaCl 0. 15 y agitando constantemente durante

NaCl 0. 45 48 horas). 

1
Centrifugar Centrifugar ( 40C 10000 rpm, 60') 

Dializar el sobrenadante E1 sobrenadante se precipita con - 

Vs. HAc 0. 5 NaCl al 5% 

Resupender en amortiguador de fos- 

fato potasio (r0.4, pH= 7. 3) de

Dializar contra el mismo amortigua- 

dor. 

1
Centrifugar a 20000 rpm

E1 sobrenadante se precipita con - 
NaCl al 20% 

1
Resuspender en amortiguador de fos- 

fatos y dializar contra el mismo

Centrifugar a 20000 rpm, 60' - 
si no se ve transparente. 

Precipitar con Na2HPO 4 0. 01

Redisólver en ácido acético 0. 5

Lio£ilizar y guardar a - 20° C
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II Obtención de la enzima

La separación electroforitica de la enzima se llevó a cabo

de acuerdo al método reportado de electroforesis en disco para las - 

proteínas del suero a pH 8. 1 ( 93)• 

Los geles de 5 cm. de largo por 5 mm• de diámetro fueron - 

preparados con las siguientes soluciones: 

Acrilamida al 10% 6. 25 ml

Metil- Bisacrilamida al 2% 1. 07 ml

H20 2. 14 ml

TEMED al 0. 28% 1. 5 ml

Tris -Glicina 0. 05 M pH 8. 1 1. 5 ml

Persulfato de amonio al 12% 0. 062 ml

Después de mezclar las soluciones en el orden descrito la

mezcla se colocó en los tubos cubriendose con agua destilada en la

parte superior, después de la polimerizaci6n del gel el agua fue el¡ 

minada y se adicionó de 375- 500 mg de colágena liofilizada la cual - 

fue solubilizada en ácido acético 0. 5 M a 4° C, dializada contra el

amortiguador Tris -Glicina 0. 005 M pH 8. 1 y gelatinizada a 60 0por 10

minutos antes de proceder a la electroforesis, la que se desarroll6 a

un voltaje constante de 200 voltios durante 1 hora. 

Un gel de cada corrida era teñido ( para localizar la posi- 

ci6n de la enzima) con una solución de negro de amida al 0. 01% en -- 

ácido acético al 3% por 15 minutos y desteñido en ácido acético al - 

3%, los demás geles fueron cortados al nivel en que aparecía la enzi
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ma y puestos a eluir con amortiguador Tris -HCl 0. 05 M + CaCl2 0. 005

M pH 7. 4. 

III Prueba de actividad colagenolítica

El método utilizado para medir actividad colagenolítica - 

en la colágena fue el descrito por Sakai y Gross ( 47), electrofore- 

sis en disco en geles de poliacrilamida a pH ácido. 

Colágena liofilizada fue disuelta en ácido acético 0. 5 M

en frio, dializada en amortiguador de fosfatos 0. 2 M pH 7. 4 y des- 

pués en NaCl 0. 4 M, la solución fue aclarada por centrifugación a

39000 rpm a 4 0C por 60 minutos; la concentración de colágena se - 

determinó en el sobrenadante, midiendo hidroxiprolina por el méto- 

do de Stegemann ( 94) modificado por Woessner ( 95)• 

Se incubó por duplicado: 0. 5 ml de colágena más 0. 4 ml de

amortiguador Tris- HC1 0. 05 M + CaC12 0. 005 M a 370 C por 48 horas, 
después de la incubación la reacción fue parada por la adición de - 

0. 1 ml de EDTA 0. 4 M; al mismo tiempo se incubaron en las mismas - 

condiciones controles a los que se les adicionó el EDTA al inicio - 

de la incubación. Se tomaron alicuotas de cada muestra y se dializa

ron contra el amortiguador de la cámara superior de la electrofore- 

sis a pH ácido, las muestras fueron gelatinizadas a 600 C por 10 mi

nutos antes de someterlas a la electroforesis. 
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IV Electroforesis en gel de poliacrilamida

1. Utilizando la técnica de electroforesis en gel de poli

acrilamida para las proteínas del suero pH 8. 1 ( 93) se realizaron - 

algunas variantes al método que fueron: 

a) pH

Se prepararon amortiguadores de Tris -Glicina 0. 05 M a dis

tintos pHs, pH 7, pH 7. 5, pH 8, pH 8. 1, pH 8. 5, pII 9, pH 9. 5 y pH 10. 

b) Concentración de acrilamida

Se prepararon geles con una concentración final de acrila

mida de 3%, k%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% y 10%- 

c) Concentración de azul de bromofenol

Tomando como base observaciones realizadas por Burford y

Pickring ( 96), se procedió a hacer cambios en la concentración de - 

azul de bromofenol utilizado como frente del amortiguador. Se efec- 

tuaron las electroforesis con el colorante disuelto en el amortigua

dor de la cámara superior, a distintas concentraciones que variaron

de 0. 5, Yg/ ml a 20y g/ ml. 

Para las tres variantes mencionadas se utilizaron solucio

nes de colágena en una concentración de 1. 5 mg/ mi a 2 mg/ ml, siendo

dializadas contra el amortiguador de la cámara superior, gelatiniza

das y alicuotas de 0. 25 ml fueron sometidas a la electroforesis a - 

voltaje constante de 200 voltios. 

d) Intensidad de la corriente

Utilizando como base la misma técnica ( 93) y procediendo
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con la muestra de la misma manera ya mencionada se varió la intensi- 

dad de la corriente utilizada en la electroforesis, corriendose a 1

mA, 2 mA, 3mA, 4 mA Y 5 mA por tubo. 

2. Electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida a

pH 4. 5 Y pH 8. 1 fue realizada en geles al 5 % y 10 % respectivamente

de acuerdo a Reisfeld y col. ( 97). El gel está constituido de dos - 

secciones a) un gel espaciador, donde la concentración electroforéti

ca toma lugar y b) un gel de poro pequeño en el cual la separación - 

electroforética es llevada a cabo. La electroforesis se desarrolló a

una corriente constante de 4 mA por tubo, los geles fueron fijados y

teñidos en una solución de Coomassie al 0. 04 % ( W/ V) en ácido perclo

rico al 3. 5 %. 

3. Electroforesis en SDS - UREA

Se obtuvo enzima a partir de colágena sometida a electrofo

resis en geles de poliacrilamida a pH 8. 1 como ya se describió antes, 

por elución del fragmento en donde aparecía la enzima y se juntó ma- 

terial de varias corridas. 

Con el material obtenido se efectuó la electroforesis en - 

SDS - UREA ( 98) en geles de acrilamida al 7. 5 %, la electroforesis se

realizó a una corriente constante de 5 mA por tubo por 5 horas; los

geles se fijaron en ácido tricloroacético al 10 % y teñidos con Coo- 

massie TCA -ácido sulfosalicílico al 5 % y desteñidos en ácido acético

al 7 %. 
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V Susceptibilidad a proteasas

Colágena liofilizada fue disuelta en ácido acético 0. 5 M y

y dializada contra lo mismo, tratando de solubilizar la mayor canti- 

dad posible, la solución fue aclarada por centrifugación a 39000 rpm

por 60 minutos. Se tomaron alícuotas del sobrenadante y se determinó

la concentración de colágena midiendo hidroxiprolina por el método - 

antes mencionado ( 94, 95)• Colágena nativa y gelatinizada fueron so- 

metidas a la acción de la pepsina y de la tripsina. 

1. Colágena nativa

a) Pepsina.- 5 ml de colágena con una concentración aproxi

mada de 1 mg/ ml fueron dializados contra ácido acético 0. 5 M pH 3 -- 

después de la diálisis la muestra se puso en contacto con pepsina - 

Pepsin 3 x Cryst., B grade, Calbiochem), siendo ésta a una centési- 

ma parte con respecto a la concentración del sustrato, la incubación

se llevó a cabo por dos horas con agitación suave. Al término de la

incubación la reacción fue llevada a pH alcalino con amortiguador de

fosfatos 0. 2 M pH 7. 4, con el objeto de inhibir la acción de la pep- 

sina. A la solución resultante se le adicionó NaCl quedando finalmen

te al 20% de NaCl, precipitando as¡ la colágena presente; después se

centrifugó a 12000 rpm a 40C por 60 minutos, el sobrenadante fue - 

desechado y el precipitado resuspendido en amortiguador de fosfatos

0. 2 M pH 7. 4, dializado contra el mismo y contra NaCl 0. 4 M. Final - 

mente la muestra fue centrifugada a 39000 rpm por 60 minutos, del so

brenadante se determinó la concentración de colágena y de ésta se - 

efectuó una electroforesis a pH 8. 1. 



19

Al mismo tiempo que el problema se hizo un control realizando

se la incubación a pH alcalino y se procedió de manera semejante al - 

problema. 

b) Tripsina.- La prueba se realizó a pH alcalino, para lo - 

cual 5 ml de colágena ( 1 mg/ ml) se dializaron en amortiguador de fos- 

fato de potasio pH 7. 4 y se sometieron a la acción de la tripsina -- 

Trypsin, Fluka Ag, Buchs Sg.) en proporción 100: 1, la incubación se

realizó a temperatura ambiente por dos horas con agitación; al final

de la incubación la reacción fue parada por adición de inhibidor de

tripsina de frijol de soya, en relación doble a la concentración de

tripsina utilizada. Después se continué con el problema de la misma

manera que se trabajé con el de pepsina. Se hizo también un control

donde se incubó la colágena más tripsina, más inhibidor de tripsina, 

mezclandose previamente la tripsina y el inhibidor. 

2. Colágena gelatinizada

Tripsina.- Se utilizó colágena gelatinizada a 600por 10 - 

minutos como sustrato, se incubé a temperatura ambiente por dos horas

con agitación lenta, la reacción se paró con la adición del inhibidor

de frijol de soya. La mezcla de reacción se dividió en dos y se efec- 

tuaron electroforesis en geles de poliacrilamida a pH 8. 1 y pH 5. 5. 

3. Enzima eluida de geles de poliacrilamida corridos a pH 8. 1

Se trabajé con una concentración de sustrato de 750, pg/ m1 - 

y se sometió a la acción de la tripsina ( 7. 5, gg), la mezcla se incubó
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a temperatura ambiente por una hora, después de este tiempo se adi - 

cionó el inhibidor de tripsina ( 15^); al mismo tiempo se hizo el con— 

trol incubándo en las mismas condiciones pero agragando la tripsina

más su inhibidor, mezclados previamente, al inicio del periodo de in

cubación. Se tomaron alícuotas de 0. 37 ml del control y del problema

y se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida a pH 8. 1
los geles fueron fijados ,y teñidos al mismo tiempo en una solución - 

de Coomassie al 0. 04% en ácido perclórico al 3. 5%. Se utilizó un con

trol para la electroforesis que fue tripsina más inhibidor a la mis- 

ma concentración que contenian las muestras. 

A la tripsina utilizada en las pruebas realizadas previamen

te a su utilización se le determinó su actividad por el método de la

digestión de la caseina ( Kunitz 99), para éste se prepararon distin- 

tas diluciones de la enzima, se aforaron a un ml con amortiguador de

fosfatos pH 7. 4, se incubaron a 370 C y a cada tubo se le adicionó

1 ml de caseina con una concentración de 1 mg/ ml, después de 20 minu

tos se les adicionó 3 ml de ácido tricloroacético al 5% y se dejaron

por una hora a temperatura ambiente, después fueron centrifugados a

8000 rpm por 20 minutos y los sobrenadantes fueron leidos a 280 nm. 

VI Análisis del sistema de electroforesis. 

Se efectuaron varias corridas en geles de poliacrilamida a

pH 8. 1 como ya se describió antes ( 93). Se utilizó como muestra co-- 

lágena gelatinizada a 60 ° por 10 minutos corriendose de 750 u g a -- 
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1000g de colágena en cada tubo, se utilizó una gota de sacarosa al

40% y azul de bromofenol como frente del amortiguador, se hicieron

algunos controles para estas corridas: 

a) Colágena + sacarosa + colorante

b) Colágena + sacarosa --------- 

c) Colágena----------------- 

d)-------- sacarosa + colorante

e) -------- sacarosa--------- 

f)------------------------- 

El tiempo de la electroforesis fue de 45 a 60 minutos y en

ninguno de los casos se dejó salir el frente del amortiguador. 

VII La colagenasa responsable de la degradación de la colá- 

gena

Ante la imposibilidad de probar actividad colagenolitica - 

de la enzima obtenida por elución de los geles de poliacrilamida, se

procedió a realizar el experimento que a continuación se describe. 

Se utilizó una colágena a la que se le identificó la pre - 

sencia de la enzima por electroforesis a pH 8. 1 y actividad colageno

lítica de la misma por el método antes descrito. El experimento cons

tó de dos incubaciones: a ) Muestras de colágena fueron sometidas a

la acción de pepsina ó tripsina b) Prueba de actividad colagenolíti- 

ca de las muestras de colagena sometidas a la acción de las protea - 

sas. 
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a.) Muestras de colágena con una concentración aproximada - 

a

de 1 mg/ ml fueron sometidas a la acción de la tripsina o pepsina co- 

mo ya se describió antes. Para el caso de pepsina se utilizaron dos

distintas concentraciones de la enzima, una décima y una centésima - 

parte con respecto a la concentración de colágena; la pepsina utili- 

zada fue otra ( Pepsin Worthington Biochemical Corporation). 

Las mezclas de reaccioón fueron las siguientes: 

Para tripsina: 

a) Colágena + tripsina a pH 7. 4

b) Colágena + Tripsina + inhibidor de tripsina a pH 7. 4

c) Amortiguador de fosfatos pH 7. 4 + Tripsina + inhibidor

de tripsina. 

Para pepsina: 

a) Colágena + pepsina en proporción 1. 0: 1 a pH 3

b) Colágena + pepsina en proporción 10: 1 a pH 7. 4

c) Acético 0. 5M + pepsina en la misma concentración utili- 

zada en a) y b). 

d) Colágena + pepsina en proporción 100: 1 a pH 3• 

e) Colágena + pepsina en proporción 100: 1 a pH 7. 4

f) Acético 0. 5 M + pepsina en la misma concentración utili

zada en d) y e). 

Después del periodo de incubación de 24 horas a temperatu- 

ra ambiente se tomaron alicuotas de las mezclas de reacción y se dia
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lizaron contra el amortiguador de la cámara superior de la electro- 

foresis a pH 8. 1 con el objeto de ver la presencia o ausencia de la

colagenasa. 

b) De las muestras de colágena sometidas a la acción de - 

las proteasas tanto como de sus controles se tomaron alícuotas que

se incubaron a 37 C por 24 horas, después de la incubación se vi - 

sualizaron los productos de reacción por electroforesis a pH 5. 5. 
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RESULTADOS

A continuación se enuncian los resultados en el mismo orden

en que se presentaron los métodos. 

I Electroforesis en gel de poliacrilamida

1. Con el objeto de separar la doble banda observada en - 

electroforesis a pH 8. 1 se realizaron las variantes de pH, concentra

ción de acrilamida, concentración de azul de bromofenol y corriente

aplicada. 

a) La utilización de distintos pHs reveló que la aparición

de la banda o doble banda fue restringido, sólo a pH 8. pH 8. 1 y pH - 

8. 5, a pHs menores de 7 y 7. 5 no se observó proteína y a pHs mayores

pH 9, pH 9. 5 y pH 10 la proteína se observaba en la parte superior - 

del gel de manera difusa. La observación de proteína a pH 7. 5 fue po

sible a tiempos de corrida muy largos. 

b) Se hicieron geles a distintas concentraciones se acrila

mida y en todas se observó la banda o doble banda sin ningún cambio. 

c) Las distintas concentraciones de azul de bromofenol uti

lizadas no variaron la forma de aparición de la proteína en las elec

troforesis efectuadas, apareciendo para todas las concentraciones -- 

una doble banda. 

d) La variación de la corriente no afectó la forma de apa- 

rición de la enzima, los geles mostraron una doble banda indistinta- 
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mente de la corriente aplicada en el sistema. 

Ante la imposibilidad de separar la doble banda con las va

riantes realizadas se procedió a cambiar a un sistema de electrofore

sis que involucra dos distintos pHs y dos tamaños en el poro del gel. 

2. Electroforesis discontinua. 

La utilización de esta técnica mostró a la proteína como - 

una banda perfectamente definida. 

3. Electroforesis en SDS - UREA

Los resultados de esta electroforesis no revelaron bandas

definidas, sin embargo se observan dos componentes, uno que corre en

la parte superior del gel y el segundo más abundante que corre apro- 

ximadamente a la mitad del gel. El análisis densitomitrico de uno de

los geles se muestra en la gráfica de la figura 1. 

II Susceptibilidad a proteasas

Ante los intentos sin éxito para separar la doble banda - 

con las técnicas electroforáticas aplicadas, se procedió a utilizar

enzimas. 

1. Colágena nativa. 

a) Pepsina.- La colágena incubada con pepsina con el méto- 

do ya descrito y sometida a electroforesis a pH 8. 1 mostró ausencia

de las bandas o sea susceptibilidad de la colagenasa a la pepsina. 

fig. 2). 



Fig. 1 Densitometría de colagenasa en geles de acrilamida SDS- Urea, obtenida por elución
de geles de acrilamida corridos a pH 8. 1. 
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b) tripsina.- Para este experimento la electroforesis a pH

8. 1 de la colágena tratada reveló presencia de la o las bandas, o - 

sea resistencia de is colagenasa a la tripsina. ( fig. 2). 

2. Colágena gelatinizada. 

Sabiendo que la colágena nativa no es susceptible a la trip

sina se pensó que la presencia de la o las bandas en las preparacio- 

nes de colágena imcubadas con tripsina podía deberse a que la coláge

na la protegía de alguna manera impidiendo as¡ que la colagenasa fue

ra atacada por la tripsina, por esta razón se procedió a realizar la

prueba utilizando gelatina. 

La colágena gelatinizada sometida a la acción de la tripsi

na fue totalmente degradada como lo mostraron los geles corridos a - 

pH 5. 5; sin embargo, estas mismas preparaciones sometidas a electro- 

foresis a pH 8. 1 mostraron la presencia de la banda o doble banda. 

3. Enzima eluida de geles de poliacrilamida corridos a pH

8. 1. 

Ante la posibilidad de que la gelatina protegiera a la co

lagenasa de la acción de la tripsina, se procedió a realizar el ex- 

perimento con enzima eluida de geles de poiiacrilamida. La electro- 

foresis a pH 8. 1 de la colagenasa incubada con tripsina reveló per- 

sistencia de ésta. 



Fig. 2 Electroforesis en gel- de poliacrilamida a pH 8. 1. 
Los dos geles de la izquierda corresponden a una prepara

ción de colágena incubada con tripsina: A) Control --- 

B) Problema, mostrando la resistencia de la colagenasa a

la tripsina. Los dos geles de la derecha muestran una - 

preparación de colágena incubada con pepsina: C) Con -- 

trol D) Problema, mostrando la sensibilidad de la cola- 

genasa a la pepsina. 
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III Análisis del sistema de electroforesis

Ante la imposibilidad de separar la doble banda y el po- 

der discriminar alguna de las dos por su susceptibilidad a pepsina

o tripsina se analizó el sistema mismo de electroforesis en el que

aparecía la doble banda. La electroforesis llevada a cabo presentó

los siguientes resultados: 

a) Colágena + sacarosa + colorante - una o doble banda

b) Colágena + sacarosa --------- - una o doble banda

c) Colágena----------------- - una o doble banda

d) -------- sacarosa + colorante - ninguna o una banda

e) -------- sacarosa --------- - ninguna o una banda

f) -------- -------- --------- - ninguna o una banda

ver fig. 3) 

IV La colagenasa responsable de la degradación de la co- 

lágena

a) Colágena tratada con tripsina. 

La electroforesis a pH 8. 1 de la colágena incubada con - 

tripsina nos mostró la presencia de la banda correspondiente a la

colagenasa, al igual que su control, el control constituido única- 

mente por tripsina no mostró ninguna banda en el gel. 

El resultado de la prueba de actividad de la colágena so

metida a tripsina ( fig. 4) muestra que ante la persistencia de la

colagenasa en la colágena problema, ésta es capaz de degradarse a



Fig. 3 Electroforesis en geles de poliacrilamida a pH 8. 1
resultante del análisis del sistema de electroforesis. De

izquierda a derecha se muestra lo siguiente: a) Colágena + 
sacarosa + colorante, b) Colágena + sacarosa, c) Colágena
d) Sacarosa + colorante, e) Sacarosa, f) Amortiguador. 



Fig. 4 Resultado de la prueba de actividad de la cola

gena después de haber sido incubada con tripsina, vi - 

sualizado por electroforesis a pH 5. 5• A) Control. - 

B) Problema. 
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370 C y pH 7. 4 y que dicha degradación puede ser inhibida por la ac

ción del EDTA 0. 04 M. La colágena control ( colágena + tripsina + in

hibidor de tripsina) mostró el mismo resultado. 

b) Colágena tratada con pepsina. 

Las colagenas sometidas a la acción de la pepsina y corri

das en electroforesis a pH 8. 1 nos mostraron persistencia de la co- 

lagenasa. El análisis densitométrico de los geles ( fig. 5) nos reve

16 lo siguiente: la colágena tratada con pepsina a distintas concen

traciones a pH 3 mostraron una disminución de la banda correspon -- 

diente a la colagenasa con respecto a sus controles; lo que nos in- 

dicó que la colagenasa unida a colágena fue degradada parcialmente

por la pepsina. 

Los geles a pH 5. 5 de la prueba de actividad de las colá- 

genas sometidas a la acción de la pepsina, mostraron que ante la - 

persistencia de la banda correspondiente a la colagenasa, la degra- 

dación de las colágenas problemas continúa ( colágena + pepsina a pH

3) mostrando los geles fragmentos por debajo de las subunidades al- 

fa, sin embargo es importante hacer notar que el grado de degrada -. 

ción de estas colágenas es mucho menor si se comparan con las colá- 

genas controles ( colágenas + pepsina a pH 7. 4). Los geles fueron -- 

analizados en un densit6metro Quick -Sean obteniendose las gráficas

de las figuras 6 y 7; a partir de éstas y de la concentración cono- 

cida de la colágena aplicada en cada uno de los geles se obtuvieron

los datos de la tabla 3. 



Fig. 5 Densitometria de los geles a pH 8. 1 de las colágenas tratadas con pepsina a distintas
concentraciones: A) Colágena más pepsina en proporción 10: 1. B) Colágena más pepsina

en proporción 100: 1. Controles - linea continua, problemas - linea punteada. 
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Fig. 5 Densitometria de los geles a pH 8. 1 de las colágenas tratadas con pepsina a distintas
concentraciones: A) Colágena más pepsina en proporción 10: 1. B) Colágena más pepsina

en proporción 100: 1. Controles - linea continua, problemas - linea punteada. 
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Fig. 5 Densitometria de los geles a pH 8. 1 de las colágenas tratadas con pepsina a distintas
concentraciones: A) Colágena más pepsina en proporción 10: 1. B) Colágena más pepsina

en proporción 100: 1. Controles -linea continua, problemas -linea punteada. 



Fig. 6 Densitometria de los geles a pH 5. 5 de la prueba de actividad de la colágena tratada
con pepsina en proporción 10: 1. A) Problema -primera incubación. B) Control -primera

incubación ( ver texto). Controles de la prueba de actividad -linea continua, proble- 

mas de la prueba de actividad -linea punteada. 
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Fig. 7 Densitometria de los geles a pH 5. 5 de la prueba de actividad de la colágena tratada
con pepsina en proporción 100: 1. A) Problema B) Control de la primera incubación - 
ver texto). Controles de la prueba de actividad- linea continua, problemas de la -- 

prueba de actividad -linea punteada. 



la Incubación 2a Incubación , u g de colágena no % de degradación

degradada

Problema Control 92. 51 # g 0

Cig + P ( 10: 1) pH 3 Problema 52. 19 u g 43. 5

Control Control 102- 3, o9 0

Cig + P ( 10: 1) pH 7. 4 Problema 0 ug 100

Problema Control 104: 4 ` íg 0

Cig + P ( 100: 1) pH 3 Problema 51. 2 / ug 51

Control Control 109 ,¿¿ 9 0

Cig + P ( 104: 1) pH 7. 4 Problema 39. 4 ug 70

Tabla 3. Resultado de la prueba de actividad de las colágenas sometidas a pepsina
a distintas concentraciones. Cig.- colágena, P. - pepsina. 
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RESUMEN DE RESULTADOS

I Electroforesis

1. Electroforesis de colágena. 

Distintos pHs 7 7. 5* 8 8. 1 8. 5 9 9. 5 10

Observación --- Banda doble o simple --- --- --- 

Concentración de 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10% 

acrilamida

Observación Banda doble o simple a todas las concentracio- 

nes empleadas. 

Concentración de 0 0. 5 1 2 5 10 20

azul de bromofe- 

nol Lg/ ml

Observación Banda doble o simple para todas las concen

traciones probadas. 

Electroforesis discontinua.- Aparición de una sola banda. 

2. Electroforesis de enzima eluída. 

Electroforesis en SDS - UREA.- Aparición de dos componentes de manera

difusa. 

Aparici6n de la banda doble o simple sólo a tiempos de corrida
mayores. 
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II Susceptibilidad a proteasas. 

SUSTRATO PROTEASA EMPLEADA RESULTADO

Colágena nativa Pepsina Desaparición de

la enzima

Colágena nativa Tripsina Persistencia de

la enzima

Colágena desnatu Tripsina Persistencia de

ralizada
la enzima

Colagenasa eluida Tripsina Persistencia de

de geles de acri- la enzima

lamida

III Análisis del sistema de electroforesis

a) Colágena + sacarosa + colorante - una o doble banda

b) Colágena + sacarosa --------- - una o doble banda

c) Colágena----------------- - una o doble banda

d) -------- sacarosa + colorante - ninguna o una banda

e) -------- sacarosa --------- - ninguna o una banda

f) -------- -------- --------- - ninguna o una banda
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IV La colagenasa responsable de la degradación de la colágena

Resultados

Electroforesis a pH 8. 1 Electroforesis a pH 5. 5

C1g + T
Presencia de la enzima Degradación de la clg. 

Clg + T + SBTI Presencia de la enzima Degradación de la clg. 

Clg + P ( 10: 1) pH 7. 4 Presencia de la enzima Degradación de la clg. 

Clg + P ( 10: 1) pH 3 Disminución de la enzima Disminución
gradación

de

de

la de- 

la clg. 

Clg + P ( 100: 1) pH 7. 4 Presencia de la enzima Degradación de la clg. 

Clg + P ( 100: 1) pH 3 Disminución, de la enzima Disminución de la de- 
gradación de la clg- 

clg colágena, P. - pepsina, T.- tripsina, SBTI.- inhibidor de tripsina

de frijol de soya. 
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CONCLUSIONES

1. El análisis del sistema de electroforesis en el que apa

recia la doble banda nos reveló que una de ellas correspondía a un - 

contaminante del sistema empleado, ya que en geles corridos sin pro- 

teina aparecía una banda que migraba muy cercana al frente del amor- 

tiguador por delante de la banda correspondiente a la colagenasa. La

identificación de donde provenía el contaminante no fue posible ya - 

que geles corridos unicamente con amortiguador presentaban o no la - 

banda correspondiente al contaminante. 

2. Con los resultados presentados en esta tesis y otros ya

reportados en la literatura podemos concluir que la colagenasa puede

ser obtenida a partir de colágena en forma pura por los siguientes - 

datos: 

a) Se obtiene una sola banda correspondiente a la colagena

sa a distintas concentraciones de acrilamida, criterio que se ha toma

do para hablar de homogenidad de una proteína, ( 100). 

b) Presenta actividad colagenolítica y la degradación de - 

la colágena es proporcional a la cantidad de colagenasa unida a ésta. 

c) Un anticuerpo obtenido utilizando como antígeno colage- 

nasa eluída de geles de poliacrilamida a pH 8. 1 teniendo como fuente

de la enzima colágena de granuloma de carragenina obtenida en coba - 

yos, mostró una sola banda de precipitación contra su antígeno y con
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tra la enzima obtenida por electroforesis de colágena de piel de

cobayo a pH 8. 1 y se observó identidad entre estas bandas; la - 

presencia de una sola banda de precipitación en inmunodi£usión - 

sugiere la pureza del antígeno, ( 91). 
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DISCUSION

La electroforesis se define como la migración de una par

tícula, eléctricamente cargada, bajo la acción de ' un campo eléctri

co. Las proteínas compuestas de aminoácidos, los cuales poseen gru

pos disociables, pueden adquirir una carga eléctrica neta, la cual

dependerá del pH del amortiguador en el cual esten disueltas. 

Siendo el desplazamiento proporcional al grado de diso - 

ciación, se trató de separar la doble banda que aparecía en los ge

les de electroforesis a pH 8. 1 por diferencia en sus movilidades - 

de acuerdo a su carga eléctrica., Como lo indican los resultados la

observación de la enzima fue posible sólo a pH 7. 5 ( a tiempos de - 

corrida mayores), pH 8, pH 8. 1 y pH 8. 5; si tomamos en cuenta el -- 

punto isoeléctrico reportado para la colagenasa de tumor de conejo

de 6. 8- 7 ( 40), podemos explicar la observación de la enzima a esos

pHs en función a su carga neta: 

A pH 7 la enzima se encuentra eléctricamente neutra por

lo que no es capaz de migrar bajo la acción de un campo eléctrico, 

a pH 7. 5 la movilidad de la enzima está bastante disminuida y a - 

pHs de 8, 8. 1 y 8. 5 se encuentra la enzima suficientemente carga- 

da que le permite migrar en un tiempo de 45 minutos a 1 hora; la

no aparición de la enzima a pH 9, 9. 5 Y 10 no es posible explicar

la en función de la carga eléctrica de la proteína y movilidad de

ésta, por otra parte se desconoce el tipo de unión de la enzima - 
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con su sustrato, por lo que la separación de la colagenasa podría

estar dada por -una serie de condiciones obtenidas a pHs menores de 9• 

La electroforesis en gel separa a las proteínas de acuerdo

a la carga y tamaño molecular, la propiedad del gel para distinguir

especies moleculares de distintos tamaños se demomina como efecto de

filtración molecular'; aprovechando esta propiedad del gel se trató - 

de separar la doble banda por diferencia en sus pesos moleculares va

riando la concentración del gel, como se observa en los resultados - 

la aparición de la doble banda fue igual para las distintas concen - 

traciones de acrilamida empleadas, lo que nos indicaba que las dos - 

poseían un peso molecular muy cercano, sin embargo sabiendo que una

de ellas corresponde a un contaminante del sistema ( ver las conclu - 

siones) podemos decir que la enzima se obtiene como una sola banda

a distintas concentraciones de acrilamida. 

El azul de bromofenol usado generalmente en electroforesis

en gel de acrilamida a pH alcalino como marcador de la posición del

frente del amortiguador no ha sido considerado como un factor impor- 

tante en la separación electroforética; sin embargo ha sido reporta- 

do ( 96) que diferentes concentraciones de azul de bromofenol afectan

la resolución de proteínas por la formación de complejos de éstas - 

con el colorante. Puede verse en los resultados que las distintas - 

concentraciones de azul de bromofenol no afectaron la presencia de

la doble banda, los resultados de este experimento nos indicaron que
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la banda contaminante no está dada por el azul de bromofenol, ya que

en muestras corridas sin colorante se llegó a observar la doble ban- 

da. Por otra parte pudo observarse que la enzima posee cierta afini- 

dad por el colorante, pero éste no varía la movilidad de la proteína. 

Sabiendo que la movilidad de una proteína depende de la -- 

magnitud del campo eléctrico, que la fuerza F que actua sobre una mo

licula cargada es el producto de la intensidad E del campo eléctrico

y la carga neta Q de las partículas móviles de acuerdo a la siguien- 

te fórmula: 

F= EQ= - d-- Q

Donde V = voltaje y d = distancia entre los electrodos y

sabiendo que el voltaje y la corriente se relacionan de acuerdo a la

siguiente ecuación: I = Rdonde I es la corriente en mA , V es

el voltaje y R la resistencia, nosotros podemos correr una electrofo

resis a I constante de ésta manera varía el voltaje durante la corri- 

da, la fuerza F y con ello la movilidad. Teniendo como fundamento lo

anteriormente mencionado se realizaron las electroforesis empleando

distintas intensidades de corriente, las que nos mostraron que la mo

vilidad de las bandas ( una con respecto a la otra) no se vió afecta- 

da, la banda contaminante apareció siempre por delante de la colage- 

nasa; es importante hacer notar que la movilidad de la enzima si se

vió afectada ya que a mayor intensidad de corriente el tiempo de la

electroforesis disminuyó. 
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Ohlsson y Olsson ( 42) han reportado la existencia de dos - 

colagenasas en granulocitos humanos, las cuales difieren en movili - 

dad. electroforética utilizando la técnica de Reisfeld y col., ante - 

la posibilidad de separar las bandas problema por la utilización de

la misma técnica se aplicó ésta, la cual nos reveló la presencia de

una sola bnada, dato que apoya que la proteína obtenida a partir de

colágena es homogenea. 

La presencia de dos componentes fundamentales en los geles

de acrilamida SDS - UREA podrian deberse a la enzima y a un estado de

agregación de la misma provocado durante la electroforesis, efecto - 

que puede observarse en otras proteínas ( 101), en estos casos sería

necesario carboximetilar los grupos sulfhidrilos, expuestos por el - 

SDS y provocados por el mercaptoetanol, para prevenir la agregación. 

Existen datos en la literatura ( 43) que sugieren la existen

cia de distintas formas de agregación de la colagenasa de macrófagos

alveolares como dímeros o tetrámeros, existiendo cambios reversibles

de un peso molecular a otro. Por otra parte Nagai ha mencionado que

la preincubación a 250 C de medios de cultivo de explantes de tejido

antes de la filtración en Sephadex G- 150 elimina un pico de activi- 

dad colagenolítica de alto peso molecular y toda la colagenasa se -- 

eluye como una especie única de bajc peso molecular. 

Otros datos reportados por Pardo ( 91) sugieren estados de

agragación de la colagenasa, para este caso se utilizaron distintas

preparaciones de colágena y fueron sometidas a electroforesis a pH
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te del amortiguador y proteína en la parte superior del gel de mane

ra difusa, el material eluido de la parte superior del gel y el co- 

rrespondiente a la colagenasa vueltos a correr muestran nuevamente

el mismo efecto. 

La susceptibilidad de la colagenasa a la acción de la pepsi

na y resistencia a la tripsina ( revelado por electroforesis a pH 8. 1) 
no nos permitió el poder descartar alguna de las bandas por su susce£ 

tibilidad a las enzimas empleadas; sin embargo, sabiendo que una de - 

ellas corresponde a un contaminante del sistema empleado, podemos de- 

cir que la colagenasa es sensible a la pepsina, dato que no nos sor - 

prende ya que la pepsina ataca los enlaces peptídicos en donde el gru

po carbonilo es contribuido por aminoácidos aromáticos y otros, lo que

nos indica que la enzima está constituida por alguno de estos amino - 

ácidos. 

La resistencia de la colagenasa a la tripsina no está dada

por algún tipo de protección proporcionado por la colágena o gelatina

como puede observarse en los resultados, por lo que podriamos decir

que la enzima no es sensible a la tripsina. Las explicaciones a este

dato podrian ser: a) la enzima no posee lisina o arginina, b) la cola

genasa posee los dos aminoácidos mencionados, por tanto la ausencia - 

de susceptibilidad está dada por el tipo de conformación. 

La ribonucleasa pancreática bovina existe en dos formas A

y B, se cree que ambas poseen la misma secuencia de
aminoácidos pe- 
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ro sólo el tipo B es glicosilado y contiene 2. 7% W/ w de carbohidratos

ésta diferencia hace que el tipo B sea más resistente hacia L diferen

tes proteasas, entre ellas tripsina, conservando más del 60% de acti- 

vidad ( 102); por otra parte las enzimas glicosiladas presentan estabi

lidad térmica ( 103). Sabiendo que la actividad colagenolitica se con- 

serva en preparaciones de colágena gelatinizadas a 600 C por 10 minu- 

tos y que la colagenasa mostré resistencia a la tripsina podriamos - 

pensar que se trata de una glicoproteina. 

El análisis del sistema de electroforesis en el que apare - 

cía la doble banda nos mostró que geles corridos sin proteína presen- 

taron una banda en ocasiones y que la aparición de dicha banda estaba

asociada con la presencia de la doble banda en los geles corridos con

colágena; con estos datos se llegó a la conclusión de que la apari -- 

ción de las bandas en los geles corridos en electroforesis a pH 8. 1

correspondian: una a material protéico obtenido de la colágena ( cola

genasa) y la otra banda a un contaminante del sistema o artificio da

do por él. 

El último experimento mencionado en esta tesis se realizó

con el objeto de asociar la presencia de la banda en electroforesis

a pH 8. 1 con la degradación de la colágena. 

De los resultados obtenidos con pepsina se observa que las

colágenas problemas tratadas a pH ácido mostraron en electroforesis

a pH 8. 1 disminución de la banda correspondiente a colagenasa, con - 
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respecto a las colágenas controles, hecho que se asocia con la dis- 

minución en la degradación de dichas colágenas problemas cuando se

incubaron a 370 C por 24 horas. 

En la tabla 3 se observa que la colágena problema tratada

con pepsina en proporción 10: 1 pH 3 presenta un porciento de degra- 

dación menor ( 43%) que la colágena problema tratada con pepsina en

proporción 100: 1 ( 51% de degradación), datos que se relacionan de - 

manera inversa con las concentraciones de pepsina utilizadas y di - 

rectamente con la cantidad de colagenasa presente en la colágena, - 

después de ser tratada con pepsina; sin embargo siendo la diferencia

de degradación tan pequeña ( 8%), pudiera no ser significativa y que

la concentración de pepsina a una décima parte con respecto a la con

centración de la colágena estuviera en exceso. Comparando los proble

mas de la segunda incubación de las colágenas problema y control - 

primera incubación) se observa una diferencia franca en el porcien

to de degradación de 56. 5 % Y 19 % para las colágenas tratadas con

pepsina en proporciones 10: 1 y 100: 1, respectivamente, lo que nos - 

indica que en las colágenas incubadas con pepsina a pH 3 la colage- 

nasa fue atacada parcialmente por la pepsina, por lo que en la se - 

gunda incubación las colágenas son capaces de degradarse a 370 C, - 

pero el porciento de degradación disminuye con respecto a las colá

genas incubadas inicialmente a pH 7. 4 en donde la pepsina fue inacti

va, por lo que la colagenasa unida a colágena no se vii afectada, de

ahí que los porcientos de degradación fueran de 100% y 70% para las

colágenas incubadas con pepsina en proporciones 10: 1 y 100: 1 respec- 

tivamente. 
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