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=ANTECEDENTES= 

1.· INTRODUCCION. 

cuando pensamos en la variedad de estructuras que componen a un organismo, 

nuestra mente se pierde entre las dimensiones y las funciones que posee cada una de sus 

partes. y si hablamos de uno pluricelular, entonces la complejidad es todavía mayor pues 

no solamente se puede considerar a la célula como la única especie presente, sino que es 

necesario induir algunas estructuras intercelulares como parte integral de ese ser. En el 

presente trabajo, me referiré precisamente a una proteína extracelular denominada 

colágena, con una gran IJll)Ortancla e indudablemente Ja más común en el reino animal, ya 

que constituye parte de la Matriz Extracelular (MEC) en todos los animales pluricelulares y 

es la rM.s abundante en el t~ido conectivo (mls del 20 o/o de la masa corporal total 

["Jiménez S.A. 1988)). El tejido conectivo, por su parte, co~rende una gran masa de 

tejido Intersticial y está corrpuesto por una sustancia basal que rodea a las librillas de la 

colágena, estos componentes, denominados ma1riz extracelular, a su vez embeben a las 

células en tejidos y órganos a lo largo de todo el cuerpo. De tal forma que dicha matriz 

extracelular {MEC) se encuentra fonnada de gulcosamlnoglucanos que consisten en 

hlaluronato, condrollin sulfato, dermatán sullato. queratiln sulfato, hoparán sulfato y 

heparina. Con excepción del hialuronato. los demás glucosaminoglucanos se encuentran 

siempre unidos covalentemente a proteínas, por lo que su denominación cambia a 

proteoglucanos. En cuanto a tas proteínas presentes en la MEC, cabe mencionar 

principalmente a la colágena, además de otras proternas como son: la elastina, la 

fibronectina y la laminina, cuyas funciones diversas al igual que la colágena van desde 

estructurales hasta lnformacionales en sistemas de dtterenciación ('Hay E.O., 1981 ). 

No obstante, la colágena es conocida desde hace mucho tiempo: ya era utilizada en la 

ép::>ca prehispánica corro pegamento cuando se le procesaba en forma desnaturalizada: 

es decir, hirviendo en agua extremidades de animales (principalmente hueso y cartílago) 

para después aplicar1a como adhesivo o como base en el tralamiento de lienzos para 

pintar y otro tipo de obras de arte. 



Así, las proteínas colagénk:as se consideran como una familla de moléculas con 

estructuras estrechamente relacionadas pero variando su distribución en los tejidos, los 

diferentes tipos de ellas pueden ser dMdidos en cuatro grandes grupos de aCuerdo a su 

localización y función fuera de la c-: 

1. La colágena Intersticial fibrilar, que es el componente principal y más abundante en la 

mayoría de los tejidos conectivos, tales como la plef, el hueso, el tendón, ef ligamento 

y el cartílago. 

2. La segunda clase comprende a la colágena no fibrosa de las membranas basales. 

3. La tercera ciase está formada por un grupo menos definido de colágena pericelular, lal 

vez locallzada en la parte externa del esqueleto de la célula. 

4. Además, existe una cuarta clase de colágena que corrprende varios productos 

genéticos diferentes de distribución variable que no pueden ser clasificados entre los 

primeros lres grupos ('Jiménez S.A. 1988) 

Los grupos antes mencionados. contienen tipos de colágena que participan tanto en 

los sistemas de diferenciación tisUar como en Ja información intercelular. Sin embargo, 

entre las principales caracteristicas de las colágenas fibrilares se encuentra la capacidad 

de las moléculas m::moméricas para polimerizar lateralmente, así como en asociación 

·cabeza • cola• para la formación de largos agregados fibrilares, mientras que las 

colágenas no fibrilares se agregan alrededor de la periferia de las fibrillas empaquetadas 

llnltando de tal forma su tamaño; así como otro grupo diferente se encarga de! anclaje de 

las fibrillas a las membranas basales ('Oari< R. y Henson P, 1988). 

De esta manera, al menos 24 genes diferentes codifican para un determinado patrón 

de repelición (cada 3er. aminoácido es Glicina [Gii]) y para grandes canlldades de 

alT'inoácidos poco comunes como ttdroxiprolina e hidroxilisina (OHPro y Of-!Us). Estos 

genes han sido desarrollados por duplicación y divergencia de una secuencia ancestral 

común, cada tipo tiene una estrucrura primaria única y ha sido identificado claramente 

como el producto de un gen en particular ('Shaw LM .. et.al, 1991). 

2 



Los genes que codifican para las cadenas de algunos de los diferentes tipos de la 

colágena en humanos se 000Jentran en la siguiente tabla: 

CADENA Y TIPO DE COlAGENA 

Pro-cr.1(1) 

Pro·a2(1) 

Pro·cr.1(11) 

Pro-cr.1Vlll 

Pro·cr.1(1V) 

Pro·a21IV) 

Pro-a2(V) 

Pro-cr.1M) 

Pro·a2M) 

Pro·cr.3M) 

Pro-cr.1(1X) 

Pro·cr.1(XI) 

(" Sandell LJ. & Boyd Ch.O.. 1990) 

LOCUS CROMOSOMAL 

17q21 • 17q22 

7q21. 7q22 

12q13.1 • 12q13.2 

2q24.3 • 2q31 

13q33 • 13q34 

13q33. 13q34 

2q24.3 • 2q31 

21q223 

21q223 

2q37 

6q 

1p21 

Una muestra de la corrplejldad genética de esta familia de proteínas, son las extensas 

modificaciones postraduccionales necesarias para llevar a cabo la transformación del 

precursor hasta la molécula de la colágena. Por lo tanto, las enfennedades de la colágena 

son raras, extremadamente heterogéneas clínica y genéticamente, y muy probablemente 

representen nuevas mJtaciones. 
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2.- TIPOS DE COLAGENA, ESTRUCTURA Y CARACTER/ST/CAS 

FISICOQU/MICAS. 

Los estudios bioquímicos en las colágenas solubles de varias especies, indican que 

los diferentes organismos han desall'Ollado sistemas de selección y adaptación, no solo a 

través de modificaclónes en la estructura primaria de tas cadenas alfa (a.), sino por medio 

de la elaboración de múltiples genes para su síntesis. Por ejemplo, en la mayoría de las 

colágenas de los vertebrados, la seruenda de amil"IOflcidos (estructura primaria) de una de 

las tres cadenas que componen a ta molécula (la cadena a.2) difiere significativamenle del 

otro tipo (las cadenas a.1), lo que lleva a estructurar a la molécula en dos cadenas a.1 y una 

cadena u2 (a.12(12). Existe evidencia de que las tres cadenas u en las colágenas de 

algunos vertebrados poco evolucionados e invertebrados son idénticas, y que organismos 

alll más primitivos pueden tener solamente un gen estructural para la síntesis de 

coltígena. Por lo que la información genética para la síntesis de coltígena puede Ir 

al.rtlentando conforme se asciende en la escala evoluHva ('Millar E.J., 1971 ). 

'"""" ·•~V·l.IU· 111 - ·'""·"·" - TYlll· .1v.au- trS·•• .. - -•u - ILl- •o - \llo!o. ...... •IU .. NQ -llllT 

•IU•llllll-11• • 1Tll·h• - TYA.ASl'-ISLU· trJ'•N• --a .... , -YAL-&4a .. 't\lL,,..o ·lo - "'°·Mil 

1tu•M[T·11• • TYlll•"'-" • TY••,,Sl'·eJ.IJ•tYS•HI •k&- .. •-\IAL·U• • VAL 0 no • HT - "° -MtT 

... 11•MIT·11• -TYR·k" • T'l'Jl•"ll'·GLV·trS·••• •l•••u -\IAL. u1, YAL. •••· 1u, NO, MlT 

, ... .,, LIU, .... TYlll. "'· '""· "SP. GlU, trs- M• - ,,... • .. ,, .... Y.Al.., .. o. 'º· •AO, MlT •1••• 

FIG. 1 Secuencias de cadena a 1 de los extremos no entrecruzados (telopaptldos) en 

las colágenas de dfferentas espacies. 

Ciertos dominios funcionales comunes pueden sin embargo ser identificados; por 

ejemplo, las regiones entrecruzadas y el sitio de ruptura por colagenasa son fuertemente 

conservados en las coltígenas tipo 1, 11, y 111. 

Generalmente se ha convenido que la molécula de colágena nativa tiene una 

estructura de triple cadena con superenrollamiento y una nomencla1ura establecida para la 

composición de las sublmidades de las diferentes moléculas de la colágena es: 

[u 1 (1)]2<12(1) para el tipo 1, [a 1(11)]3 para el tipo 11, etc. 
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Como ya he mencionado, Lila forma funcional de algunos de los tipos de la colágena 

es la fibrtlla, y el témino fibra de colágena está reservado normalmente para los agregados 

fibrilares orientados vistos por e rricroscopío de luz. Por lo anterior, la colágena tiene la 

capacidad de formar estructuras como hebras y cintas (tendones y ligamentos), iáninas 

ondulares (piel y fascia), membranas de filtración (glomérulo), soporte esquelético 

refo12ado con sales minerales (hueso y dentina), materiales de sostén lubricados con 

proteoglucanos (cartílago y disco lntervertebrai) y otros tejidos especiales que deben ser 

resistentes y aún tener propiedades poco usuales tales como la transmisión de la luz en la 

córnea y resistencia a la tatiga de las válvulas cardiacas ("Eyre D. R., 1980). La colagena 

tarriJlén se encuentra siempre presente como un componenie de los tumores sólidos 

("Moro L. y Snilh B.. 1977). Además, la colágena tiene una amplia participación en 

funciones no estruclurales, corro lo es en la diferenciación de algunos tejidos junto con 

otros componentes de la matriz extracelular, proporcionando Información para el desarrollo 

de determinadas estirpes celulares. 

CLASIFICACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE COLAGENA 

COLAGENA TIPO 1: 

Este tipo de colágena es et más abundante en los organismos vertebraaos. Es un 

heterotrimero que consiste de 2 cadenas a1(1) idénticas y una u2(1), poseen un peso 

molecular (P.M.) de 300 KiloDailons (KD). La localización por nicroscopia electrónica 

muestra fibras con diámetro promedio de 40-60 nm y un bandeo cruzado en intervalos de 

67 nm. La colágena tipo 1 se encuentra asociada a otras moléculas de colágena (tipos 111, 

IV, VI, XII y XIV), así corno a otras proteínas no colagénlcas, generalmente en matriz no 

cartilaginosa. 

Una variedad de este mismo tipo de colágena (lipa 1), es el trímero de u 1 (1), que es 

relativamente poco común. Se encuentra en cultivo de condrocitos crecidos en presencia 

de 5-bromo-2'desoxiuridina o en condiciones de desdiferenciación, en patologías de encia, 

cultivos glngivales de tera1ocarcinoma murino. Tarrt>ien se encuentra in vivo en tumores de 

hueso y cartflago de ratón inducido por virus de Polioma y en piel de humanos adultos 

normales ("Uitto J .. 1979). 
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COLAGENA TIPO 11: 

La colágena tipo 11 es la contraparte cartilaginosa al tipo I, ésta se encuentra 

predominantemente en cartílago hialino. Es un homotrímero que consiste en tres cadenas 

al (11), con P.M. de 300 KD. A dtterencia del tipo l. colágena tipo 11 aparece en cartílago 

como fibriilas sin bandeo cruzado de 25 nm de diámetro. Este tipo de colágena 

Interacciona con otras proteínas de cartílago (proleoglucanos, glucoprotefnas estructurales 

y tipos IX. X y X1 de colágena) para formar la matriz del cartílago. También lonna 

elementos fibrosos en otros tejidos, tales como notocorda, núcieo pulposo y humor vítreo 

en el ojo. 

Una de las caracteristicas de este tipo de colágena es que contiene 9 veces más 

catbol11dratos unidos a hidroxilislna que la tipo 1 de hueso y piel, pero es menos estable al 

calor ('Millar E.J. 1971 ). 

COLAGENA TIPO 111: 

Este tipo de colágena se encuentra en asociación con fibras más grandes de colágena 

tipo 1 en la mayoria de k>s tejidos conectivos extensibles corno lo es Ja derrris. En contraste 

al procesamiento proteolltlco de las procolágenas 'tipo 1 y 11, las moléculas tipo 111 retienen 

el dorrinlo globular N·tennlnal (en su estado de procolágena), observandose una 

periodicidad en "rosario' al observar al microscopio electrónico. La molécula tipo 111 

aparece como una especie homotrimérica a 1 (111)3 , aunque algunos cultivos de células 

endotellales producen una menor variante de la cadena a1(111). El P.M. de la molécula es 

de 300 KD. y se encuenlra presente en piel, aorta y tendón. Por otro lado, está bfen 

establecido quo las fibras reticulares constan de largas moléo.J\as del tipo 111. Por otro lado, 

los resfduos de cisteína en el extremo carboxilo terrrinal genera las interacciones disu1furo 

(S·S) que son las responsables del entrecruzamiento en dicha región. 

COLAGENA TIPO IV: 

La colágena de membrana basal, tipo IV ha sido localizada en todas las membranas 

basales en asociación con otras proteínas (lamlnlna, proteogtucanos de heparán sulfato, 

enlacllna y nldógena). Las moléculas de colágena tipo IV existen en dos formas: 

heterotrimeros [a 1(1V)] ,.,2(1V) y homotrimeros a 1(IV)3. el P.M. es de 450 KD. A diferencia 
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da los tipos anteriores. por comparaciones de las secuencias de amlnoAcidos de la cadena 

a1 (IV) y a2(1V), Indicaron una complejidad adicional para este tipo, que consiste en 21 

arri~cldos en la cadena a2(1V), que forman una curvatura estabilizada por puentes 

dlsulfuro al final de la reglón helicoidal de la molécula. La asociación de las moléculas de la 

colágena tipo IV conforman un reliculo mlls laxo que las fibras de las colágenas 

Intersticiales. Esta caracteristica junto con la susceptibilidad al ataqu• proteolíUco, se debe 

a la presencia de dominios 'no·hellcolclales' en la molécula madura de colágena tipo IV. 

COLAGENA TIPO V: 

Un componente menor de la mayoría de los tejidos conjuntivos, la colágena tipo V, es 

sintetizada por toctas las células sométicas. Tiene una localización característica pericelular 

en ciertos tipos celulares y está Involucrada en la formación del exoesque(eto de las células 

de mOsculo liso ('Rhodes R.K. y Millar E.J .. 1978). Los filamentos tienen un grosor de 8-12 

nm, han sido encontrados solamente en el Intersticio y están estrechamente asociados con 

la membrana celular de las células de músa.ilo llso. Exfstoo al menos tres especies 

moleculares del tipo V, la forma que prevalece es el heterotrimero compuesto por dos 

cadenas al (V) y una a2(V) (anteriormente conocidas como cadenas A y B ['Sage H. y 

Bomstein P., 1979]), con un P.M. de 300 Kc;>. En otros tejidos tales como la córnea, la 

colágena tipo V fonma junto con las fibrillas del tipo 1 heterofibrillas como parte del 

Intersticio. En ciertas enfermedades corno el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), la 

colágena tipo V del mesanglo puede servir como el receptor de DNA y/o Complejos 

lnmunes-DNA en Lupus Nefritis. También se ha demostrado que la colágena tipo V 

purificada de cartílago contiene solamente la cadena a1M. 

La estequiometria de las cadenas en la colágena tipo V ha sido mlls compllcacla por el 

descubrimiento de una tercera cadena presente solamente en algunos tejidos u3{V), antes 

denominada 11C, ha sido aislada de merrbrana sinovial y placenta por precipitación 

dtterenclal con doruro de sodio. ('Bomsteln P. y Saga H.. 1980). Se han encontrado 

secuencias cortas de este heterolrimero de cadenas a.1, u2 y a3 en estructuras como 

membranas basales ('Chung E. et. al .. 1976). 
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COLAGENA TIPO Vl: 

La colágena tipo VI fue llarrada Inicialmente •colágena íntima•. Los filamentos de 

colágena tipo VI se encuentran en rrayor proporción en el intersticio y frecuentemente son 

encontrados en estrecha asociación con colágena tipo l. La secuendacl6n de amlnol!ddos, 

hecha recientemente junto con estudios de ADN recomblnante han confirmado la 

presencia de !res cadenas pollpeplídicas diferentes a1(VI), a2(Vl) y a3(VI), el P.M. es de 

570 KD y se encuentra en la fnllma de la aorta, placenta, p;er rin6n y músculo. La molécula 

presenta secuencias de Arg·Gli·Asp con un núcleo central colagénico, las cuales son 

estructuras unidas po!enclalmenre a células. 

COLAGENA TIPO VII: 

La colágena Upo VII ha sido aislada como un componente colagénlco menor en 

membranas placentarias. Su localización es discreta en órganos como la piel, sus 

dimensiones moleculares sugieren su participación única en las fibrillas de andaja, donde 

rorran lugar las Interacciones con los tipos 1, 111 y IV de colágena, así como con la lámina 

densa. Solamente se ha encontrado a esta molécula en forma homolrimérica, de P.M. 960 

KD. 

COLAGENA TIPO VIII: 

La colágena tipo VIII fue descubierta primero como una proteína secretada en cultivos 

de células endotellales, y de esta manera fue lnlciaJmente llamada colágena endotellal. 

Aunque existe alguna evidencia para la presencia de colágena tipo VIII en tejidos como la 

membrana de Descemet, la información estructural y bioquímica disponible proviene de 

estudios In vitro. Esta colágena se eoa.ientra como un homotrfmero a.1(Vlll) 3 de P.M. 500 

KD. 

COLAGENA TIPO IX: 

La colágena tipo IX es un corrponente menor de cartílago Ounlo con los tipos X y XI). 

Esta molécula de colágena está compuesta de tres dominios colagénlcos espaciados por 

cuatro dominios no colagénicos. Se ha demostrado que la colágena tipa IX es un 

heterotrimero que consiste de tres cadenas polipeptídicas diferentes a1 (IX), a2(1X) y 
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ct3(1X), de P.M. 500 KD. La cadena a2(1X) es sustllulda con una cadena sl"l)le del 

glucosaminoglucano condroitfn sulfato. Estudios recientes han localizado a la colágena 

tipo IX en estrecha asociación con las fibras de la colágena tipo 11 del cartilago. La 

digestión con pepsina del cartilago de esternón de pollo libera colágenas tipo 11, IX y XI en 

proporción 8:1 :1. Se han encootrado entrecruzamientos covalentes de los tipos de 

colágena 11 y IX en el cartílago. 

COLAGENA TIPO X: 

La colágena tip::> X representa otra proteína especifica de cartílago hipertrófico. Esta 

mofécula es un homotrimero el rual contiene un doninio corto helicoidal con un dominio 

globular en uno de sus extremos a1(X)3. de P.M. 180 KD. Semejante a la colágena Upo IV, 

que la colágena X ha desmostrado por estudios biosintétfcos no tiene un procesamiento 

proteolftico de las secuencias no helicoidales. A diferencia de las colágenas cartilaginosas, 

ésta se encuentra solamente presente en cartílago que contenga condrocltos hipertróficos, 

por ejemplo, en la placa de crecimiento y callo de la fractura. Téa'licas inmunohistológicas 

por microscopia electrónica (ME) Indican que la locallzaclón de la colágena tipo X muestra 

fibrillas amorfas con un diámetro de aproximada.mente 15 nm y algunas veces con una 

ligera periodicidad. AL.nque inicialmente s~ pensó que estuviera Involucrada en la 

calcificación de matriz de cartílago, un estudio reciente de ME no mostró evídencla de 

colágena tipo X en la periferia de sitios focales de calcificación telll)rana. 

COLAGENA TIPO XI: 

La colágena tipo XI, previamente referida como 1a2a.3u o colágena tipo K. ha sido 

representada como un heterotrimero, que consiste de tres diferen1es cadenas de colágena 

de P.M. 450 KD. Además para cartflago hialino, la colágena tipo XI, se ha encontrado 

como un componente menor en el disco intervertebral, oreja, humor vítreo y la cubierta de 

la notocorda. Las cadenas de colágena tipo XI tienen ciertas similitudes a las cadenas de 

las colágenas 11 y V con respecto a eslUdios químicos e lnmunoquímicos. 
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COLAGENA TIPO XII: 

La colagena tipo XII, fue descubierta por clonación de ADNc de tendón de embrión de 

pollo en una genotoca. Recientemente fragmentos cotagénlcos ldentiflcadoo como 

colágena tipo XII han sido aislados por digestión con pepsina de tendón de embrión de 

pollo. Al.nque homóloga a la colágena tipo IX a nivel genético, se requieren nuevos 

estucios para determinar si está estrechamente asociada a la colágena tipo 1 y/o si es 

análoga a los tipos IX / 11 en cartílago. 

COLAGENA TIPO XIII: 

La colágena tipo XIII está descrita como una colágena humana no fibrilar de bajo P.M. 

Su aislamiento y parcial caracterización por donación de cDNA de la cadena a.1 de la 

colágena tipo XIII ha sido descrito. La slntesls de esta colágena se ha demostrado en 

cl>tivos de fib<oblastos de piel normal de humanos y también en una línea celular tumoral 

hcmana, la HT-1080. Esos esfudios revelan procesamientos distintos en el ARN mensajero 

(ARNm), lo que da origen a cuatro moléculas diferentes de la proteína. ("Stewart 

T.E.et.al.,1989, "Jlmenez S.A., 1988,). 

COLAGENA TIPO XIV: 

Este tipo de colágena se encuentra en estudio, por lo que se sabe muy poco acerca 

de su estnxtura. La colágena tipo XIV tiene dominios de triple hélice homólogos en un 

60% con los dominios de la colágena tipo XII; al menos la cadena a 1 (XIV) y a.1 (XII) son 

codificadas por una secuencia similar a nivel de cDNA. 

Esta colágena junio con los tipos IX y XII forman un grupo aparte dentro de la 

s~erfamilia de las colágenas, estas se denominan CAFTI, Colágenas Asociadas a 

Fibrillas con Triple-hélices lnlenumpldas (FACIT, Fibril-Associated Collagens "1th 

lnterrupted Trple-helices, siglas en lnlglés). 

Las colágenas CAFTI (tipos IX, XII y XIV) han sido agrupadas juntas en una subdase 

especial debido a que comparten regiones con gran homología y tienen características 

estructurales ünicas. La caracteristica más relevante de este grupo, es que las moléculas 

presentan más de un dominio de triple hélice (con repetición de la secuencia G1i·X·Y 
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caracterlstica de los dominios colagénicos) separado por segmentos que no son 

helicoidales. Estos tipos no tienen el procesamiento proteolitico (como ocurre en la forma 

precursora más grande) taf CC>mJ las colágenas fibrilares y de esta manera no son 

secretadas como procolágenas. Ademas, las proteínas CAFTI no se presentan como 

polímeros solos, sino que están asociadas con fibrillas corrpuestas por colágenas 

fibrilares. Su localización y la diversidad de los dominios perifibrilares, sugieren que la 

expresión regulada de los diferentes corrponenles CAFTI pueden representar parte de las 

bases moleculares para la diversidad estructural de la colagena del tejido conectivo ("Shaw 

L.M. y Olsen B.A., 1991 ). 

3.- ESTRUCTURA 

Los estudios acerca de la moléa.lla de la colágena han mostrado un Intenso grado de 

uniformidad en la naturaleza general de la composición de los amlnoacldos, dicha 

composición fue conocida en k>s años 40. Considerando el número fracciona! de residuos 

en la cadena polipeplidica, es bien conocido que Glicina (Gil) se encuentra como un tercio 

d9' total da los aminoácidos presentes en una variedad de muestras estudiadas, 

Incluyendo no solamente a la colágena de los mamíferos, sino también de los llnfiblos y las 

aves. 

La consecuencia de que cada ten:er resfduo sea Gll, es el senlido y el giro de cada 

una de las cadenas a en la triple héltce, en donde el carbono de la Gii está ubicado al 

centro de la molécula y solo hay espacio para dos aromos de Hidrógeno en la posición a. 

pero no es asr para los carbonos exteriores (carbono í\) que Interaccionan con otros 

átomos de carbono diferentes. 
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CJCl,c.p 

B 

FIG.2 Proyeccl6n do la estroclln de la trlpla h<lllco do la colágona. 

Por otro lado, las tres cadenas a de la rrolécula estén unidas entre sí por puentes de 

hidrógeno lntercadena, y los átomos de carbono p se unen covalentemente al carbono a 

da la Gil Interior. 

o-H 
Cl-N 
e-e 
o-o 

F/G. 3 Formación do los puentes de hidrógeno lntorcadona. 

La estructura superenrollada de la col<igena. se debe a su •empacamiento• molecular. 

mientras que el carbono 4 se ubica sobre el carbono 1, éste gira en un ángulo de 
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aproximadamente 30° sobre el eje central. Como una consecuencia, los átomos de 

carbono 1 tienen un giro de ·110" entre ellos, llevando a 3.3 unidades de aminoácido pcr 

vuelta. 

X 

FIG.4 Estructura superonrollada da la co1'1gena. 

Otra caracteristica significativa de la C01T""9lclón de aminoácidos de la colágena, es 

que la prolina (Pro) junto con la hidroxiprolina (OHPro) fonnan aproximadamente. el 25 % 

de los resfduos en la cadena a de esta proteína. La consecuencia de ello es que la unión 

peptfdica que une el aminoácido previo al residuo del lminoácldo (Pro o OHPro) llene 

relalivamenle peca libertad de rotación en la unión nitrógeno-carbono (N·C). Esto lmpcne 

una considerable rigidez a la molécula de la colágena requerida para es1abillzar su 

estructura de la cadena. Considerando a los otros residuos de arrino8cidos, la alanina 

(Ala) constituye aproximadamente el 10 o/o y las cadenas laterales polares, como la 
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arginina (Arg), llsina (Lis), ácido aspártico (Asp) y ácido glutárrico (Glu), componen el 20 % 

de los 1014 resíduos por los que está formada cada cadena en toda su extensión. Aunque 

ellos no jueguen un papel esencial en la lonnación y ta estructura de la triple hélice, son 

l~ntes en las uniones inlercadEna, lo OJaJ lleva a la fonnaclón de las fibrillas 

('Ramachandran G.N. y Reddi A.H.,1976). 

FIG. 5 Secuencia ele am/no¡jc/dos de la caclona a 1 ele la coklgena en la ple/ ele rata 

(rosfduos 1-402) y ovino (resfduos 403-11J11), el ~terminal es de rata y el C-ferm/na/ 

es de ovino. Las reglones no he/leo/dales están separadas ele la reglón ele/ trlplete y 

no están numeradas. ("Hu/mes D.J.eLal, 1973). 
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Las regiones tenninales amno (N) y carboxilo (C) de las cadenas a en la colágena 

tipo I, llamadas tefopéptidos, consisten en secuencias de 10·25 residuos que no contienen 

Gii en cada tercera posición, corro se encuentra en el res10 de la molécula y por Jo tanto no 

pueden tener L.na estructura del tipo de la triple hélice. Esas regiones, son los sitios de 

donde los residuos de Lis originan los entrecruzamientos responsables de la orientación en 

la molécula para la fonnadón de las fibrillas. El residuo de Lis en la posición 9 es 

convertido al aJdehfdo de alisina, el cual es un precursor de los entrecruzamientos. Se sabe 

que en algtxlOS casos, primero se hidrox!la y luego se convierte en hidroxialisina, que 

tarrbién es un precursor de entrecruzamientos. En el caso de la Pro, el proceso de 

hldroxilaclón ocurre durante la síntesis de las cadenas polipeplídicas hasta que suficiente 

OHPro esta fonnada (4-0HPro y 3-0HPro) para hacer más estable a la molécula, la 

cantidad de hldroxilaclón requerida en general es menor a la cantidad posible. 

Sln embargo, las mofécUas de la col.tlgena en la fibra •nativa• estfln escalonadas por 

múltiplos de 234 residuos, a este valor se le ha referido como O. Este efecto es originado 

por los entrecruzamientos de los residuos de Lis 9 y 1044 de las regiones terminales 

no-helicoidales de la rrdécula. Si se asume que eslos telopéplidos son extendidos con un 

espaciamiento de resiciJo simlar al espaciar:nlento en la hélice, enlences parte de los 

resfduos 9 y 1044 de una cadena a. deberían tener contacto con las moléculas adyacenles 

escalonadas por O, 20, 30 y 40. 
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F/G.6 Rapresentac/6n esque11111tlca del arreglo ax/al de las molócu/as de la colágena 

lntorstlclal. Las moléculas están separadas una da otra por la distancia D da 234 

amlno4cldos o 670 Angstroms. 

Dado que la distancia entre los residuos 9 y 1044 es de 1035 residuos o 4.42 O 

(1035/234), el residuo 1044 tendrá contacto con moléculas adyacentes 0.420 después de 

los valores Integrales de O del residuo 9 (Ramachandran G.N. y Reddi A.H .. 1976), es 

decir que la mol(>cula de ta colAgena Hene una longitud de 40 + D/3, y las moléculas se 

sobreponen una longitud de 0/3. Esto lleva a dos diferentes densidades de reglones 

errpacadas a lo largo da ~ fibrilla, una zona de superposición ·0ensa· Dl3 con cinco 

moléculas por sección cruzada y una zona •vacía• 20/3 conteniendo cuatro moléculas por 

sección cruzada ("Kühn K, 1982). 

Por otro lado, se ha reportado que proleinas análogas a fibroneclina pero específicas 

para condrocltos (condronectina) y células epiteliales (laminina) se unen especificamente a 

esas células y sus respectivas colAgenas ('Chotappadl V. s .. et. al .. 1977) 

4.· B/OS/NTESIS DE LA COLAGENA. 

Las moléculas de la colágena son principalmente sintetizadas por las células del 

mesénquima tales como los fibroblastos, osteoblastos y condroblastos, (1 O o/o de su 

producción proteica está destinada a la colágena), ad~s de slnletizarse en menor 

proporción por otras células. La biosíntesis de la colágena sigue los principios basicos de la 
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blosíntesls de proteínas. Sin embargo, en este caso hay varias reacciones únicas y una 

característica especial es que lri!i cadenas polipeplidicas iniciales son modificadas por 

varios pasos posMraducclonales; o sea, después de que toda la información fue traducida 

por el ARN mensajero (ARNm) correspondiente. 

TRANSCRIPCION V TRADUCCION: 

Como ocurre con otras proteínas, en el núcleo se transcribe el ARNm d~ ácido 

desoxirribonucleico (ADN) y las cadenas pollpeptídicas sen sintetizadas en los complejos 

ribosomales que contienen al ARNm. Además, en la biosfntesis ribosomal de la colágena 

existen dos características no usuales. Los dos aminoácidos característicos de la colágena 

OHPro y OHUs. no son Incorporados directamente en las cadenas polipeptídicas, sino que 

son derivados de Pro y Lis que se hidroxilan solamente después de que han sido 

incorporados por uniones peptfdicas. Otra característica interesante en la biosfntesis 

ribosomal de la colágena, es que las cadenas pollpeptldicas sintetizadas lnlclalmente son 

cadenas pro a., debido a que las extensiones peplidicas en sus extremos son 

aproximadamente 40-50 % más grandes que en las cadenas a, esas extensiones difieren 

en la composición de aninoácidos de la región cotagénica. Otra diferencia !ITj)Ortante es 

que las extensiones no colagénlcas contienen dsteína (Os), la cual no se encuentra 

presente en las cadenas a. de las colágenas tipo 1 y 11 , únicamente se han descrito en la 

región e tenninal de la colágena lipa 111. 

Confonne las regiones amino terminal de las cadenas pro a. entran en la dstema del 

Relírulo Endoplásmico Rugosc (RER) ('Prockop D.J.. et.al .. 1979). ellas encuentran 

aparentemente unidas a la o las proteasas que eliminan a la secuencia señal, y también 

se encuentran con las tres enzirras hidroxilasas que convierten tos residuos de Pro y Us 

en 3-0HPro, 4·0HPro y OHLis. Las reacciones catalizadas por las hidroxilasas involucran 

la utilización de cofactores como Fe, C>.?. a.-cetogfutarato y un agente reductor como el 

ácido ascórbico. El a-cetoglutarato es estequiometricamente descarboxilado a succinato y 

C02 durante las reacciones, y un átomo de la molécula de oxigeno es incorporado en la 

OHPro u OHUs, mientras el otro átomo queda para el succinato. 

La secuencia mlnima requerida para la interacción de la prolil-hidroxilasa es un 

triplele -X-Pro-GU-, donde X puede ser cualqu!er aminoácido. Sin embargo la hldroxllación 
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del residuo prolil en esta secuencia está claramente influenciado por varios factores 

adicionales, que incluyen: la longitlxS de ta cadena del péptido sustrato, la naturaleza del 

arrinoácido de la posición ·X- da triplete y la naturaleza de los aminoácidos en otros 

tripletes. La conformación del pépbdO sustrato tiene un marcado efecto, mientras que la 

conformación de la triple hélice previene completamente la hidroxilación de los residuos 

prolilo. 

El requerimento mínimo por un péptido para servir com:> sustrato de la lisil hidroxilasa, 

es tener una secuencia -X-Us·Z-, c:loode Z puede ser Gii y probablemente también serina 

(Ser). La interacción con la lisil hidroxilasa es nuevamente afectada por la longitud de la 

cadena del péptido sustrato, la naturaleza del aminoácido en la posición ·X· del triplete 

para ser hidroxilado y los aminoacidos de tos demás tripletes. Como con ta prolil 

hidroxilasa, la confonna.ción de triple hélice previene la hidroxitación de los residuos lisil. 

GLUCOSILACION: 

Después de la hidroxilación de los resíduos de Lis, ciertos residuos de OHUs son 

glucosilados a galactosil hidroxilisina y a glucosil~lactosll hldroxillsina, dado que el grado 

de hldroxilación de Lis en la colágena tipo 1 es variable se puede esperar lo mismo para su 

glucosilación. La reacción es catalizada por dos enzimas especificas, la galactosil 

transferasa y la glucosil transferasa. Ambas enzimas catalizan la transferencia del 

monosacárido del correspondiente uridil-difosfato glucósldo (UDP·glucósido), utilizando 

como cofactor el manganeso. La galactosil transferasa no actúa en los residuos de OHLis 

libres, mientras que la glucosiuransferasa actúa sobre los residuos libres de 

galadosilhldroxillsina. Similar a como sucede con las enzimas hidroxilasas. la 

conformación de la triple hélice detiene las reacciones de glucosilación. 

Desde el punto de vista cuantitativo, la colágena tipo 11 contiene aproximadamente to 

% de los carbohldratos mencionadas y todas las OHUs Identificadas en la secuencia se 

encuentran glucosiladas. una s1tuaoon similar se presenta para la colilgena tipo IV; p:Jr lo 

tanto, la colágena es una glucoprote1na. 

ASOCIACION DE LAS CADENAS rt V FORMACION DE LA TRIPLE HELICE: 
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Una de las funciones en las extensiones de la cadena de colágena (p~péptido), es 

facilitar la formación rápida de la triple hélice en la pon:ión colagénica. Este fenómeno se 

lleva a cabo por medio de uniones covalenles (vla puentes disulfuro) en las extensiones 

peptidicas. Un requerimento adiciona\ para la fonnación de la triple hélice es que un 

número apropiado de residuos de Pro estén hidroxilados antas de que tome lugar el 

proceso, asto a su vez se traduce en la resistencia de ta molécula, dado que se ha 

encontrado que la presencia de OHPro incrementa fuertemente la estabilidad térm'ca de 

sus hélices. 

carro se mencionó anteriormente, las hidroxllaciones y glucosilacionas se llevan a 

cabo en la cisterna del REA conforme las cadenas ex. van siendo sin!etizadas en los 

ribosomas, esto se debe a la conexión de los ribosomas con las cisternas del REA. Asf, 

estas modificaciones post-traduccionales continúan aún después de que las cadenas a. ya 

fueron liberadas a las cislemas y se detienen con la fonnación de la triple hélice. 

F/G. 7 Esquema de los pasos Intracelulares en la blosíntesls de la procolágena. 
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SECRECION OE LA PROCOLAGENA A LA MATRIZ EXTRACELULAR: 

Se ha encontrado que para la secreción de la proco/ágena se requiere energia y se 

propone como mecanismo de transJocación que los microtúbulos la desplacen deSde su 

sitio de síntesis en los polisomas hasta cerca de la merrtlrana celular {"Ehrlich H.P .. 

Bomste;n P., 1972). 

Para que fa proteína sea acarreada en el interior de fa célula es necesario que se 

mantenga en forma soluble. y ello probablemenle dependa del péplido C terminal 

detentinando la solubilidad de la proteina, dado que la eli!Tinación de esos péplldos esta 

asociada con fa precipitación en fibras de las proteínas ("Paglia L.M.et.al., 1981). 

MOOtACACtONES EXTRACELULARES 

CONVEASION OE LA PAOCOLAGENA EN COLAGENA: 

La conversión de la procolágena. eo colagena ocurre fuera de la célula, y se lleva a 

cabo al menos en dos pasos que involucran dos enzimas diferentes. Ambas enzimas 

tienen como función la elirrlnación de las extensiones peplídicas amino y ca.rboxilo (ºOsen 

B.et.a/.,1977, Ouksin O. y Bomstein P.,1977}. La actividad c.:1ta/illca de estas enzimas se 

denomina prooolégena peptidasa ("Fessler J.H. y Fessler L.t.,1978). es dependiente de 

calcio (Ca) y la reacción se lleva a cabo en un solo paso . 

La cadena proa 1 (l} de procolágena tipo / de pollo as sinterizada como un precursor de 

alto peso molecular con una secuencia lider hidrofóbfca. Tal secuencia contiene 

repetidamente residuos hidrofllicos cerca. del N terminal, pero casi sie~re contienen un 

segmento de 9 a 12 aminoécidos que son altamente hidrofóbicos en la región ceniral de la 

secuencia ('Palmiter R.O., et.al., 1979). 

Por lo tanto, la región N 1erminal también tiene influencia en la formacion de la triple 

hélice, en el mantenimiento del estado soluble de la proteina (al igual que la reglón C 

temlnal) y pueden ayudar a la moUacula de la procol.3:gena en la orienración para formar 

finalmente las fibras de la cO/égena {"Becker U.et.al .. 1976). 

Otra función muy i~rtante de la región N terminal en la biosíntesis de la co/agena 

es su capacidad reguladora, se ha demostrado in·vitro, en sistema libre de ce/u/as 
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derivados de reticulocitos, que estos péplidos tienen efecto supresor sobre la traducción del 

ARNm de la procol~gena ('Paglia L., et.al .. 1979). 

La síntesis de la cola.gana d.Jrante el estado embrionario alcanza un má:ximo entre los 

días 14 y 15 del desarrollo, cid"la síntesis constituye el 60 o/o del total de la actividad 

biosintética. Estudios i~viva han demostrado que este pico se encuentra en el día 13. 

seguido por un estado decrecimte hacia el día 16 {9Breitkreutz D., et.al .. 1978). 

' .. :-;:,~: ~-J,;;_' /. •• ., :nNl 

" ~~ ,',•N 

Pf.PTIDO 
1-.-- N- TDUllN.tJ.-: 

' ' 
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~ C- Tl:RlillNiL-j 

1100A1 1 

FIG. 8 Procesamiento extracelutar de ta mo/ócu/a de procolágena. 

AGREGACION V ENTRECRUZAMIENTO DE LA COLAGENA (FIBRILOGENESIS). 

Después de la conversión de la procolé.gena en colé.gena. las moléculas se agregan 

de manera especifica fonnando las fibrillas de la colágena, este proceso se lleva a cabo sin 

necesidad de catálisis enzirrática. las fibrillas formadas lienen aún poca fuerza tensil. La 

fuerza 1ensil se deriva de la formación de entrecruzanlentos. 

El primer paso en la fibrilogénesis es un proceso enzimático, con la oxidación de tos 

grupos e-amino en ciertos resíci.Jos lisil e hidroxilisil en aldehídos, la reacción se lleva a 

cabo por la enzima Usil oxidasa. que requiere de cobre {Cu) y oxígeno para su función. 

De esta manera. existen dos tipos de entrecruzamientos en la cota.gana: 

entrecruzamientos intramolecutares. uniendo las cadenas polipeplídicas en la misma 
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-. molécula; y entrecn.izamlentos intermoleculares, uniendo las cadenas con moléculas 

adyacentes. Los entrecruzamientos lntramoleculares son formados por condensación 

aldólica de dos atdOOidos y están presentes cerca de la región N tenninal de las cadenas a. 

de la colágena. Los entrecruzamientos !ntermoleculares son producto de reacciones de 

condensación de un grupo t>amino de Lis o principalmente de Ot-IUs con un grupo 

aldehido de otra molécula ("Kivirikko K.I. y Aisteli L., 1976). 

El papel de los glucosaminoglucanos (GAG) (ácido hialurónico. denna.tán, condoritin y 

queratán sulfato} en el desarrollo de las fibrillas de la colágena. es dependiente del Upo de 

glucano o glucanos presentes en la fase de nucleaclón o •tase lag•, los cuales afectan la 

densidad y el número de fibrillas de colágena formadas. 

Se sabe que la composición de los GAGs cambia con la profundidad de la dennls y Ja 

distribución del diámetro de ras fibrillas tienen variaciones locales en el cuerpo de los 

animales. Sin elTiJargo, la capa superficial de la dennis (papilar) de muchos animales 

(borregos. cerdos y humanos) tiene un contenido mas alto de GAGs, las fibritlas de 

colágena son de diámetro más fino y existe una mayor relación de ácido hialurónico y 

dennatan sulfato que en la demis inferior. Por ejemplo; en determinaciones de GAGs en 

el tendón, cuando un 60 % de ellos es condroitín sulfato, el diámetro de la fibrilla es de 

aproximadamente 150 nm, y si el contenido de dennatán sulfalo es de 70 % el diámetro 

promedio es de 200 nm aproximadamente ("Parry D.A.D.;el.al., 1982. Veis A .. 1982). 

5.- DEGRADACION DE LA COLAGENA. 

El proceso catabalico de la colágena se lleva a cabo principalmente por medios 

enzimáticos y es definido como la ruptura de uniones peptídicas en la porción helicoidal de 

/as moléculas de la colágena nativa. la Identificación de ros péplidos remanentes nos 

Indica el tipo de enzirr.a y/o proceso por el cual la molécula fue degradada. 

Así, existen diversas enzimas que presentan actividad colagenolítica, tales como la 

cateosina colagenolitica a pH ácido, la pronasa, etc. 

La enzima especifica para llevar a cabo este proceso es la colagenasa, la cual se 

encuentra en tejidos animales y fluidos, ésta se presenla al menos en cuatro formas: 
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Enzima latente 

li) Enzima libre 

iii) Enzima unida a colágena 

iv) Enzima unida a inhfbidores 

Se considera que las formas moleculares de la colagenasa latente son precursores de 

la enzima activa o verdaderos zimógenos, la cual es slntetlzad.:1 y secretada por varios 

tipos de células. Estas pro-enzimas podrian requerir de la aclivación por mecanismos 

especificos, que puede ser proteólisis pardal, por 01ras enzimas, auto-activación o aún 

otros factores desconocidos. Otros autores sugieren que todas las colagenasas latenles 

seo complejos enzima-inhibidor y la activación representa la disociación de la colagenasa 

de los inhibidores. 

La degradación de la colágena nativa por enzimas no colagenolíticas, escinde la 

porción helicoidal de la molécula bajo condiciones fisiológicas de pH, temperatura y fuerza 

iónica, esto ha sido documentado solamente para soluciones de colágena tipo 111 incubadas 

con tripsina, aunque existe la posibilidad de Que la colágena unida a colagenasa pudiera 

ser activada por tripsina. 

Se sabe bien, que preparaciones puras de casi todos los lipos de la colagenasa 

animal escinden a la colágena •naliva• soluble o fibrillas reconslituidas en una unión 

peplídica sJmple a lo largo de la porción helicoidaJ de la molécula cuando la Incubación es 

llevada en condiciones fislológicas de pH, fuerza iónica y temperaturas abajo del punto de 

desnaturalización de los productos de reacción ( 30 ºC). Parece que la cinética de reacción 

colagenolítica depende en gran medida del grado de agregación y entrecruzamiento del 

sustrato. 

La unión peplidica especifica escindida por las cotagenasas, se encuentra en1re los 

residuos 772 y 773 de la subunidad !::t.1 de la cofagena taipo 1, las cuales son ·Gil-lle· y 

entre los posibles residuos correspondientes en la cadena a.2 represen1ada por ·Gli-Leu-. 

Sin embargo, a nivel de microscopia electrónica, la ruplura ocurre entre las bandas 41 y 42 

de acuerdo a la numeración de Bruns y Gross. tos dos péplidos resultantes de la ruptura 
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colagenolitica son de diferente tamaño, el mas largo consta de aproximadamente 75 % de 

la molécula de la colágena y el más pequeño del 25 % restante: los dos péptidos son 

conocidos respectivamente como TCA y TCB. Aunque ha sido reportada la especificidad 

de las colagenasas para la colágena, las enzimas parecen atacar a pocas o a ninguna otra 

prolefna, la excepción es la colagenasa leucocitaria, la cual en fonna altamente purificada 

tarrtilén degradará al fibrinógeno y a los proteoglucanos. Por otro lado, las colagenasas no 

reconocen sustratos especie especificas. Por lo tanto, las colagenasas degradan 

colágenas extraidas de muchas especies de animales diferentes con la misma eficiencia. 

Cabe mencionar que la colágena tipo 111 tiene la mayor susceptibilidad a colagenasa, 

mientras que la tipo 11 es la menos susceptible. 

Resumiendo, existen dos posibles mecanismos para la colagenólisis irrvivo: 

a) Una enzima sola, la colagenasa. es capaz de Iniciar la degradación de la colágena 

por ruptura de una unión peplídica sencilla en la porción helicoidal de las tres subunidades 

de la cadena del sustrato nativo y continuar una nueva ruptura de los productos de 

reacción sin ayuda de otras enzjmas, pero con la participación de su desnaturalización a 

lertlJeratura fisiológica. 

b) Un mecanismo muflienzimatico sugiere que varios pasos enzimáticos son 

necesarios para degradar la colágena nativa insoluble, errpezando con la 

despolimerización {catalizada por enzimas proteolflicas no especificas), seguido de la 

ruptura especifica por colagenasas y continuada por digestión de los productos de reacción 

desnaturalizados, pnmero por endo y exopeptidasas especificas, después por peptidasas 

de baja especificidad y finalmente por exopeptidasas no especificas ("Pérez Tamayo 

R .• 1978). 

6.-ASPECTOS /NMUNOLOG/COS 

La inrrunología de colágena es irrportante por dos razones: primero porque las 

colágenas animales están siendo utilizadas en humanos, además de que en algunas 

enfermedades autoinmunes se presentan autoanticuerpos contra la colágena del 

organismo; y segundo, porque los anticuerpos contra la colágena son una herramienta Ulil 

en e! laboratorio. 
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Ahora bien, el término •inmunogenicidad• relaciona la capacidad de un material para 

inducir la producción de anticuerpos en los animales a través de la Interacción de dicho 

material (antígeno) con las células de respuesta inmune del organismo, conocidas como 

las células presentadoras del antígeno (CPA), entre las cuales se encuentran los 

macrófagos, las células endoteliales, los linfocitos B, etc. (ºAoitt 1 .. 1991 ). 

Existen dos formas para inducir anticuerpos en un organismo por medio de una 

proteína, una de ellas es debido a la estructura primaria, es decir sus •cieterrrinantes 

antigénicos secuenciales·, y la otra es por su confonnación espacial, ·delemlnantes 

anligénlcos conformacionales•. Además, en la producción de anticuerpos Influye la ruta de 

administración y la frecuencia con que se realice ésta. 

Entonces, Jos delerminantes antigénicos oonfonnacionales están dados por la triple 

hélice y las regiones no helicoidales que se encuentran en los extremos de la molécula; 

mientras que los delerminantes anligénicos secuenciales, pueden ser detectados por 

anticuerpos que interaccionan con cadenas a. no enrolladas. Estos están localizados en la 

región de la triple·hélice (aunque la estructura en la colágena nativa los enmascara ante los 

anticuerpos). 
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FIG. 9 Localización esquemática de los tras grupos diferentes de determinantes 

antlgénlcos en la molécula de la colágena. (1) Determinantes antlgénlcos 

he/leo/dales, (2) det<Nmlnantes antlgónlcos termina/es y (3) determinantes 

antlgénlcos centrales. 
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Dadas estas razones, la colágena tipo 1 es la proteína menos inmunogénica, pues 

como ya he mencionado, su estructura primaria es muy semejante entre las especies, al 

igual que su estructura secundaria y terciaria ('Ramachandran G.N. y Reddi A.H., 1976). 

7.- IMPORTANCIA DE LA COLAGENA 

La colágena es una de las proteinas más esludiadas y de mayor Importancia 

biológica, entre otras se encuentran ¡:::or eje~lo a la albúnina y la hemoglobina. La 

importancia de la colágena reside en su función corno material estructural en el tejido 

conectivo. Además de ser el soporte celular de los tejidos, es reconocida oomo marcador 

de diferenciación celular (ºGurdon J.B .. 1987). Existen además, una gran variedad de 

enfermedades asociadas a la colágena, por to que su estudio clinico también la hace 

importante. 

Dentro del uso que se ha dado a la colágena (en sus principales tipos), es el de 

soporte para cultivos celulares y marcador de diferenciación celular, por ejemplo en la 

condrogénesis en donde se presenta característicamente el tipo 11. También se ha utilizado 

marcada con Isótopos radiactivos (tritio por e)emplo), para observar el metabolismo de 

algunas células en diferentes condiciones, como los fibroblaslos, macrófagos, células 

epiteliales, endoteliales, hepatocitos, eic. 

Debido a que la colágena se encuentra en proporción elevada como proteína de 

matriz extracefular y dada su baja antigenicidad en forma nativa, se ha utilizado desde 

hace algún tiefll)O como material de bioifl'l'lanle en diversos tejidos, como son: la piel, el 

hueso, el cartílago, etc. Teniendo aderrás la propiedad de reabsorberse sin 

consecuencias, esta absorción es relativamente rápida lomando en cuenta su velocidad de 

recarrblo, por lo cual se ha corrt>inado con polímeros inertes como son polielileno, 

polivinllplrrolidona, etc. 

El tipo 1 de la co1agena es el mas abundante en piel y hueso, com::> ya he mencionado 

y se ha utilizado ampliamente como miterial de bioimplante ya que las características de la 

cola.gana en las diferentes especies son muy similares, permitiendo asi realizar injertos con 

un amplio margen de seguridad. 
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Son bien conocidos {induso en el mercado) los implantes de la colágena en heridas 

en donde por la disposición de la lesión es difícil que el organismo repare por sí solo o lo 

haga en un periOOo breve. Así corro también los bldirfl'lantes en cirugia reconstructiva, en 

donde se ha Injertado colágena heteróloga (del cerno y ovino) en et hueso, teniendo muy 

buenos resultados y se hace mención que la regeneración es mucho más acelerada que 

cuando el Implante se lleva a cabo con rrateriales alop{ástlcos que muestran la desventaja 

de no transformarse en hueso o eliminarse en periodos cortos como es el caso del fosfato 

tricélcico ('Joos U. y Voget 0.,1980). Además, las áreas traladas con et implante de la 

colágena, no presenlan células giganles del tipo cuerpo extraño y 1ampoco se observa 

ningún problema en la cicatrización (º .Joos U.et.al.1980). Joos y cols. concluyeron que el 

proceso de extracción, purificación y regeneración de colágena son un factor esencial para 

la calidad del material de im~ante y por lo tanto, en su corrpatibilidad con el organismo 

(" Joos U.et.al., 1978. Bioceramics Symposium, 1978. Koehenleln H.E., 1972). 

B.- METODOS DE EXTRACC/ON, PlíRIFICACION Y CONTROL 

Generalmente, todos los métodos de extracción de la colágena se basan en la 

disolución de la proteína en un medio con pH ácido o neutro. El proceso consiste en el 

disgregado del material; sea en general piel, cartilago o hueso, agitación suave en el medio 

ideal; para las colágenas tipo 1 y 111 es el medio ácido y para las colágenas tipo 11 y IV es el 

medio neutro, aunque estos ültim:is también son muy solubles en medio ácido. 

Los pasos involucrados en la extracción de la colagena son: 

Adquisición de( tejido, se refiere a la selección del material que contenga en mayor 

proporción el tipo de la colágena que se desea. 

Deslipidaci6n, es el tratamiento previo a la extracción, con solventes orgánicos que 

disuelvan la grasa contenida en el tejido. 

Extracción, involucra el medio ideal para disolver (si es posible de manera selectiva) el 

tipo de la col<igena en cuest1on. Esto puede incluir la adición de inhibidores de 
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•. proteasas y quelantes como el EDTA y otros, asi com:> proteasas inespecíficas del tipo 

de tripsina, para facilitar la disolución sin degradar a la molécula nativa C-Miller E.J. y 

Rhodes R.K .• 1982. Bloch A., 1961). 

Purificación inicial, se lleva a cabo por sistemas de solvatación diferencial; es decir. 

cada tipo de colágena nativa se precipita en fibras a dlferenles concentraciones de 

doruro de sodio (NaCI}. Ademas de incluir sistemas mecánicos del lipa de la 

ultracentrifugación. 

Purificación selectiva, se lleva a cabo por métodos varios, ros mas empfeados son las 

técnicas cromalográficas, por ejemplo con resinas de intercambio iónico o resinas de 

afinidad. 

El control de la proteína se lleva a cabo de dos maneras, la cualitativa. que se refiere 

a los tipos de la cofágena conlenidos en la muestra y que generalmente se evalúa por 

electroforésis en gel de poliacnlamida, la cuantitativa, que utiliza principalmente un 

método donde se hace reaccionar el aminoácido caracteristico de la colágena 

(OHPro) en fonna oxidada, con p·dimelilamino benzaldehido para dar un compuesto 

colorido que se lee en el espectro de luz visible por un colorimetro (ºNeuman A.E. y 

Logan M.A .. 1949. 'Woessner J.F.,1961). 

Otros métodos para la cuantificación, son slstemas automatizados con analizadores 

programados (' Jackson O.S. y Cleary E.G., 1967). 
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= OBJETIVOS = 

OBJETIVO GENERAL. 

Elaborar modificaciones a un método para la extracción y purificación de Ja cotágena 

•nat1va• con el fin de mejorar el tiempo y el rendimiento, utilizando como materia prima 

la piel del ovino ncrnato. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Disminuir el tiempo y mejorar el rendimiento de la extracción y purificación de un 

método de rutina (Methods In Enzymology Vol. 82) para la extracción de la colágena 

•nativa·. 

Extraer y purificar la colágena ·na.uva· a partir de la piel del ovino no-nato. 

Evaluar la calidad de la colágena obtenida por el método propuesto contra las 

muestras extraidas por los métodos de rutina. 
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=MATERIALES Y METODOS= 

EQUIPO Y REACTIVOS EMPLEADOS EN LA EXTRACC/ON Y 

PUR/FICAC/ON DE LA COLAGENA 

EXTRACC/ON Y PUR/F/CACION: 

Horrogenizador "Polytron" Birl<man. 

Potenciómetro. 

Vasos de precipitado 1000 mi. 

Probetas 50 y 100 m. 
Pipetas 1, 5, 10 m. 
Cristalizador. 

Gasas. 

Agitador magnético. 

Banas para agitación. 

Centrifuga "Sorvall". 

Tubos ¡>'centrifuga. 

Vortex. 

Viscosfmetro ·srookfie1d·. 

Filtro de flujo tangencial •Minitan Acrylic Ultrafi\lration System Millipore• 

Membrana Durapore 0.65 mm, 60 cm2. 

Membrana Polisultona 100,000 NMWL (KD), 60 cm2. 

Cámara refrigerada 4 ºC. 

Materia Prima = Pi~ de ovino (Borrego) no-nato, peso aproximado 

100 gr. 

Acetona. 

Acido acético Glacial 0.5 M y 5 mM. 

Acldo aomidrico conc. (HCI) 

Pepsina "Sigma 1 ·10.000, actividad 800-2500 U/mg.". 

Cloruro de Sodio cristales (NaCI). 

30 



Cloruro de Sodio 4.0 M. 

EQUIPO Y REACTIVOS EMPLEADOS PARA LA EVALUACION Y EL 

CONTROL DE LA COLAGENA: 

Ampolletas de vidrio 2 mi. 

Tubos de ensayo 16 x 150 mm. 

Tubos "Ependort". 

Pipeta automatica 20 - 100 µt. 

Soplete. 

Horno 104 ºC. 

Plancha de calentamiento. 

Baño maria 60 ºC, 92 ºC. 

Espectrofotómetro UV-Visible "Secomam 1000 G", con Impresora. 

Sistema para electroforésis con fuente de poder •Buchler 3.1500•. 

HCI 0.001 N y 6 N 

NaCI 0.2 M. 

Metll Cetlosolve. 

Amortiguador para OHPro: 5.0 gr de écido citrico. H,O, 1.2 mi de ácido acético 

glacial, 12.0 gr de acetato de sodio.3H20, 3.4 gr de 

Hidróxido de Sodio, aforar a 100 mi con agua destilada, ajustar el pH=6.0. 

Cloramina T (Reactivo) =Solución o.os M, se prepara para cada determinación poco 

antes del análisis (menos de 1 hr). 1.41 gr de Cloramina T en 20 mi de agua. 30 mi de 

Metilcellosolve y 50 mi de Amortiguador para OHPro. (La soiución se mantiene 

almacenada en un matráz con tapón). 

Acido Pe retórico 3.15 M. 

p·Dimelilaminobenzaldehido 20 ~o. en Metílcellosolve. Preparar poco antes de cada 

análisis. 

Solución estándar de OHPro. Preparar una solución base disolviendo 25 mg de 

L-OHPro seca por vacío en 250 m de HCI 0.001 N. Los estándares se preparan para 

cada determinación diluyendo la solución base hasta 1-1 O µg/ITT. 
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A.cri/anlda 30 %, 0.8 % N,N'·metilenbisacrilam!da. Diluir arrbos reacli\IOS en 50 mi de 

agua destilada y aforar a 100 mi. 

Amortiguador para Gel separador. Tris 2.25 M, 0.6 % SOS, pH=8.8. Disolver 272.6 gr 

de Tris y 6.0 gr SOS en 700 mi de agua des t. Ajustar pH = 8.8 y aforar a 1000 mi. 

Amortiguador para Gel concentrador. Tris 0.125 M. 0.2 ~•SOS, pH=8.8. 

Amortiguador de corrida: Tris 0.063 M, 2 '% SOS, Glicerol 1 O %, Azúl de Coomasie 

0.01 o/o, pH = 6.8. 

Amortiguador para eloctrodos: (5X) Tris 0.25 M, SOS 0.5 %. Glicina 1.92 M pH = 8.3. 

NOTA: El ajuste de pH se hace con HCI conc. 

TEMED 

Persulfalo de amonio 

Solución ti/adora y para tinción: Disolver 2.5 g de Azúl Brillante de Coomassie-A250 

en una solución compuesta de 200 mi de agua destilada, 500 mi de metano! absoluto 

y 100 mi de ácido acélico glacial, agitar mínimo 2 hrs y llevar a 1000 mi con agua dest. 

Fillrar. 

Solución para desteñir: mezclar 100 mi de metano! absoluto, 100 mi de ácido acético 

glacial y 800 mi de agua dest. 

2-mercaptoetanol. 

METODO A SEGUIR PARA LA EXTRACC/ON, PURIF/CACION Y 

CONTROL DE LA COLAGENA 

La preparación de una muestra de colágena involucra generalmente varios pasos, que 

van desde: 

La adquisición del tejido de donde se va a extraer. 

Procesamienlo inicial, es decir, el aislamiento de la proteina Junto con ros otros 

com1:x>nentes de la matriz extracelular en un medio adecuado. 

Y su punficación por los sistemas selectivos. 

De esta manera. se conocen varios medios para la extracción de la colt:igena: las 

soluaones salinas neutras y las soluciones de ácidos orgánicos. 
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Las primeras, involucran soluciones de cloruro de scdio (NaO) en amortiguadores a 

pH neutro, estas soluciones muestran la menor capacidad para disolver a la colágena, 

especialmente de los tpos 1 y 1/1, pero funcionan bien para extraer la colágena de olros 

tipos (no fibrilares principalmente). Las segundas incluyen a los ácidos orgánicos débiles o 

sOfudones amortiguadoras orgánicas ácidas. Estas favorecen la disolución de la mayoría 

de las colágenas incluyendo las fibrilares ('Millar E.J. y Ahodes A.K..1982). 

Por lo ranto. ef presenle método se basa en la extracción de la colágena en una 

solución orgánica ácida. 

El tejido seleccionado para el aislamiento de la colágena, es la pief del ovino (borrego) 

ncrnato. Y el sistema de purificación es por disolución y prec1pilación diferencial con NaCI, 

además de métOOos mecánicos como centrifugación y fillración langencial. 

La fi/lración tangencial, es la parte de inovación del presenle métOOo. Consiste en un 

sistema con membrana de microflllración 0.65 µm, en donde el flujo de la suspensión por 

filtrar recorre a la meni:Jrana en fonna paralela , permitiendo asi recuperar la fracción 

filtrada y la no filtrada (rechazo). Ademas que la fracción de •rechazo• no se queda en el 

área fillrante y por lo tanto, el sistema no se satura de inmediato. 

DISEÑO EXPERIMENTAL DEL METODO DE EXTRACCION 

1.Piel de ovino no-nato, se lava con agua corriente y se elimina manualmente el hueso y 

músculo que contenga, as{ como la mayor parte del tejido adherido a la piel y sangre. 

2.Se sumerge en acetona y queda en refrigeración (4 ce) por tocta la noche. 

3.La piel libre de grasa se lava con agua desionizada y se disgrega en un homogenlzador 

•pOfytron• en una sOfución de ac/do acético 0.5 M, pH = 2.5 (prevramenre ajustado con 

HCI), hasra oblener un homogenado sin particulas gruesas. 

4.Fi/lrar por una gasa para retener el !ejido no disgregado. 

5.Adicionar peps..:na en relación 1:10 (peso de la enzima:peso seco del material inicial) y se 

agita suavemente a 4 ªC por toda la noche. 
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PURIACACION: 

1.Precipitar tas fibras de la colágena "nativa" en la suspensión, por adición de cristales de 

NaO a una concentración de 2.0 M con agitación suave y constante. Dejar en 

agitación por toda la noche. 

2.Centrifugar la suspensión a 15,000 x g por 1:00 hora, a 4 ºC. 

3.Resuspender los botones en ácido acético 0.5 M y dejar en agitación por toda la noche. 

4.Repetir los pasos anteriores de precipitación y redisolución una vez más. 

EUMINACION DE PARTICULAS MAYORES DE 0.65 flm. 

1.La suspensión anterior se centrifuga a 15,000 x g para eliminar las partículas de mayor 

tamaño. 

2.EI sobrenadante debe tener una viscosidad menor a 25 centipoises (cp), en caso de 

estar más concentrado diluir al limite mencionado. 

3.Filtrar en un sistema de llujo tangencial: 'Minitan Acrylic Ultrafiltration System' (Mllllpore) 

por una membrana de 0.65 µm, 60 cm2
• Recuperando la solución de rechazo y 

resuspendiendola en acido acético 0.5 M, agitar tOda la noche y volver a filtrar de la 

misrr-a forma, mezclar los filtrados y continuar el tratamiento. 
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Flg.10 Esquema do/ principio da f//traclón tangencia/ por mombrana. 

Fig.11 Aparato empleado en la flltraclón tangonclat. 
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PAECIPITACION SELECTIVA. 

Este procedimiento se utiliza para recuperar de manera selectiva diferentes tipos de 

colágena en mezclas COl'Jl)lejas com:> la matnz extracelular. 

1.· El filtrado claro obtenido anteriormente. se precipila con una solución de NaCI 4.0 M, 

suficiente para alcanzar una concentración final de 0.7 M, en agitación constante y a 

4 ºC. La suspensión de fibras queda agitándose por !oda la noche. 

2.· Centrifugar la suspensión a 15,000 x g y resuspender los botones en ácido acético 0.5 

M. 

3.· Cuantificar colágena y observar el patrón e/eclroforético (ver adelante •Métodos de 

Evaluación de la Colágeoa Nativa'). 

4.· Diluir o concentrar s! es necesario. 

CONCENTAACION. 

Si la muestra se encuentra diluida se puede concentrar en el sistema de filtración 

tangencial •Minitan•, colocando una membrana de 100 KD, eliminando el filtrado y 

regresando el flujo de rechazo al recipiente original, hasta obtener la concentración 

deseada. 

METODO PARA LA éVALUACION Y él CONTROL Dé LA COLAGéNA 

OETEAMINACION DE LA CONCENTRACION. 

Existen varios métodos para determinar la concentración de la colágena, y se pueden 

cívidir en especificos e inespecificos. 

Los inespecíficos involucran la determinación de las proteínas totales. bien por su 

contenido de nitrógeno proteico, como es el metodo de K¡eldahl, o la cuantificación por 

enraces peptidicos, como en ros metodos espectrofotomátricos, Lowry y Biuret, ("Harris 

E.LV. y Angal S. 1989). 
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Los específicos se refieren a la cuantificación de los aminoácidos particulares 

presentes en la proteina, que en el caso de la colágena es la hidroxiprolina. Algunos 

métodos la deteminan en tejido y olros también lo hacen en las muestras proteicas 

('Neuman A.E. y Legan M.A. 1950). ('Woessner J.F .. 1961). 

El mélodo e~leado para éste trabajo (aunque con algunas modificaciones prácticas) 

es el de Woessner, en donde 100 µI de la muestra de la colégena disuelta en ácido 

acético, se colocan en una ampollela con 900 ~ll de Ha 6 N. 

Las ampolletas se cierran con calor y se hidroliza a la muestra en horno a 104 ªC por 

18 h. 

El conlenido de la ampolleta se evapora lentamente en una plancha de calentamlenlo. 

1.· La rruestra evaporada se resuspende en 200 µ/ de NaCI 0.2 M y de aqui se toman fas 

alícuotas para la p11Jeba. 

2.· Las alícuotas dependen del grado de concentración de la muestra, por ejemplo para 

una concentración aproximada de 1 mg/m, tomar 50 fll y agregar a 1.0 mi de NaCI 

0.2 M, preparar un blanco con Naa 0.2 M. 

3.· Agregar a cada tubo 0.5 mi de roactivo Clorarnina T, mezclar e incubar 20 mn a 

te~eralura ambiente {TA.). 

4.· Agregar a cada tubo 0.5 m de ácido perclórico 3.15 M, mezclar e incubar 5 min a TA. 

5.· Agregar a cada tubo 0.5 m de p-dlmetilaminobenzaldehido 20 %, mezclar e Incubar 20 

min a 60 ªC. Enfriar 5 mn y leer en colorimetro a 557 nm. 

7.- Las absorciones se interpolan directamente en una curva estándar que contenga 

concentraciones de O a 1 O µg de OHPro. 

B.· El porcentaje de la colágena está dado por el producto del porciento de OHPro con el 

factor de 7.46. 

% Colégena = % OHPro X 7.46 
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/DENT/FICACION DE LOS TIPOS DE COLAGENA 

La electroforésis en gel de acrilamida es utilizada comunmente en la identificación de 

los diferentes tipos de la colé.gana asi como para otras proteinas. Esta es una técnica útil 

para el estudio de trimeros, bandas gama (y}; dímeros bandas beta (J\), monómeros o 

bandas alfa (11.) y péptidos de degradación, ademas que se pueden analizar varias 

muestras simultaneamente. 

La técnica empleada en este estudio es una electrotorésls en gel de acrilamida con un 

sistema de amortiguador discontinuo. 

PREPARAClON DEL GEL 

Gel separador. 

Acrilarrida 4.5 mi 

Amortiguador Tris pH=8.8 5.63 mi 

Agua destilada 12.15 m 

sos 10 o/o 450 ,,1 

TEMED 20 1•1 

·~, Persulfalo de amonio 200 ¡~ 

Gel concentrador. 

Acrilarrida 1.0 mi 

Amortiguador Tris pH=6.8 1.87 mi 

Agua destilada 4.6 mi 

sos 10 o/o 75.0 lll 

TEMED 7 .5 ¡ll 

Persulfato de amonio 50.0 ~ll 

Primero se prepara el gel separador y se adiciona (aún liquido a la cámara, esperar a 

que gelifique agregando suavemente agua destilada para evitar la formación de un 

menisco. 
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:-··· 

Una vez que ya gelificó el gel separador, se procede a preparar y agregar el gel 

concentrador. Colocar el aditamento para formar los carriles antes de que gelifique. 

PREPARACION Y APUCACION DE LAS MUESTRAS. 

1.- Las muestras de la colágena en ácido acético o.s M, se dializan contra ácido acético 5 

mM. Una vez dializadas se mezclan con amortiguador de corrida en proporción 1 :2 

(una parte de muestra por una de amortiguador) o 4 rng/rnl de colágena vs 

amortiguador. 

2.- Las muestras en amortiguador de corrida, se desnaturalizan en baño de maría a 92 ºC, 

5 mln. 

3.· Colocar las rn.iestras en los carriles y agregar et amortiguador de etectroc:los para 

cubrirtas. 

4.- Cerrar la cámara y aplicar corriente continua a 40 mA. Detener la corrida cuando el 

indicador del amortiguador (azul de Coomassie) llegue al final del gel. 

5.- El gel se fija y tiñe con la solución de Coomassie por 18 hrs. y luego se desliñe en una 

solución de ácido acélicn/rnetanol (AcOf-VMeOH), hasta que et gel sea claro y las 

bandas se observen nítidas. 

IDENTIFICACION DE OTROS COMPONENTES COLAGENICOS 

PRESENTES EN LA FRACCION PURIFICADA. 

El corrportamiento de la colágena tipo 111 es mas complejo que la tipo 1 cuando se 

separa en un sistema electroforético. En las condiciones donde los puentes disulfuro 

intercadena astan Intactos, las cadenas ul(lll) se m.ieven como !rimeros (bandas ) con 

algunos polímeros grandes. En condiciones reductoras, esos enlaces son eliminados y se 

liberan monómeros que migran ligeramente más despacio que las cadenas u 1 (1) ("Sykes 

B .. et. al.1976). La resolución de estas bandas cuando hay una mezcla de los tipos t y 111 de 

colágena es muy baja por lo que el presente métcdo realiza una reducción retardada. 
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Las condiciones para la preparación y apllcación de las muestras son las mismas que 

el sistema antes mencionado. La drlerencia estriba en detener la corrida cuando el frente 

de! Indicador esté a un centimetro del inicio del gel separador. Entonces adicionar 

2·mercaptoetanol 10 % (v/v en amortiguador de corrida) en los carriles que se desee 

realizar la reducción y continuar la corrida en las condiciones anteriores. El teñido del gel 

tarrbién es igual. 
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=RESULTADOS= 

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA COLAGENA A PARTIR DE LA 

PIEL DEL OVINO NO-NATO. 

Una vez lavada la piel y estando libre del hueso y mUsculo, se deterrrinó la humedad 

con el fin de conocer el peso seco del material y relacionarlo con Ja cantidad de la enzima y 

solución necesarias para la extracción: 

Cristallzador = C. 

CI = 31.2100 g. 

Ctm = 31 .6240 g. 

Cs = 31.2952 g. 

mH = 0.4240 g. 

mS = 0.0852 g. 

Humedad = 79.9 % 

Peso seco = 20.1 % 

40 g. de piel húmeda = 8.04 g. piel seca. 

La piel se sumergió en acetona por una hora en el cuarto frío (4 ºC), después se lavó 

con agua com·en1e y se dejó en acetona toda la noche en las mismas condiciones, 

eliminando la grasa que contenida. 

La piel se lavó con agua corriente y se procedió a disgregarla, obteniendo asl un 

homogenado en donde la proteína esté más expuesta al medio de extracción. 

40 gr de piel húmeda se fragmentaron con tijeras en trozos pequeños y se 

disgregaron en un hornogenizador "Politron" en 400 mi (50 volúmenes) de ácido acetico 

0.5 M, pH=2.5 por cuatro periodos de 20 s r.lu. 
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La suspensión sa filtró por gasa eliminando los trozos grandes del tejido. 

Relación enzima/piel seca = 1:10. Entonces se agregaron 0.804 g de pepsina {Sigma 

Corp.) y quedó en agitación por 18 ha 4 ºC. 

La suspensión fue centrifugada a 15,000 x g durante 1 :00 h, a 4 ºC, de tal fonna que 

la fracción Insoluble junto con el material no colagénico fueran elinlnados. 

PURIACACION INICIAL: 

La suspensión anterior fue precipitada por adición de 46.76 • de NaCI 2.0 M {cristales). 

Quedó en agitación por 24 ha 4 ºC. Este paso perrritló que la protelna fuera separada de 

otros componentes no proteicos o con mayor solubilidad por el fenómeno de solvatación. 

La suspensión de fibras fue centrifugada a 15,000 x g, 1:00 hr a 4 ºC. Los l:X>tones se 

resuspendieron en 400 mi de 8.cido acético 0.5 M agitando suavemente 18 h a 4 ºC. 

El proceso de precipitación y rediso1ución se repitió una vez más en las mismas 

condiciones. 

EUMINACION OE PARTICULAS MAYORES A 0.65 ¡1m. 

La densidad de la suspensión fue de 17.5 centipolses (cp). 

La microfiltración tangencial en si sis1ema •minitan• se llevó a un flujo de 1 O rTI/min 

(40 min totales) separando el •rechazo• o fracción no filtrable y conservando el filtrado que 

se observó como una solución ligeramente viscosa y clara. 

El rechazo fue resuspendido en et volúmen original de ácido acético (400 mi) y vuelto 

a filtrar como en el paso anten'or. De esta manera, se redisolvió la parte de la colágena que 

no fue filtrada. 

Los dos filtrados claros fueron mezclados para conlinuar el proceso. 

PURIACACION SELECTIVA: 
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Los 800 mi del filtrado ciare se precipitaron por adición lenta de 169 mi de una 

solución de NaCI 4.0 M con agitación cons1an1e. La adición se realizó con ayuda de una 

bureta para que el fenómeno de sdvatación fuera lento. 

Al teminar la precipitación, quedó en agitación suave por 24 h a 4 ºC. 

La suspensión de fibras fue centrifugada a 15,000 x g, 1 :oo h a 4 ºC. Los bolones 

fueron resuspendidos en 400 mi de ácido acético 0.5 M con agitación lenta 1 B h a 4 ºC. De 

tal fonna que la colágena ipo 1 (preferentemente} fue selectivamente aislada de otros tipos 

de colágena presentes en la fracción purificada. 

Esta solución se encontraba lista para determnar la concentración y hacer 

electroforésis. 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION: 

La determinación se realizó por el rnétodo de Woessner (ver Métodos). 

100 Jll de la solución se mezclaron con 900 Jll de HCI 6.0 N, se hidrolizaron para 

obtener a los aminoácidos libres y pOOer determinar la OHPro presente en la muestra, 

posteriormente la solución fue evaporada. 

El residuo de la ampolleta se resuspendió en 200 111 de NaCI 0.2 M, ésta es la 

solución de prueba. 

a) 25 1d de la solución d9 prueba fueron mezclados ccn 1.0 mi de NaCI 0.2 M en un tubo 

de 16 x 150 mm. Se prepararon tubos iguales con un blanco de reactivos, un control y 

un estándar. 

b) Colágeoa purificada Penlapharm' (10 mglml). De una solución al 25%, se tomaron 25 1il 

de la muestra. 

c) Esti\ndar de OH Pro 5 ¡ig/m. 50 111 de la solución estandar de OH Pro 100 11giml. 

El contenido de OHPro detenninado en el colorimetro fue de: 

a) 4.9 i•9 
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b) 4.2511g 

c) 5.1 ¡1g 

µg Colágena = ¡1g OHPro x 7.46 

a) 36.554 11g de colágena/25 µI de solución de prueba. 

b) 31.705 µg da colágena/25 1il de solución de prueba. 

Entonces: 

a) 292.43 11g de cclágena/100 ¡il iniciales = 2.92 mg/ml 

b) 253.56 119 de cclágena/100 111 lnlciales = 2.53 mg/ml 

IDENTIFICAOON DE LA COLAGENA POR ELECTROFORESIS: 

Muestras de 100 1il para la solución de extracción (2.92 rrg/ml). 

Muestras de 100 111 para la solución control (10 mg/ml). 

Fueron dializadas contra 100 volúmenes de ácido acético 5 mM, 4 cambios, dejando a 

la proteina en una solución debilmente ácida. 

Las muestras se mezclaron con amortiguador de corrida 100 Jtl (con indicador) y 

fueron colocadas a ebullición 5 min para lograr la desnaturalización de la proteina y poder 

obServar en el gel las diferentes cadenas que la componen. 

Alícuotas de 20 1tl se corrieron por electrotorésis en gel de acrilamlda, con un sistema 

de amortiguador discontinuo (ver Métodos). 
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FIG. 12 GEL DE COLAGENA 

1.-La electroforésis en gel de acrilamida muestra ~n (a y b) Colágena extraída por el 

presente método a una concentración de 1 mglml.a)40 Jll, b)20 ~11. e) Colágena control 10 

mg/ml, la alícuota fue de 40 Jtl. 

La muestra de la colágena extraída por el presente método se volvió a correr en las 

mismas condiciones, pero ahora con alicuolas de so 111 con el objeto de observar más 

claramente a las bandas de los diferentes monómeros, dímeros y trímeros. 

11r~ 
·'!;:: -

.::· 

F/G. 13 GEL DE COLAGENA UN SOLO CARRIL 
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2.·Electroforésis corrida en las mismas condiciones que la anterior, pero ahora con 

una alicuota de 80 itl. Las bandas que se observan en la parte superior del gel, 

representan las "f o trímeros de las cadenas a, las siguienles (hacia abajo) son las P o 

dímeros de las rrismas y las últimas son las u o monómeros de colágena tipo 1, la superior 

con mayor grosor es a1(1) y la inferior a2(1), recordar que colágena tipo 1 es un 

heterolrimero de u 1(1)20.2(1). Obsérvese que no aparecen bandas de degradación abajo 

de las a2(1), lo cual indica el grado de purificación. 

ELECTROFORESIS DE COLAGENA CON REDUCCION RETARDADA: 

Una vez concenlrada la muestra de colágena a 7 mg/rTI se volvió a correr por 

electroforésls, ahora con reducción retardada para observar si se presentaba la colágena 

tipo 111 mezdada con la tipo l. 

Alícuotas de 20 )ti de la muestra dializada vs ácido acético 5 mM. fueron c~ocadas en 

el siguiente orden: 

a) Conirol de colágena 10 m¡;'ml. 

b) Colágena extralda por ésle mélodo 7 m¡;'ml. 

{c y d) son Iguales que (a y b respectivamenle) 1ra1adas con 5 ¡tl de p-mercaploelanol 

20 % para su reducción . 
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FIG. 14 GEL CON REDUCCION RETARDADA. 

3.·En el gel se observan las muestras sin reducir, las muestras reducidas presentan 

una banda adicional entre las p y las a tipo l. Esta banda representa el homotrimero a 1(111) 

de cohlgena lipa 111. 
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=CONCLUSIONES= 

La colágena ha sido desde hace rrucho liempo de gran ln1erés en el laboratorio de 

Investigación, tanto para el propio estu:iio de la proteína y por su utilidad como herrarrienta 

en metodologías, en donde la cotagena es una molécula lmportantemente reconocida 

como un marcador, sea del metabolismo tisular/celular, en el desarrollo de los tejidos en la 

diferenciación c·~:ular, biosoporte para cultivos cefulares, etc. Otro aspecto importante de la 

colágena, es su uso en el área médica de cirugía plástica y reconslrucliva: ésta molécula 

ha demoslrado tener propiedades reslauradoras de tejidos donde el daño ha ido més allá 

de lo que pueda resolver el propio organismo. Así, los implantes de fa colágena •nativa• en 

fonna liofilizada y soluble fueron denominados •bioimplantes•. la industria cosmética por 

su parte, la eOlJlea de manera rutinaria, pues existen formulaciones que contienen 

colágena en estado •nativo• y como twdrolizados, las primeras son utilizadas corro agentes 

fuertemente humectantes y los segt.ndos se utilizan en sistemas ionoforéticos; es decir, 

Impulsando a las moléculas electricamente a través de la piet 

Dados los requerimentos de los laboratorios de investigación para utilizar a la 

colágena en estado nativo, aquí he propuesto un método más mecánico que químico para 

la extracción de la proteína en fonna pura, aunque con me.zda de dos tipos de colágena 

tipo 1 y 111. Eslo afectará en la medida que el uso dado a la proteína no sea tipo-especifico, 

corno es el caso de la generación de los anticuerpos monoclonales, en donde se puede dar 

al producto de purificación un paso más especifico como lo es la cromatografía de 

intercambio iónico o de afinidad (reportado en antecedentes parte de métodos de 

extracción o precipitación diferenciaJ con NaCI). 

Sin embargo, la mayoria de los métodos de laboralorio para la extracción de la 

colágena nativa, emplean sisterras de ullracentrifugación para eliminar detritus y otras 

proteínas insolubles como la queratina, éstos equipos alcanzan velocidades de hasta 

100,000 veces la gravedad (100,000 x g), este sistema presenta ciertas desventajas; los 

periodos de ullracentrifugación para obtener una buena calidad de colágena son largos (2 

a 3 hrs) , las muestras que pueden trabajarse deben ser de volúmenes pequeños, pues los 

rotores tienen poca capacidad, además que requieren de tiempo para generar vacío y 

mantener una temperatura relativamente baja (4 ºC). Finalmente, el poseer una 
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ultracentn"fuga para un laboratorio de montaje reciente, es un gasto monetario muy fuerte, 

aunque su utilidad es también muy grande para una diversidad de procesos. 

Por lo tanto, el presente método para Ja extracción de la colágena "nativa•, fue 

desarrollado pensando en un sistema que pudiera suplir la ultracentrifugación y algunos 

pasos de la purificación. Asi, la implementación de un sislema. de mlcrofillración y 

ullrafiltración fue la dave para este problema. 

Las ventajas de este método consisten en lo siguiente: 

Se pueden trabajar volúmenes más grandes que por los demás métodos, pensando 

en que los puntos claves para la purificación de la colágena son: el sistema de 

precipilación/redisolución (que no tiene rmyor problema}, ullracentrifugaclón, diálisis y 

concentración. De ésta manera, urtracentrifugar , dial/zar y concentrar volúmenes grandes 

son sustituidos por microfi/lración y ultraliltración de flujo tangencial, en donde los 

volúmenes que se manejan con respeclo al tiempo son nucho mayores. 

1) la ultracenttifugación es supfü1a por microfillración teniendo una eficiencia incluso más 

alta, pues la SO{ución obtenida es más clara. 

2) El sistema de diálisis líquido/Hquido, es más rápido utilizando el sistema de ullrafilfración 

con una membrana de 100 KD, además que por ef 1amaño de la partícula que migra 

hacía afuera se eliminan los péplidos de degradación generados durante el proceso. 

Este sislema utiliza cantidades rela1ivamente grandes de SO{ución de diálisis. 

3) La concentración con el sislema de ultrafiltración en membrana de 100 KD. se lleva a 

cabo en mucho menor tiempo que por liofilización. 

4) El sistema de filtración tangencial, no permite que las ment:iranas se saturen rapido. y 

después de haberto usado, éstas se pueden lavar y mantener en soluciones 

desinfectantes. Así, la vida media de las membranas es de aproximadamente 1 año. 

5) la corrpabblidad de las membranas con diferentes solventes, ácidos y álcalis a 

diferentes concentraciones es muy amplia. 

6) El cosro del equipo, comparado con los demás sistemas empleados es bajo. 
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ullracentrífuga para un laboratorio de montaje reciente, es un gasto monetario muy fuerte, 

aunque su utilidad es también muy grande para una diversidad de procesos. 

Por lo tanlo, el presente método para la extracción de la cofa.gana •nativa·, fue 

desarrollado pensando en un sistema que pudiera suplir la ultracentrifugación y algunos 

pasos de la purificación. Asi, ta iíll)lementación de un sistema de mlcrofiltradón y 

ultrafiltración tue la clave para este problema. 

Las ventajas de este mélodo consisten en lo siguiente: 

Se pueden trabajar volúmenes más grandes que por los damas métodos, pensando 

en que los punlos claves para la purificación de la colágena son: el sistema de 

precipitación/redisolución (que no tiene mayor problema), ullracentrifugación, diálisis y 

concentración. De ésta manera, ultracentrilugar , dializar y concentrar volúmenes grandes 

son sustituidos por microfillración y ultrafiltraclón de flujo tangencia/, en donde ros 

volúmenes que se manejan con respecto al tiempo son n-ucho mayores. 

1) La ultracenlrifugación es suplida por microfiltración teniendo una eficiencia Incluso más 

alta, pues ra solución oblenida es mas clara. 

2) El sistema de diálisis líquido/líquido, es más rápido utilizando el sistema de ullrafi/tración 

con una membrana de 100 KD, ademas que por el tamaño de la partfcula que migra 

hacia afuera se eliminan los péplidos de degradación generados duranle el proceso. 

Este sistema utiliza cantidades relalivamente grandes de solución de diálisis. 

3) La concentración con el sistema de ullrafiltración en membrana de 100 KD, se Ueva a 

cabo en mucho menor tiempo que por liofilización. 

4) El sistema de filtración tangencial, no pennile que las merrtlranas se saturen r.ipido, y 

después de haberlo usado, éstas se pueden lavar y mantener en soluciones 

desinfectantes. Asi, Ja vida media de las membranas es de aproximadamente 1 año. 

5) La COflllatlbilidad de las membranas con diferentes solventes. ácidos y álcalis a 

diferentes concentraciones es muy amplia. 

6) El costo del equipo, comparado con los demás sistemas empleados es bajo. 
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De ésta manera. se puede tener colágena •nativaª para ser empleada en el laboratorio 

de Investigación disponible en poco tiert'l'O. con mejores rendimientos y muy buen grado 

de purificación. 

Con base en lo anterior, los objetivos propuestos fueron CUrl'f'lidos satisfactoriamente. 
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