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RESUMEN.

La colagena es en realidad upa familia grande y diversa de proteinas. En los vertebrados llegan a
constituir un tercio de la masas total de proteinas y presentan una amplia distribucion en sus tejidos
y Organos, en estos funcionan como clementos de soporte estructural y mantienen su integridad
fisica; son sustratos para la adhesion y migracion de células y en consecuencia pueden ser
reguladores de la morfologia vy funcién de estas. La cuantificacidn de colagena en secciones
tisulares, células en cultivo, fluidos y tejidos corporales es de amplio interés y ha llegado a
constituir un importante campo de estudio para la investigacion biomddica; sin embargo debido a
las desventajas que presentan los métodos més comunes para la cuantificacién de esta proteina, se
ha desarrollado una serie de modificaciones a estos, encaminadas a la optimizacidon y aumento de su
eficiencia. Por lo anterior, se evaluaron dos metodologias para la determinacidn cuantitativa de
colagena con rojo sirio, una que se desarrolla en solucidn y otra en fase solida, con base a ellas sc
evalud el empleo de coldgena soluble e insoluble como estindar y su unién con rojo sirio; se estudié
la selectividad del colorante a la colagena en presencia de compuestos cationicos y policationicos y
si la presencia de la triple hélice es importante para a unién del rojo sirio 2 ella. En ambos métodos,
la captacion del colorante fue directamente proporcional a la concentracion de colagena tanto
soluble como insoluble, sin embargo en solucion la captacion por la coldgena insoluble fue menor,
y en fase solida ocurrié lo contrario. Al realizar los ensavos de union en solucién y en presencia de
iones calcio y magnesio 0.1 M, este altimo favorecid una mayor incorporacién del colorante a la
proteina, asi mismo, al emplear al acido picrico como solvente para el rojo sirio se incrementd la
unién del colorante a la coligena insoluble pere continud siendo menor al de la soluble. En solucion
con acido acético 0.5 M las histonas, la espermidina y la espermina se unieron al rojo sirio, al
emplear dcido picrico saturado se evitd que la espermidina captara al colorante pero la poli-L-lisina
si lo hace. La unién del colorante a la coldgena adsorbida resultd mas selectiva para esta, ya que en
¢él no interfieren las poliaminas y cuando la adsorcion de las proteinas se realizé a pH 4cido
tampoco lo hicieron las histonas. Ambas metodologias permiticron la unién cuantitativa del
colorante a la colagena, pero las formas soluble e insoluble de coldgena unen cantidades diferentes
de rojo sirio. El 4cido picrico y el magnesio pueden favorecer la captacion del colorante por
coldgena ya que incrementan la sensibilidad del método para cuantificarla. Algunos de los
compuestos policatidnicos captaron al rojo sirio dependiendo de las condiciones del ensayo, por lo
tanto se piensa que son capaces de interferir en ellos al cuantificar colagena empleando este
colorante; en este sentido el ensayo desarrollado en microplaca consume mas tiempo pero mds
selectivo, mientras que €l basado en la precipitacidn de la coldgena en solucion dcida es mas rapido
pero menos selectivo. Finalmente se observd, que el grado de desnaturalizacién que experimentd la
colagena en presencia de glucosa 1 M no afectd su interaccién con el rojo sirio.



INTRODUCCION

La familia de proteinas de la colagena es grande v diversa, sus miembros constituyen alrededor de
un tercio de [a masa total de proteinas en los vertebrados, en quienes ademads, presenta una amplia
distribucién en tejidos y 6rganos (Brown y Timpl, 1995; Miller v Gay, 1982). Con algunas
variaciones la podemos encontrar también en algunos fila de invertebrados (Torre-Blanco v Toledo,
1981).

Hasta hoy se conocen 19 tipos de coldgena del [-XIX (Brown y Timpl, 1995) cuya estructura
comin es la triple hélice, formada por tres segmentos polipeptidicos conocidos como cadenas alfa.
La secuencia de estas cadenas contienen maltiples segmentos repetitivos de Gli-Xaa-Yaa donde
comiunmente Xaa es prolina y Yaa es hidroxiprolina {(Van Der Rest y Garrone, 1991}, y tienc una
forma de hélice con giro a la izquierda (Kuivaniemi y col. 1991). Durante el ensamble de la
molécula de coldgena las cadenas se alinean en forma paralela por medio de enlaces de puente de
hidrogeno que unen las secuencias Gli-Xaa-Yaa de una cadena « con las secuencias Gli-Xaa-Yaa
de las otras dos cadenas @ y se origina la formacién de una superhélice triple helicoidal con giro a la
derecha caracteristica de esta proteina (Van Der Rest y Garrone, 1991).

Evidencias acerca del papel que juega la hidroxiprolina e hidroxilisina en la estabilizacion de la
triple hélicc han sido aportadas por Ramachandran y col. (1973); Berg y Prockop, (1973) y
Kuivaniemi y col. (1991) respectivamente.

Las moléculas de colagena recién sintetizadas, en su mayor parte sirven en la construccién dec
elementos de soporte extracelular que mantienen la integridad fisica de los diferentes tejidos y
organos.

En ciertas ubicaciones anatomicas estos elementos de soporle extracelular pueden incorporarse o
estar {ntimamente asociados con una variedad de componentes de Ja matriz extracelular, que
incluyen agregados de proteoglicanos y glicosaminoglicanos {(Van Der Rest y Garrone, 1991),
depositos amorfos o cristalines de sales de fosfato de calcio (Miller y Gay, 1982), y glicoproteinas
especificas tales como la fibronectina, el niddgeno y la laminina (Brown y Timpl, 1995). En
consecuencia las propiedades de las diversas matrices extracelulares presentes en los veriebrados
son determinadas en gran parte por los tipos de coldgenas que las forman.

Como ejemplo de estas propiedades, se puede mencionar que los tejidos conectivos que requicren
de fuerza mecénica como los tendones, los huesos, [a piel y los grandes vasos sanguineos son ricos
en fibras de colagena tipo I (cuadro 1) y otros tipos de coldgenas asociadas, mientras que las
propiedades resilenies dei cartilago se deben a las fibras de colagena tipo II que forman una red
similar a una malla que mantiene en su lugar a los grandes complejos de proteoglicanos y las redes
formadas por la coldgena tipo 1V (cuadro 1 ) son esenciales para la estabilidad de la membrana
basal la cual debe resistir en algunas ubicaciones anatémicas alta presién hidrostitica como en las
asas glomerulares y mostrar considerable resistencia a la ruptura en las uniones dermis-epidermis
{Van Der Rest y Garrone, 1991; Brown y Timpl, 1995; Prockop y Kivirikko, 1995).

Otra funcién importante de las coldgenas son sus propiedades de adhesion celular, demostradas para
las coldgenas tipo [, [1 IV, V y VI; las interacciones entre las células y estas proteinas en ta matriz
extracelular influyen la morfologia y funciones celulares y son mediadas por receptores de

superficie celutar conocidos como integrinas (Kleinman y col. 1986).
2



Otro ejemplo que indica la particular importancia de la familia de la colagena son las diversas
patologias (colagenopatias) que involucran altcraciones {mutaciones) en sus genes estructurales
(cuadro 2). La mayoria dc estas enfermedades se deben a sustituciones de la glicina, inserciones v
deleciones en el gen, a alelos nulos y defcctos en la maduracién y terminacién prematura del RNA

La determinacién cuantitativa del contenido de coldgena en secciones tisulares, ¢élulas en cultivo v
fluidos corporates, es de amplio intcrés para la investigacién biomédica {Tullberg-Reinert y Jundt,
1999). Esla se basa usualmente en la cuantificacion del contenide de hidroxiprolina {(QH-Pro) —un
marcador bioquimico y especifico para la coldgena- que puede simplificar el andlisis quimico de la
proteina (Miller y Gay, 1982). Alternativamente, el empleo de prolina radiomarcada permite medir
su incorporacidn a la coldgena para monitorear 1a produccion o degradacion de la proteina.

El ensayo con hidroxiprolina, aunque es sensible, requiere previamente de hidrélisis acida de la
proteina, por lo que consume mucho tiempo, ocasiona la destruccién de la muestra y llega a ser
complicado; el método con prolina marcada con isétopos radioactivos es caro y se requiere de un
espacio adecuado para el manejo de estos, ademas de que puede representar un peligro para la
salud.

Como una alternativa a estos ensayos, se ha empleado el andlisis inmuno enzimatico (ELISA) que
tiene la ventaja de identificar tipos especificos de coldgena {Guerret y col. 1987; Yoshioka y col.
1987), aunque el ensayo es altamente sensible, es necesario generar primero un anticuerpo
especifico para cada tipo de coldgena, lo que complica el ensayo y también consume mucho tiempo.

Un método colorimétrico para la determinacion cuantitativa del contenido de colagena que ha
llegado a constituirse como un procedimiento estandar en las Oltimas décadas (Junqueira ¥ col.
1979; Marotta y Martino, 1985; Walsh y col. 1992; Nielsen y col. 1998; Tullberg-Reinert y Jundt,
1999), es el ensayo basado en la unidn del colorante rojo sirio, C.I. 35780, Mr.1373.09, un colorante
acido tetrakisazo hexasulfonado (figura 1) sensible y al parecer especifico a la molécula de coldgena
(Lillie, 1977; Puchtler y col. 1988).

En este caso la coldgena se solubiliza en 4cido, s¢ adsorbe en un soporte solido o se deja en solucién
para su tincién con rojo sirio (Walsh v col. 1992), y el colorante se extrae a partir del material
tefiido con una solucion alcalina a base de NaOH o KOH (Junqueira y col. 1979; Nielsen y col.
1998).

La estructura quimica del rojo sirio (figura 1) presenta seis grupos suifénicos (-SO73) distribuidos a
lo largo de toda la molécula (Puchtler y col. 1988), al parecer estos grupos cargados negativamente
intcracttiai por medio de enlaces i6nicos con los grupos basicos de la colagena de un modo que la
unién es selectiva y proporcicnal (Junqueira y col. 1979), aunque otros autores han postulado que
también pueden estar involucrados otros tipos de enlaces o interacciones moleculares y cuestionan
que la union del colorante sea estequiométrica (Lillie, 1977; Puchtler y col. 1998).



Cuadro 1. Tipos principales de colagena, su distribucién tisular, organizacion supramolecular y
funciones principales

TIPO ORGANIZACION TENDO FUNCION
SUPRAMOLECULAR REPRESENTATIVO PRINCIPAL
f Fibras estriadas Tejido conectivo como: la piel | Proporciona fuerza de
el hueso, el tendén, la cornea. [ Tension
I Fibras estriadas Cartitago hialino y el humor | Proporciona fuerza de
vitreo Tensidn
lil Fibras estriadas Tejido conectivos extensibles | Proporciona fuerza de
como la piel, los pulmones y | Tensidn
¢l sistema vascular
v Red similar a una malla | Membrana basal Componente estructural
v Niiclea de fibras Asociada con la colagena tipo | Proporciona fuerza de
estriadas I, como un componente menor [ Tensidn
Vi Filamentos como cuentas | Muchos tejidos conectivos Posiblemente como una
de un rosarioy bisagra entre las células y la
microfibras matriz extracelular (MEC)-
VII Fibras de anclaje Fibras de anclaje Refuerza la uniones
dermis-epidermis
V1l Red hexagonal Endotelio Desconocida
X Asociada a la superficie | Tejido conteniendo a la Une grupos funcionales a
de la colagena Il Colagena Il Fibras
X Red hexagonal Cartilago Unién a calcio
X1 Niclec de fibras asociado | Tejidos conteniendo a la Proporciona fuerza de
con la colagena Il coldgena 11 Tension

Cuadro 2. Enfermedades causadas por mutaciones en los genes de colagena o por deficiencia en las
actividades de las enzimas involucradas en su procesamiento postraduccional.

GEN ENFERMEDAD REFERENCIAS
COLIALI Osteogénesis imperfecta Cohn y col. 1986
COLI1A2 Sindrome de Ehlers-Danlos tipo VILVIV. y osteoporosis | Byers, 1990
COL2A1 Condrodisplasias y Osteoartritis Kuivaniemi y col. 1991
COL3AI Sindrome de Ehlers-Danlos tipo 1V y aneurisme adrtico | Kuivaniemi y col. 1991
COL4A3 Sindrome de Alport autosdmico Kuivaniemi y col. 1991
COLaa4 Sindrome de Alport ligado al cromosoma X Kuivaniemi v col. 1001
COL4AS Sindrome de Alport Barker y col. 1990
COL4AG Leiomiomatosis esofagica ligada al cromosoma X Barker y col. 1990
COL7A! Formas distroficas de epidermolisis bulosa Christiano y col 1994
COLSAI Osteoartritis inducida en ratones transgénicos Prockop y Kivirikko, 1995
COLSAZ Displasia miltiple epifiseal Prockop y Kivirikko, 1995
COL10AI Condrodisplasia metafiseal Prockop y Kivirikke, 1995
COLI1A2 Formas no oculares de Sindrome de Strickler Kuivaniemi y col. 199}
Lisil-hidroxilasa | Ehlers-Danlos tipo VI Prockop y Kivirikko, 1995
N proteinasa I | Ehlers-Danlos tipo VII C Prockop y Kivirikko, 1995
Lisil oxidasa Sindromes de cuerno occipital y Menkes Prockop y Kivirikko, 1995
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Figura 1. Estructura guimica del rojo sirio F3BA. Se trata de un colorante tetrakisazo hexasulfonado.



ANTECEDENTES

El rojo sirio ha sido empleado por muchos investigadores, para la cuantificacion de coldgena, Se
puede mencionar que se ha utilizado en soportes solidos (Junqueira y col. 1979; Kuitan y Di
Ferrante, 1980; Walsh vy col. 1992; Niclsen y col. 1998; Tullbcrg-Reinert y Jundt, 1999), en
solucién o suspension (Marotta y Martino, 1985; Anderson y Elliot, 1991} y en sccciones
histoldgicas (Armendariz-Borunda y Rojkind, 1985; Lapez—-De Ledn y Rojkind, 1985; James y ¢ol,
1990; Kalaria y Pax, 1993).

Junqueira y col. (1979) desarrollaron un ensayo colorimétrico para la union del rojo sirio, en el que
cuantifican coldgena que ha sido fijada como una pelicula extendida sobre portaobjetos, y
encontraron que en este sistema el colorante se une de manera proporcional v preferencialmente a la
colagena que a otras proleinas como la albimina sérica humana, inmunoglobulina G humana,
tripsina de bovino, proteoglicanos, acetilcolinesterasa, Clq del complemento humano v proteinas
del suero sanguineo humano,

En este sentido se ha e¢nsayado una gran diversidad de proteinas en presencia y ausencia de la
coldgena para determinar si reaccionan con el rojo sirio e interfieren en la captacion de este por la
coldgena (Kuttan y Di Ferrante, 1980; Marotia y Martino, 1985; Anderson y Elliot, 1991; Walsh y
col.1992; Tullberg-Reinert y Jundt, 1999}, en todos estos casos las proteinas reaccionaron
débilmente con el colorante y no lo captan de manera proporcional o dependiente de dosis.

Kuttan y Di Ferrante (1980), encontraron que una alta concentracion de sal (NaCl 0.5%) y el
dodecil-sulfato de sodio (SDS 0.5%) inhiben completamente la unién del colorante por coldgena,
que las diferencias de absorbencia del color extraido de colagena reducida (con 2 mecaptoetanol),
coldgena desnaturalizada con calor y coldgena nativa son evidencias que indican la importancia de
la triple hélice de la proteina para la interaccion entre el colorante y la coligena. Por otra parte
demostraron que ¢l complejo rojo sirio-coldgena es un sustrato conveniente para la colagenasa
bacteriana y una forma para caracterizar parcialmente su actividad.

Marotta y Martino (1985) propusieron un método nueve para cuantificar coldgena, basado en la
capacidad del rojo sirio para precipitar dicha proteina en una solucidn 4dcida; bajo este principio el
método permitié la determinacion cuantitativa de varios tipos de colagena, y ademdas encontraron
que Ia presencia de algunos iénes (Mg*?, K', Na*) pueden favorecer o interferir en la precipitacién
de la proteina y en una incorporacién del colorante a ella, en un mayor grado de cémo lo hace el
rajo sirio solo.

Lopez-De T.edn v Rejkind (1985} desarroilaron un meétodo para la estimacién cuantitativa y
especifica del contenido de coligena en secciones de tejido fijado con formalina y embebide en
parafina. El método se basa en la unidn sclectiva de los colorantes verde rapido y rojo sirio a las
proteinas no colagenas y coldgenas respectivamente.

Bajo estas condiciones el rojo sirio tifie selectivamente a la coldgena interstisial, y de la membrana
basal de diferentes ubicaciones anatdmicas, a pesar de que estas estructuras contienen diferentes
cantidades y tipos especificos de coldgena, todas ellas uner una cantidad similar de colorante
(demostrado por la similitud en la equivalencia de color, obtenida al tefiir colagena en ellas),
permitiendo obtener una determinacién cuantitativa del contenido de coldgena



Con csta ventaja, el mélodo ha sido empleado en la cuantificacion de la coligena en muestras de
tejido bajo condiciones fisiolégicas normales y patoldgicas, sin considerar la proporcion relativa y
los tipos de coldgena presentes.

James y col. (1990) emplearon al rojo sirio para tefiir la coligena en un método histofotométrica
combinado cen el andlisis de imagenes. A diferencia del procedimiento anterior, el dcido picrico es
empleado en lugar del verde rapido para diferenciar las proteinas no coligenas, y el andlisis
densitométrico (después de la respectiva fijacion del tejido y tincion con ¢l rojo sirio de las
secciones hepéticas) se utilizo para determinar el grade de alteracion del contenido de colagena
ocasionada por la fibrosis colestdsica hepitica.

Kalaria y Pax (1995), empleando la tincién selectiva de colagena por el rojo sirio, demostraron que
las profundas alteraciones morfoldgicas y bioquimicas de la microvasculatura cerebral (de los
I6bulos frontales, occipital y drea cortical) involucradas en la enfermedad de Alzheimer, incluyen
un aumento en ¢l contenido de coldgena 1V en las regiones frontal y occipital, pero no en la cortical,
determinado post mortem en sujetos con dicha enfermedad.

El rojo sirio ha sido empleado también para cuantificar el contenido de colagena en células en
cultivo y en el medio empleado para ello. En ambos casos los ensayos en cuestién, son una
modificacion al método de Junqueira y col. (1979}, a diferencia del extendimiento y fijacion de la
colagena sobre un portaobjetos, células similares a osteoblastos humanos (Tullberg-Reinert y Jundt,
1999), o el medio condicionado de fibroblastos de pulmén humano (Walsh y col. 1992) son
colocados directamente en pozos de una microplaca de ELISA, se incuba por 16 horas a 37°C en
una atmosfera himeda y 24 horas a 37°C en atmdsfera seca y se fijan con formaldehido, sin que
esto afecte la calidad de tincién.

En el caso de las células similares a osteoblastos, las acumulaciones focales del material tefiido con
rojo sirio permiten identificar zonas de alto deposite de coldgena intracelular, mientras que en el
medio condicionado proveniente de los fibroblastos se cuantifica inicamente la coldgena secretada.

En el estudio con fibroblastos, los autores no aclaran con precision el tipo de preparado comercial
de la colagena que emplearon como estdndar, se deduce que fue la insoluble ¥ que solo adsorben a
la superficie de plastico la fraccion soluble en 4cido de la misma.

Lo anterior representa un obsticulo serio para el estudio de la proteina en cuestién, puesto que en
algunos casos o se obtiene reproducibilidad en los datos o no es posible la preparacién de la
proteina de acuerdo al protocolo recomendado.

Finalmente en ensayos de union del colorante sobre filtros de nitrato de celulosa, se ha establecido
que compuestos policatidnicos como poli-histidina, poli-lisina y poli-arginina pueden interactuar
fuertemente con el rojo siric (Nielsen y col. 1998), lo que marca la posibilidad que tales compuestos
interfieran con los métodos de cuantificacion de colagena basados en su unidn con el colorante.

Otra evidencia que apoya lo anterior es que el nicleo celular rico en histonas también se tifie en
ocasiones con el rojo sirio (Lopez-De Ledn y Rojkind, 1985).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia y funcion de los diversos tipos de coligena como elementos de soporte estructural
(Miller ¥y Gay, 1982), como sustrato para la adhesién, diferenciacién y migracion celular
{Kleinman, 1986), y la mincralizacién dc ta matriz ésea (Brown y Timpl, 1993), es de vital
importancia para el desarrollo y mantenimiento de los organismos vertebrados.

En les humanos una gran cantidad de enfermedades {colagenopatias) ocasionadas por alteraciones
{mutaciones) en los genes estructurales de los diferentes tipos de colagenas (Prockop y Kivirikko,
1995), asi como alteraciones en la sintesis, depdsito v degradacién de coldgena en algunos organos
y tejidos (Lopez-De Ledn y Rojkind, 1985; James y col. 1990; Kalaria y Pax, 19935), revisten dec
importancia el estudio de las colagenas.

En consecuencia fa necesidad de contar con métodos que nos permitan obtener una determinacion
cuantitativa del contenido de coldgena, de células en cultivo, extractos y/o secciones tisulares, y
fluidos corporales, ha llegado a constituir un amplio campo de estudio en la investigacién
biomédica.

Sin embargo debido a las desventajas que muestran los métodos mas usuales para la cuantificacién
de coligena, en los Gltimos afios se han desarrollado una seric de modificaciones a estos
encaminadas a la optimizacion y aumento en la eficiencia de los mismos.

Por todo lo anterior en este trabajo se valoraron dos ensayos colorimétricos para la determinacion
cuantitativa de coldgena, basados en la unidn al parecer especifica del colorante rojo sirio a dicha
proteina.

Asimismo, algunos aspectos de tales métodos no han sido evaluados con precision, principalmente
los referentes al empleo de colagenas solubles e insolubles como estindar, si existen diferencias en
la union del rojo sirio a estas, y si compuestos catidnicos y policatidnicos también reaccionan con el
colorante y restan especificidad al método.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar dos metodologias para la determinacion cuantitativa de coligena con rojo sirio, una
metodologia que se desarrolia en solucidn y otra en fase sdlida.
OBJETIVOS PARTICULARES:
Determinar la forma de preparar y adsorber la coldgena soluble e insoluble en fase sélida.

Valorar el empleo de coldgena soluble e insoluble y su unién con rojo sirio en ambos
métodos.

Bstudiar la especificidad del rojo sirio en presencia de compuestos catidnicos y
policationicos en ambos métodos, empleando, aminoacidos basicos (Arg, Lis e His), un
polimero dc lisina, las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) e histonas
(fraccidn rica en arginina)

Estudiar la importancia de {a presencia de la triple hélice de la colagena en su uniéa al rojo
sirio.



METODOLOGIA

CUANTIFICACION DE COLAGENA CON ROJO SIRIOQ EN UNA MICROPLACA

Se empled el método de Walsh y col. 1992 segin el siguiente procedimiento: se utilizo colagena
tipo [ soluble (Sigma Chemical Co. C9791) e insoluble {Sigma Chemical Co. C9879) disuelta y
suspendida respectivamente en acido acético al 0.2 % a una concentracion de 2 mg/ml.

Ambas soluciones fueron diluidas en una proporcion 1:2.5 en agua y posteriormente 1:2 con
amortiguador de Tris-HCl 100 mM, NaCl 150 mM, CaCl; 10 mM y NaN, 0.02 % a (pH 7.5), a
continuacion se diluyeron de nuevo a diferentes concentraciones (60 pg, 40 pg, 20 pug, 10 pg, 5 ug /
10011 y en amortiguador de Tris-HCI 100 mM, NaN; 0.02 % a (pH 7.9).

Se colocaron en pozos de una placa para ELISA (Greiner labortechnik), cien microlitros de cada
una de las diluciones de colagena y se incubaron por 16 horas a 37°C en una atmosfera humeda y
24 horas a 37°C en atmosfera seca. Con base a este método se evatud el procedimiento de preparar
y adsorber la coldgena soluble e insoluble a la superficie de la placa de ELISA y su uni6n con el
10jo sirio.

Método de tincidn.

Se colocaron 100 pl de colorante rojo sirio F3BA (Fluka Chemika, No. Cat. 43665) al 0.1 % en
acido picrico saturado en los pozos de la placa durante 1 hora a temperatura ambiente y en la
oscuridad, posteriormente la colagena tefiida se lavd 5 veces con 200 pl de HCl 10 mM, 10
segundos por lavado para eliminar el exceso de colorante. Para extraer el colorante unido a la
coldgena, los pozos se lavaron con 200 pl de NaQH 0.1 M por § minutos, el colorante extraido se
resuspendid varias veces antes de transferirse a una segunda placa.

A continuacion se determind la absorbencia del color en un lector de microplaca (Bio-Rad modelo
450) a una longitud de onda () de 540 nm. A partir de los datos obtenidos se construyé una curva
que relaciona la concentracion de coliagena con valores de absorbencia debida a la unién del rojo
sirio.

CUANTIFICACION DE COLAGENA EN SOLUCION CON ROJO SIRIO.
En este ensayo se aprovecho la capacidad del rojo sirio para precipitar la colagena en un medio
acido empleando come base el método de Marotta y Martino (1985).

Colagena tipo | soluble e insoluble (1 mg /1.5 ml } se solubilizé y suspendié respectivamente en
acido acético 0.5 M. De estas soluciones se tomaron volimenes que contenian a 1, 5, 10, 20 40 y
60 ug /100 pl de acido, se colocaron en tubos de ensayo y se incubaron en la oscuridad durante 30
minutos a temperatura ambiente con 1m! de colorante rojo sirio 50 pM en acido acético 0.5 M.

A continuacidn los tubos se centrifugaron a 3000 rpm/30 minutos a 10°C en una centrifuga Zetlich
{modelo Universal 30RF), y el precipitado se lavé con un | ml de acido acético 0.5 M, se centrifugd
nuevamente a 5000 rpm / 135 min y el precipitado se lavé con 1m! de KOH 0.1 M durante [5 min
para cxtraer el colorante unido a las fibras de coligena. La intensidad del color extraido se
determind en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1201) a una & de 3400m.
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Con los datos obienidos se construyd una curva que relaciona la concentracion de colagena contra
valores de absorbencia debida a la unién de rojo sirio en dicha longitud de onda.

En este método se evalud si el cambio del acido acético por ¢l acido picrico saturado afecta la
sensibilidad del método, si la inclusion de cationes Mg?* en forma de MgCly 0.1 M y de Ca®' en
forma de CaCly 0.1 M favorece una mayor incorporacion del colorante a clla.

IMPORTANCIA DE LA TRIPLE HELICE DE LA COLAGENA EN LA UNION DEL
ROJO SIRIO.

Para valorar si la estructura tridimensional de la colagena es impertante para su unién con ¢l rojo
sirio, una solucidn de colagena tipo [ soluble disuelta en dcido acético 0.5 M (1 mg /1.5 ml ) fue
diluida para obtener cantidades de 20 y 60 pg / 1000 pl de amortiguador de Tris-HCl 50 mM, NaCl
200 mM, CaCl; 10 mM, glucosa t M {pH 7.5).

Estas diluciones se {levaron a ebullicion por 10 minutos v se enfriaron rapidamente cn hielo, Como
control cantidades similares de coldgena fueron ebullidas en el amortiguador sin glucosa | M,
debido a que esta y otros azucares son capaces de interferir en la fibrilogésis de la colagena
(Hayashi y Nagai, 1972).

Alternativamente algunos ensayos se desarrollaron a temperatura ambiente en el amortiguador de
pH 7.5 en presencia y ausencia de glucosa | M. La absorbancia de las diluciones en todos los casos
se determind haciendo un barrido espectral de los 200 nm a los 600 nm en un espectrofotdmetro
(Philips, Modelo, PUS710 UV-VIS)

Para el ensayo de unidn con rojo sirio, colagena soluble tipo 1 (1 mg / 1.5 ml ) fue disuelta en
amortiguador de Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, CaCl; 10 mM (pH 7.5) con o sin glucosa 1 M, y
se tomaron volimenes que contenfan cantidades de 20 y 60 pg, y la capacidad de estas de unir al
r0jo sirio se determiné de acuerdo a la metodologia para la cuantificacion de colagena desarrollada
en solucidn.

ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL COLORANTE RQJO SIRIO F3BA

La union especifica del rojo sirio a la colagena se esiudié en presencia de diversos compuestos
cationicos, incluyendo las poliaminas: putrescina (Sigma Chemical Co. P7505), espermidina
{Sigma Chemical Co. $2501) y espermina (Sigma Chemical Co. S2876); una fraccién de histona
tipo VIII-S rica en arginina (Sigma Chemical Co. H4380); un polimero de poli-lisina (Sigma
Chemical Co. P-8920) y los aminodcidos basicos: arginina (Merck 1.5142), lisina {Sigma Chemical
Cao 1.-1262) e histidina {Sigma Chemical Co. H-8000),

La colagena tipo I soluble (Sigma Chemical Co. C9791) y todos los compuestos anteriores en una
concentracion de 1 mg/ml, se disolvieron en acido acético 0.5M. Veinte microlitros de coldgena se
mezclaron -individualmente- con un volumen que contenia a 20 pg de los compuestos antes
mencionados y como control en cada caso, se emplearon 20 ug de colagena tipo | soluble sola. La
captacion del colorante en todos los casos se delermind de acuerdo a los métodos para la
cuantificacion de coldgena en solucidn o en fase sdlida.

En todos los casos, [0s ensayos se realizaron tres veces ¥y con muestras por triplicado, exceplo los
ensayos de la importancia de la triple hélice de coldgena para su unién con rojo sirio, los cuales s¢
desarrollaron con muestras por duplicado.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se empled el método estadistico de comparacién de pendientes (Zar, 1992) para delerminar si
exisien diferencias significativas en la tasa de union del rojo sirio a la colagena soluble o insoluble
tanio en fase sdlida como en solucién.

Se utilizé el misme método para comparar si la inclusion de iones metdlicos (Mg?' y Ca®") favorece
la precipitacion de la proteina y una mayor incorporacion del colorante a ella, y si el cambio del
dcido acético por el acido picrico saturado ticne un efecto sobre la sensibilidad del mismo.

En ambos casos los calculos estadisticos para la comparacion de pendientes se realizaron
manualmente con ¢l empleo de una calculadora cientifica Casio, fx-3600.

En los ensayos de la selectividad del rojo sirio, se utilizé el estadistico para comparaciones
multiples (ANOVA ) de un factor, para determinar si existen diferencias significativas respecto del
control bajo las diferentes condiciones de los ensayos, para ello se empleo el andlisis de datos del
programa de Excel® Office 2000.
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RESULTADOS

PREPARACION Y ADSORCION DE LA COLAGENA.

Después de colocar la coldgena insoluble tipo [ en dcido acétice 0.2 %, por aproximadamente 18
horas a temperatura ambiente, se obtuvo una mezcla que contenia una porcion de protcina
solubilizada y otra en suspension. Para obtener la porcion soluble de csta mezcla, la sotucion se
homogenizo manuatmente y se centrifugo a 3000 rppm / 5 min.

De esta manera se trabajé con mezclas de coldgena con distinto grado de solubilizacién, fa mezcla
completa (ST) formada por la porcion de coldgena soluble y en suspension, un sobrenadante
correspondiente a la porci6n soluble (SB), y la colagena tipo 1 soluble (S) en dcido acético 0.5 M.

Por otra parte, el procedimiento que recomiendan Walsh y col. (1992) para la dilucién de las
coldgenas (1:2.5 con agua, 1:2 con el amortiguador de pH 7.5) provocd la precipitacién de la
colagena antes de su aplicacidn a la placa de ELISA y por ello es causante de variabilidad en los
resuitades.

Por lo tanto, la coldgena de la ST, det SB y la S se aplicaron directamente (disueltas en acido) a la
placa en volimenes que contenian 5, 10, 20, 4% y 60 ug de proteina y el volumen final en cada
pozo se ajustd a 100 pl con el amortiguador de pH 7.5. Con este procedimiento, en todos los casos
la coldgena se deposité en el fondo de los pozos en forma de disco central y los resultados fueron
mas reproducibles. .

UNION DE COLAGENA CON ROJO SIRIO EN FASE SOLIDA.
Los tres tipos de coldgena empleados reaccionaron con el rojo sirio, y en todos los casos la cantidad
de colorante unido fue directamente proporcional a la cantidad de proteina presente (Fig. 2)

La cantidad de color que une la colagena de la mezcla 1otal es aproximadamente 24 % mayor a la
que unen cantidades equivalentes de coldgena S y esta diferencia es estadisticamente significativa
(p < 0.05) como se aprecia en la Fig. 2. Como no toda la colagena se solubilizg, la porcién de
coldgena soluble captd solamente una quinta parte de la cantidad de color que une la colagena de la
mezcla completa (Fig. 2), v esta diferencia es estadisticamente significativa (p < 0.05)

UNION DE COLAGENA CON ROJO SIRIO EN SOLUCION.
La coldgena tipo 1 soluble e insoluble en cantidades de 1 a 60 pg fue precipitada después de haber
sido incubada en solucién con 1 mi de colorante rojo sirio.

En ambos casos la intensidad del colorante extraido del precipitado, mostré proporcionalidad con la
cantidad de proteina presente en el tubo de ensayo (figura 3), pero la coldgena insoluble fija
aproximadamente 40 % menos colorante que su contraparte soluble y esta diferencia s
estadisticamente significativa (p <0.05).

Al sustituir al acido acético 0.5 M por el 4cido picrico como solventc para el rojo sirio, se favorecio

que la coldgena insoluble uniera en promedio 35 % mas color en comparacion cuando el colorante
es disuelto en acido acético (Fig. 4 ), tal incremento fue estadisticamente significativo (p < ¢.05).
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UNION DE ROJO SIRIO
ABSORBENCIA A 540nm

0 20 40 60 80
MICROGRAMOS DE COLAGENA

Figura 2. Relacién entre el contenido de coldgena y la unidn de rojo sirio en fase solida. La unidn
del colorante a la coldgena en todos los casos es lineal en el intervalo ensayado pero la cantidad de
color que une la coldgena (S.T.) es mayor a la de las demds. Cada punto es el promedio X & D.E. de
tres experimentos independientes con muestras por triplicado.
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Figura 3. Relacion entre el contenido de coldgena y la unidn de rojo sirio en solucion. La unién del
coloranie a la colagena es lineal en el intervalo ensayado y la cantidad de color fijada por la
coldgena soluble (S) difiere significativamente de la insoluble. Cada punto es el promedio X + D.E.
de tres experimentos independientes con muestras por triplicado.
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UNION DE ROJO SIRIO

ABSORBENCIA A 540nm
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Figura 4. Efecto del solvente en la unién del rojo sirio a la colagena insoluble tipo I en solucion. El
acido picrico saturado incrementa la union de rojo sirio a coldgena de modo significativo. Cada
punto es el promedio X = D.E. de tres experimentos independientes con muestras por triplicado,
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LOS IONES Mg™* y Ca> AFECTAN DIFERENCIALMENTE LA UNION DEL

ROJO SIRIO CON LA COLAGENA

Ll jon magnesio (Mg*2 ) favorecid una mayor incorporacidn del colorante a la proteina cuando sus
cantidades fueron 5, 10, 20 y 40 pg no asi a 60 pg donde une lo mismo con y sin Mg . aunque en
presencia de este ion la unidn del colorante es proporcional a la cantidad de coldgena. la relacién
entre ellas no es lincal o solo 1o es hasta 10 pg de la proteina, ademas nuestra saturacién a 40 pg
de la misma (figura 5).

[n presencia del Mg'* la colagena precipita en forma de granulos a diferencia de la del control que
lo hace formando agregados fibrilares.

El ion Ca® ejerce un efecto diferente del observado con el Mg*™?, primeramente su presencia a una
concentracion de 1 M en la solucion de tojo sirio provocod la precipitacién del colorante en forma
estable que no se puede remover por el procedimiento empleado para extraer el colorante unido a la
colagena, por si solo el Ca'? capta una cantidad de colorante similar a la unc 60 pg de coldgena

(Fig. 5).

Consecuentemente al mezclar esta solucion con diferentes cantidades de la proteina, se observé que
no solo el rojo sirio unido por la colagena precipita con ella, sino que también el colorante que esta
en suspensién lo hace, por lo tanto la union del rojo sirio con la colagena no es linecal ni
proporcional en el intervalo ensayado {(figura 5) y se observa que no hay cambio en la unién del
colorante entre 1 y 60 pg de colagena, solo entre 0 y 1 nug de proteina se observd ur aumento en la
union a colagena de 0.4 unidades de absorbencia.

En presencia del Ca?la colagena precipita en forma de filamentos muy cortos en combinacién con
granulos que son mas finos que los observados en presencia del Mg™.

Para comparar las pendientes de cada una de las curvas de la figura 3, se obtuvieron los reciprocos
de cada dato de concentracién de coldgena, de la absorbencia debida a la unién del rojo sirio a
colagena en presencia o ausencia de Ca'’ y Mg+2; y como {al se graficaron para ajustarlos lo mas
posibie a una linea recta (Fig. 6); el valor de las pendientes de estas lineas se compard por medio del
estadistico de comparacidn de pendientes y en todos los casos se encontré diferencias significativas

con el control (p < 0.03).
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Figura 5. Efecto de Ca'? y Mg'? sobre la unién del rojo sirio a coldgena soluble. EI  Mg"
incrementa la unidon del colorante a la coldgena, pero provoca la saturacion temprana de la proteina
por el colorante, el Ca*? no permite al rojo sitio unirse de manera proporcional a la coligena. Cada
punto es ¢l promedic X + D.E. de tres experimentos independientes con muestras por triplicado.
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Figura 6. Relacion entre los valores reciprocos de la concentracion de coldgena y la absorbencia a
540 nm. Se transformaron los datos de absorbencia y de las concentraciones de colagena mostrados
en la figura 5, a su correspondiente valor reciproco y la pendiente obtenida a partir de ellos se
empled en el estadistico para la comparacion de pendientes.
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EFECTO DE LA DESNATURALIZACION DE LA COLAGENA SOLUBLE TIPO |
SOBRE LA UNION DEL ROJO SIRIO.

El grado de desnaturalizacion de la colagena se evalud y al ocurrir ésta se observd un efecto
hipercromico a 212nm. Notablemente, ¢n presencia de glucosa 1 M la absorbencia a 212 nm de 20
y 60 pg de colagena soluble fue de 4 a 18 veces mayor en comparacion a la de los controles (p <
0.05); esto indica la capacidad de la glucosa de causar un incremento en la absorbencia de la
colagena debido a la desnaturalizacion de la misma (cuadro 3 ).

Consecuentemente, se realizaron experimentos incubando cantidades variables de colagena en el
amortiguador con y sin glucosa 1 M pero a temperatura ambiente. Los resultados obtenidoes fueron
similares a los obtenidos en €l experimento anterior, y tefuerzan la idea de que es la glucosa
responsable del efecto hipercrémico a 212 nm (cuadro 3).

Aprovechando este fendmeno se valord la importancia de la presencia de la triple hélice de la
colagena en la union de la molécula de rojo sirio a ella, ya sea en presencia de la glucosa (coldgena
desnaturalizada) o en ausencia de la misma (colagena nativa).

Bajo las condiciones antes mencionadas, se encontré que la cantidad de colorante unido por la
colagena fue practicamente igual (p > 0.05) en las dos condiciones (Fig. 7).

ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD DEL ROJO SIRIO.

La capacidad del rojo sirio de unirse preferencialmente a la coldgena y no a otras moléculas se
estudid en presencia de poliaminas, poliamincacidos y aminoécidos bésicos asi como la proteina
histona. Lo anterior se examind por los métodos en solucidn y en fase solida.

En soluciéon con acido acético 0.5M la fraccion de histonas rica en arginina, la espermidina, la
espermina y la poli-lisina reaccionaron significativamente con el rojo sirio por lo que la mezcla de
cada uno de ellos con coligena aumenta marcadamente la captacion del colorante (cuadro 4 ).
Notablemente la poli-lisina disminuye la unién del colorante y el resto de las moléculas no tuvieron
un efecto significativo.

Al emplear dcido picrico saturade como solvente para el rojo sirio, s¢ evita que la espermidina
reaccione con el colorante, pero la poli-lisina si lo hace ya sea sola o en presencia de coligena
{cuadro 5).

En el método desarrollado en fase solida, 1a fraccion de histona rica en arginina interfiere con la
unién del rojo sirio disminuyendo su captacion por colagena (cuadro 6, A), la poli-lisina capta al
colorante por lo que la unién del rojo sirio a la mezcla de €sta con la colagena es mas alta que la de
la colagena sola (p < 0.05).
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CANTIDADES DE PROTEINA

TRATAMIENTOQ 20 pg 60 ug
EBULLICION + GLUCOSA 0.346 + 0.0057 1.788 1 0.0108
CONTROL 0.087 + 0.0014 0.098 +0.0014
GLUCOSA + 0.426 £ 0.0247 1.753 £0.0014
CONTROL 0.050 + 0.0064 0.077 +0.0071

CUADRO 3. Absorbencias de la colagena soluble tipo T a 212 nm bajo diferentes condiciones
experimentales. En todos los casos la presencia de glucosa originé un incremento en la absorbencia
de la solucién de colagena debido a su desnaturalizacién. Se muestra el promedio X + D.E. de tres
experimentos independientes desarrollados con muestras por duplicado.

0.8

UNION DE ROJO SIRK

ABSORBENCIA 540nrr

0.6 -

04l

02f ———m— —— o — —

0 10 20 30 40 50 60 70
MICROGRAMOS COLAGENA

Figura 7. Union del rojo sirio a la colagena desnaturalizada (GLUCOSA) v nativa (CONTROL).
Estas dos formas de proteina fijaron la misma cantidad de colorante a temperatura ambiente v la
union de este se incrementé de manera lineal con la concentraciéon de coldgena. Cada punto es el
promedio X + D.E. de tres experimentos independientes con muestras por triplicado.

19



Cuadro 4. Unidn del rojo sirio a diversos compuestos cationicos y efecto de estos sobre su union a
ta coldgena en solucidn. Los resultados expresan la absorbencia a 540 nm debida a la unién del rojo
sitio con 20 pg de los diversos cationes (A), y el cambio en la absorbencia de la solucién control
{rojo sirio - 20 pg coldgena) al adicionar 20 pg del soluto correspondiente (B). Se muestra cl
promedio y la desviacion estandar de tres cxperimentos independientes con muestras por triplicado,
* indica diferencias significativas con el grupo control (p < 0.05), NS: no significativo.

RS ABS A ®) ABSA  |CAMBIO EN
MOLECULA 540nm MOLECULA 540nm LA ABS
Colagena 0.254 £ 0.008 Colagena 0.2664 + 0.009 -
Histona 0.096 + 0.009 +Histona 1.0573 + 0.025 + 10,7909 =
Espermina 1.408 £ 0.003 +Espermina 1.2446 + 0.088 +0.9782 *
Espermidina 1.342 £ 0.011 +Espermidina | 1.1856 + 0.108 +0.9192 +
Putrescina 0.044 + 0.002 +Puirescina 0.2742 £ 0.037 NS
Arginina 0.042 + 0.00 +Arginina 0.2911 £ 0.009 NS
Histidina 0.042 +0.005 +Histidina 0.2904 + 0.021 NS
Lisina 0.045 + 0.001 +Lisina 0.2859 +0.017 NS
poli-lisina 00620018 | *poli-lisina | 0.145640.017 | - 0.1208 +

Cuadro 5. Unidn del rojo sirio en acido picrico a diversos compuestos catiénicos y efecto de estos
sobre la unidén del colorante a la colagena en solucién. Los resultados expresan 1a absorbencia a 540
nm debida a la unién del rojo sirio con 20 pg de los diversos cationes (A) y €l cambio en la
absorbencia de la solucién control {rojo siric — 20 pg coldgena) al adicionar 20 pg del soluto
correspondiente {B). Cada dato es el promedio de tres experimentos independientes con muestras
por triplicado, * indica diferencias significativas con el grupo control (p < 0.03), NS: no

significativo.

(A) ABS A (B) ABS A CAMBIO EN
MOLECULA 540nm MOLECULA 540nm LA ABS.
Coldgena 0.2627 £ 0.0150 |Colagena 02427 +0.010 -
Histona 0.3643 £ 0.0112 | +Histona 10534 £ 0.042 +0.8107 *
Espermina | 0.0057 £ 0.1094 | +Espermina 10352 £0027 | +0.7925 « |
Espermidina {0.0067 £ 0.0012 |[+Espermidina 0.2711 + 0.009 NS
Putrescina | 0.6017 £0.0012 |+Putrescina 0.2590 + 0.006 NS
Arginina 0.0043 £ 0.0030 |+Arginina 0.2443 £ 0.027 NS
Histidina 0.0040 + 0.0010 |+Histidina 0.2241 +£0.007 NS
Lisina 0.0053 £ 0.0015 |+Lisina 0.2284 + 0.025 NS

| poli-lisina 10,1043 £ 0.0305 | +poli-lisina_ 1.8646 + 0.055 +1.622 = j
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Cuadro 6. Unién del rojo sirio en acido picrico a diversos compuestos catiénicos y efecto de estos
sobre la unidn del colorante a la colagena cn fase solida. Los resultados expresan la absorbencia a
540 nm debida a {a unién del rojo sirio con 20 pg de los diversos cationes (A) y ¢l cambio en la
absorbencia de lu solucion control (rojo sirio — 20 pg colagena) al adicionar 20 ug del soluio
correspondiente (13). Cada dato es ¢l promedio de tres experimentos independientes con muestras
por triplicado, * indica diferencias significativas con ¢l grupo control (p < 0.05). NS: no
significativo.

(A) ABS A (B) ABS A CAMBIO EN
MOLECULA 540nm MOLECULA 540nm LA ABS.
Colagena 0.2687 £ 0.0012 | Colagena 0.2581 + 0.034 -
Histona 0.0820 = 0.004) | +Histona 0.1591 £0.019 -0.0990*
Espermina | 0.0333 +0.0017 | +Espermina 0.2773 £ 0.032 NS
Espermidina |(.0370 + 0.0024 | +Espermidina 0.2711 £ 0.020 NS
Putrescina  [0.0347 + 0.0017 | +Putrescina 0.2750 £ 0.043 NS
Arginina 0.0320 £ 0.0024 | +Arginina 0.2595 + 0.034 NS
Histidina 0.0383 + 0.004) |+Histidina 0.2241 + 0.021 NS
Lisina 0.0367 £ 00045 |tLisina 0.2473 0013 NS
Poli-lisina  |0.5020 + 0.0322 | +Poli-lisina 1.1798 +0.0t9 | +0.9217% |
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DISCUSION

UNION DE ROJO SIRIO A COLAGENA.

Los métodos utilizados en el presente trabajo para estudiar la unién de rojo sirio a la coldgena son
emplecados para la determinacion cuantitativa de colagena y se basan en la unidn aparentemente
especifica de este colorante a dicha proteina.

El ensayo para la cuantificacién de coldgena desarrolladoe en fase solida es una adaptacion al
método de Junqueira y col. (1979 ), realizado de acuerdo a la metodologia descrita por Walsh y col.
(1992) y modificado en este trabajo.

En contraste con ¢! extendimiento y fijacion de una solucién de colagena sobre un portaobjeto
(10x40 mny) (Junqueira y col. 1979), se colocéd directamente en los pozos de una placa de ELISA,
cantidades variables de colagena tipo I soluble, tipo I insoluble en forma de una mezela completa
(S.T.), y una porcidn soluble en acido de la misma (SB); sin que esto afecte la calidad de tincion de
la proteina en el intervalo ensayado (5-60 pg).

A pesar de que Puchtler y col. (1988) argumentan que el colorante rojo sirie no puede ser utilizado
para la delerminacién cuantitativa de coldgena puesto que su unién a dicha proteina no es
estequiométrica, los resultados sugieren claramente que existc una relacion lineal entre la
concentracion de coldgena vy la absorbencia del colorante a 540nm (Figs. 2 y 3), y coinciden en
buena parte con los resultados obtenidos por otros investigadores (Junqueira y col. 1979; Kultan y
Di Ferrante, 1980; Marotta y Martino, 1985; Tullberg-Reinert y Jundt, 1999).

Las difcrencias de absorbencia del color obtenido a partir de la colagena de la mezcla completa y de
la porcidn soluble en 4cido de la misma (Fig.2) se deben seguramente a que solo una porcidon de la
proteina se ha solubilizado en acido.

En ¢l primer caso la colagena de la S.T. captd una cantidad mayor de colorante (Fig. 2 ) debido a
que contiene la porcién de proteina suspendida v soluble, v la coldgena de la SB unid menos rojo
sino puesto que solo es una porcion soluble obtenida de la mezcla total.

En el caso de la coldgena de la SB los valores de absorbancia que obtuvimos, son basicamente los
reportados por Walsh y col. (1992 ), ellos no aclaran que tipo de colagena usan como estindar, sin
embargo, indirectamente y de nuestros resultados se puede inferir que emplearon colagena insoluble
y solo adsorben la porcidn scluble de coldgena a la placa de ELISA.

Por otra parte las diferencias en la cantidad de color fijado por Ia colagena sotuble y la colagena de
la mezcla completa, pueden deberse a que cada tipo de proteina al depositarse en la superficie de la
placa de ELISA adopte cierla organizacién o autoensamble como sucede con otras proteinas como
la laminina o fibronectina (Jones et al. 2000 ), esto en el caso de la forma insoluble, tal vez le
permite fijar una mayor cantidad de colorante en comparacdn con la seluble.
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En este trabajo se demostré que se puede adsorber con éxito la suspension compicta de colagena
insoluble tipo [ a la superficie dc las placas y que esto es mas atil como curva estandar; ya que la
cantidad de la proteina que se adsorbe coincide con aquella de que s¢ parte, es posible por lo tanto
que el método de Walsh y col. (1992) conduzca a la sobreestimacion del contenido de coldgena en
las muestras problema; ya que aunque aparentemente solo adsorben la fraccidn de colagena soluble
dcido consideran fa cantidad de colagena de la mezcla completa {tanto soluble como insoluble).

Adicionalmente sc demostré que la coldgena soluble e inscluble tipo | no necesita de condiciones
alcalinas para su adsorcién a una superficie de plastico como sucede con otras proteinas, por
ejemplo las histonas (datos ne mostrados) o albimina sérica humana (Vynios y col. 1998) entre
otras, esto debido probablemente a sus propiedades de molécula aitamente adhesiva y mas soluble
en dcido.

UNION DE ROJO SIRIO A COLAGENA EN SOLUCION.

El método para la cuantificacion de colagena en solucién y basado en la capacidad del rojo sirio
para precipitar dicha proteina en una solucidn acida, evita la necesidad de adsorber la coldgena en
un soporte solido y puede ser més rapido.

Los resultados obtenidos con esta metodologia contrastan con lo mencionado por Puchtler y col.
{1988) sobre la unidn no estequimétrica del rojo sirio a la coligena; ya que encontramos que existe
proporcionalidad entre la absorbancia del color extraido y la cantidad de proteina precipitada ya sea
soluble o insoluble.

En el caso de la forma soluble nuestros resultados son acorde con los publicados por Marotta y
Martino, (1985) y Andersen y Elliot, (1991) en el intervalo ensayado, sin embargo la coldgena
insoluble une menos colorante y difiere en este aspecto de la forma soluble, sin embargo la unién es
proporcional a la cantidad de proteina por lo que puede ser empleada como estandar en este método.

Es posible que las diferencias en la captacion del colorante por la colagena soluble e insoluble, se
deba a diferencias tanto estructurales como quimicas entre ambas. La forma insoluble
probablemente presenté una mayor complejidad estructural tal que impida la difusion del colorante;
pues segun Puchtler y col. (1988) la facilidad de penetracién (difusion) de un colorante tipo azo
depende entre otros factores del grado de empaquetamiento de las cadenas polipeptidicas (por
ejemplo las dimensiones de los espacios entre estas) y del tamaiic de la molécula del colorante, esto
puede ocasionar que proteinas idénticas quimicamente pero con distinto grado de empaquetamiento
exhiban patrones de tincién ampliamente variables, lo que puede explicar en parte los resultados
obtenidos con la colagena soluble ¢ insoluble.

Por otra parte la forma scluble tal vez presenté una mayor cantidad de sitios potenciales para la

union del colerante, por ejemplo una mayor proporcion de residuos basicos que podrian favorecen
una mayor incorporacion del colorante a ella.
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EL ACIDO PICRICO INCREMENTA LA FIJACION DEL COLORANTE POR
COLAGENA

El incremento en la unién de! rojo sirio a la colagena insoluble observado en presencia del acido
picrico saturado, probablemente se debe a la acidez mayor que este aporta (pH de 1.5 en
comparacién con pH 2.5 del dcido acético); pucs claramente se ve que eslo favorece una mayor
incorporacion de rojo sirio a la colagena (Fig. 4).

Una posible explicacion para esto, es la idea de que a valores de pH muy acidos se producen
alteraciones en varios tipos de enlaces en las proteinas, sean idnicos, hidrofdbicos, enlaces de
hidrégeno (Merris, 1975), esto produce cambios estructurales en la proteina ocasionando repulsion
entre sus cargas que a su vez originan la distorsidn o ruptura de una gran proporcién de sus enlaces
intercadena (Prento, 1993); se piensa que esto pudo haber facilitado la difusion del colorante hacia
la estructura de la coldgena, resultando en un mayor nitmero de moléculas de rojo sirio fijadas a ella
a pH mas 4cido, como en el caso del 4cido picrico.

EFECTO DE LOS IONES Mg® y Ca** SOBRE LA UNION DEL ROJO SIRIO CON LA
COLAGENA.,

El' incremento en la union del rojo sirio a la colagena (1-20 pg) observado en presencia de Mgz*
puede deberse a un cambio en la conformacion del colorante (inducido por el Mg®*) que le permite
ser unido por la coldgena en una mayor proporcién.

Asi mismo, es probable que una vez fijada una molécula de rojo sirio por la coldgena, el Mg2+
favorezca la unioén de moléculas adicionales de colorante probablemente por medio de los grupos
sulfonicos, incrementando una vez mas la unién del rojo sirio; sin embargo el efecto de saturacion
de la coldgena observado en presencia del MgClsy (Fig. 5) indica la existencia de un nimero finito
de sitios de unidén a rojo sirio sobre la coldgena y que estos son disminuides por el Mg2+

En este caso es posible que a cierta concentracién de proteina el Mg”* deje de favorecer la unién
incrementada del rojo sirio y comience a competir con este por los sitios de union, impidiendo la
fijaciéon de mas moléculas de colorante a la colagena, pues con otros iones como el Na', el K' se ha
demostrado este efecto de competencia (Kuttan y Di Ferranti, 1980; Einbinder y Schubert, 1951).

El efecto de precxpuacwn del rojo sirio por el Ca** andica la existencia de enlaces entre estas dos
moléculas, mas fuertes de los que se forman con el Mg®*, ocasionados probablemente por la propla
naturaleza del calcio. Al lavar el precipitado coldgena-rojo sirio formado en presencia de Ca?” no se
puede extraer el colorante, lo que indica que su unidn ya sea con colagena o rojo sirio es mas fuerte
que la del Mg Esto probablemcnte explica por que siempre se encontré una cantidad constante de
colorante (precipitado al unirse con la coldgena o precipitado con el ion) a pesar de que la
conceniracion de proteina fue variable.
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DESNATURALIZACION DE LA COLAGENA POR GLUCOSA.

La triple hélice de la colagena puede ser desnaturalizada en solucién incubandola a temperaturas
por enctma de su punto de fusion (Gallop y Seifter, 1963}, y este fendmeno puede ser visualizado
por un efeclo hipercromico en la region de los 227 nm (Lindy y col. 1986), sin embargo, en esic
trabajo los ensayos para la desnaturalizacion de coligena soluble realizados de acuerdo al
procedimiento de esie ulimo autor, mostraron que el cambio en la temperatura tuvo poco electo
sobre la desnaturalizacion de la coldgena (cuadro 3), y por otra parte, el efecto hipercréomico
referido per este autor, en nuestro caso lo observamos en la region de los 212 nm.

Encontramos que el responsable en mayor parte de la aparente desnaturalizacién de la coligena es
la glucosa | M, dado que ef efecto hipercrémico se observo aun sin tratamiento con calor cuando
esta estuvo presente (cuadroe 3). Se cree, que tal efecto se debe a la capacidad de la glucosa de
disociar a la coldgena fibrilar { Hayashi y Nagai, 1972 ) de un modo reversible; pues si se incuba la
colagena a 37°C en presencia de glucosa (no formacion de fibras), y luego se dializa con solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS) para eliminar la glucosa, es capaz de volver a asociarse y
formar fibras de proteina en un mismo grado cémeo los hacen los controles donde la glucosa ha sido
omitida ( Hayashi y Nagai, 1972; Lien y col. 1984 ).

Se ha demostrado que la glucosa interfiere en la agregacion de meléculas de colagena, y por lo
tanto en Ja formacion de los enlaces cruzados de tipo covalente (Lien y col. 1984) que se forman
entre residuos especificos de lisina o hidroxilisina (fackson, 1980); estos enlaces son necesarios
para la estabilizacion de la molécula de colagena, en ausencia de estos se ha demostrado que la
proteina se desnaturaliza y esta mas expuesta a la degradacion por colagenasas (Harris y Vater,
1982).

UNION DEL ROJO SIRIO POR LA COLAGENA DESNATURALIZADA.

La cantidad de rojo sirio unido por la coligena fue siempre la misma, independicntemente si esta se
encuentra desnaturalizada por glucosa | M o en su estado nativo. Aparentemente la estructura
tridimensional de la coldgena tiene poca importancia en la fijacion del colorante, o el grado de
desnaturalizacién que la proteina experimenta en presencia de la glucosa no afecta de manera
significativa su unioén con ¢l rojo sirio.

Kuttan y Di Ferrante (1980) han reportado previamente que la cantidad de rojo sirio fijade por la
colagena no se ve alterada cuando esta es desnaturalizada por tratamicnto con calor en condiciones
similares a las nuestras, sin embargo un posible efecto de la glucosa en este aspecto no sabemos si

ha sido reportado.

SELECTIVIDAD DEL ROJO SIRIO.

En solucion, la reaccién con el rojo sirio de aigunas de las poliaminas prebablemente se deha a sus
grupos amino cargados positivamente y distribuidos a todo lo largo de su estructura {Tabor y Tabor,
£1980; Morgan, 1999 ). Come 1al es probable su unién con los grupos sulfénicos de la molécula de

rojo sirto.

No obstante y de acuerdo con nuestros resultados, es probable que el nimero y tipo de grupos
amino primarios o secundarios (NHx=>NH) sea importante para su unidén con €l colorante, esto
debido a que la putrescina quien posec solo dos grupos amino (NH;) fue incapaz de unirse al rojo
sirio y por tanto de producir interferencia.
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El efecto del Acido picrico con la espermidina puede deberse a que los aniones picrato posen una
mayor capacidad para unirse a los sitios catidnicos dec esta molécula y evitan que el rojo sirio lo
haga, probablemente la carga negativa de tales aniones debida a sus siete dtomos de oxigeno
arreglados en pares en orbitales solos (Puchtler y col. 1988) facilita su interaccién con moléculas
dispontibles o iones.

Por el conirario, con la espermina, pensamos que la presencia de un mayor nimero de grupos amino
y la mayor longitud de esta molécula favorecen su capacidad de unidn con el colorante, mientras
que su posibilidad de fijar aniones picrato puede ser disminuida.

En fase solida ninguna de las poliaminas produce interferencia debido a que no son capaces por si
mismas de adherirse a la superficie de la placa (datos no mostrados), para su adsorciéon a una
superficie de plastico mas bien se requiere que estas moléculas pequefias sean conjugadas con una
proteina transportadora o un polimero de aminodcidos (Fujiwara y Kitagawa, 1993; Vynios y col.
1998), pero tal situacidn no fue un objetivo en nuestro trabajo.

Debido a que ¢n las poliaminas [as cargas se encuentran extendidas por toda la molécula, tienen alta
flexibilidad estérica, lo que les da la capacidad de interactuar con estructuras helicoidales y producir
un efecto neutralizante sobre sus cargas {Wallace, 1999). En este sentido se esperaria un efecto
inhibitorio en algin grado, de los poliaminas sobre la captacion del rojo sirio por la colagena, pero
nuestros resultados no proporcionan evidencia de esto 0 probablemente empleando estas en una
mayor concentracidn respecto de la coldgena podriamos encontrar cierio grado de inhibicién sobre
la unidn del colorante.

Respecto a la poli-lisina, en el ensayo en fase sdlida y en presencia del acido picrico, creemos que
su caracter poli-basico y su capacidad de adherirse a ka superficie de la placa es el responsable de
su unidn con el rojo sirio, y corresponde con lo reportado previamente por Nielsen y col. (1998).

En solucién, sin embargo, cuando el colorante se disuelve en acido acético 0.5 M, los resultados
indican que la poli-lisina, probablermente se une a la colagena pero no al rojo sirio e inthibe en cierto
grado la union de este con la proteina. Aparentemente el poli-aminodcido ocupa los mismos sitios
de unidn en la coldgena que el rojo sirio, y de ahi probablemente su efecto sobre la fijacion del
colorante por coldgena.

Siguiendo esta misma linea de ideas en acido picrico por el contrario la poli-lisina no se unc a la
colagena, pero si al colorante (cuadro 2), probablemente debido a la posible distorsidn y/o
desnaturalizacidn que la molécula de colagena experimenta en presencia del acido picrico, como ya
io hemos mencionado.

En solucién en presencia de ambos acidos, la unidn de la fraccion de histona rica en arginina con el
rojo sirio es muy probable que se deba a su gran proporcion de residuos basicos de arginina {Luger
y Richmond, 1998}, los que probablemente favorecen su unidn con el colorante.

Por otra parte los resultados en fase s6lida en donde la histona no une colorante ni afecta la unién
debida a la colagena, se deben a que la fraccion de histona no se adhiere por si misma a la superficie
de la placa (resultados no mostrados) probablemente debido al pH al cual se llevé a cabo la

adsorcion.
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CONCLUSIONES

.- Las formas soluble ¢ insoluble de coldgena unen cantidades diferentes de rojo sirio, pero
siempre esta se incrementa de manera lineal con la concentracidn de proteina presente.

2.- El 4cido picrico y ¢l ion Mg'* pucden favorecer fa captacién de rojo sirio por la colagena y por
tanto incrementan la sensibilidad del método para cuantificar coligena cuando se emplea este
colorante.

3- Las poliaminas, la histona y poli-lisina se unen al rojo siriv bajo ciertas condiciones
experimentales, consecuentemente se piensa que son capaces de interferir en los métodos para
cuantificar colagena basados en el empleo del rojo sirio.

4.- El grado de desnaturatizacion que experimenta la coldgena en presencia de glucosa 1 M no
afcclod su capacidad de interaccion con ¢l rojo sirio ya sea aumentando o disminuyendo su union.

5.- Los dos ensayos colorimétricos empleados en el presente trabajo, permiten obtener una
determinacién cuantitativa de la coldgena, en forma simple, sensible, y econdémica y permite ¢l
mangjo de un gran ndmero de muestras.

6.- El ensayo desarrollado en placa es mas selectivo, sin embargo, presenta una limitante, que ¢s ¢l
tiempo de adsorcion de la colagena.

7.- El ensayo basado en la precipitacion de colagena en solucion dcida es mds rapido puesto que
elimina la necesidad de adsorber la proteina, pero s menos selectivo.
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