UNIVERSIDAD MOTOLINIA
INCORFORADA A LA i, N, A. M.
ESCUELA CE QUIMICA

ASLAMIENTO PURIFICACION Y ANALISIS DE AMINO-
ACIDGS Dt LOS PEPTIDOS QUE CONTIENEN LOS
ENULACES INTRAMOULECULARES D8 LA COLAGENA.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO  BIOLOGO
P R €& § & N Y A

MARIA MAGDALENA AGUIRRE PINEDA

MEXICO, O. F, 1968



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M g kR & b Q.

PRRS IDRWTR + ¥a, Gualalupe Valas Pratt.
VOCAL: igusl Pinres Aparico,
SECRETARIO Gracisla 2arete Duran,

lor, SUPLENTE: Roza Hareha Gonsdles Mufics,
280, SUPLENTE Ressura Lugo hrcos.

SITIO DO:ME S DESAHROLIA EL TEHA:

INSTITUTO IACTGHARL DT EUFERXEDADRS DEZ LA HUTRICION.

BICQUIMICA.
ASESCOR DEL TRMA: Dx. Higual Florxreas Apariclo,
ASES0R TTECHICO: Dr. Marcos Rojkind Matkuk,
SUSTENTANTE: Ms, tagdalsna Aguirre Pineda,




peza guisn coy:
hije

BRTEAnn .

mara guien fuls



INTROIOCOIOY

tas protef{nas son macromolbculas conrtitufdar por aminofcidos
unidons a teavéds da untonea da tlpo as=ida, llamados enlaces pmptfdl
cos, 1A funsibn do lan proteinans depemin on parto do au ostyructu~
Te tridusenaicnal ¥ &ata & sy voE ef conmucuancia do !la CompoRbme-
¢18n ¥y mecuencla de aminefcidcs en la csdenn polipeptfdien,

las protofnas se han clanificade do dlverses @TNCOTAs, 4UNGUO
cast siempre de acuearsic ono fur carscterfsticas do seolubilidad., =~
Bn geznoral se pusden clasificar on tres grandes grupos:; simples, -
conjugadas y dortvadan. Dentro del pruee Jo protefnas simples se
encuvontran las aibflminsn, glebulfnng, glutei{nan, protaminas, albu-
minotdes o cnrlnroprntainaa. histonar y protaminas. En el grupo -
de protef{nas conjuzadaz eatdn las glucoprotef{nas, metaloprotof{nas,
fosfeprotafnan y tipwprotefnas,. En ol grupo do las dorivadas se -
tionon broéuctu& obtentdos por hidrblisis parcial de las proteinas
¥y aharca a 1as motaproto{nas, proteosas, paptonas y pbéptidos,

La colfgona, protefna quo sc sstudia on ol presonte trabaj)o -
pertensce al grupo de lan protefnas aimples y al subgrupo do las -
albuminosdes o escleroprotef{nas,

La coldgonn os la protefna mds abundante del reino animal y -
me ha calculado quo ropresonta corca dol 25% dol total de las pro-
tofnas on los mamf{foros (1). Se ha demostrado tambifn, que las --
clases infortores como Forf{fera, Celonterados y Kemaltolmintos con
tionon colfigona (2).

En los animales suporiores (mam{foros) 1la colfgena se encuon-
tra ampliamonts distridbuida en ol tejtdo conjuntivo laze, © forman
do parts do tojidos ospoctalizados cemo hueso, cart{lago, diontes,

otc. Sus proptodades f{sicas varfan en diferontes partes del orgd

S



NERerD, % Gaacr Yy dde coler pacaraido on el tendbn, v es compleatamon

te trsnegarante en la vornea, permitiondo la llepgadn do fosn rayos

lusmtioneod & la rattna.,

Bl tedtde capjuntivoe de diforentens partes del organtamo so en
cusntira afectado en un ni-ero slevado de padecimtentos, tantoe ade-
quiridas como hereditartos (3). Bl weo)or conovcimiento do la os--—
tructurs intogral de la colégena, do 1a relacidn entre su estructy

ra y au funcifn tal ven faciliten ol entendimlionto de las onforme-

daden que 1a afeclan, asf{ comoe le® mecanineos de producchn Ao ~--

onran alteraclionan,

NETODOS GELENALES DE EXTIQCCOION ¥V PRECIPITACION DB COLAGEYNA

l.a coldprena pusds sar oxtrafda de los tojidos por diferaentos
métados, #in embargo, la cantidald total quo se obtione en forma na
tiva o8 spolamente un 107 del total; éato indica, aue la nayor par—
te do la colflgena so encuontra egiogada s los tejtdos o sdoctada
a otraa satructuran como el &o1d0 Bislurlnice (4). lLas formas tn-
sulubles aétu te puedon abtoner utilizando condiciones drdsticas ~
que dafarcapn la estructura d¢ la protefna o le dogradan,

Los mbtudus utilizados pera la extraccidn 2o bazman en 1la incu
bactdn del teljide por estudtar con scluctiones salinas o fcidos di-
tufdaen por perfodos de 26 ha, (5, 6). Jackzon {7) ¥ Lowther, ~--
Groen y Chapran (#) demostraron que la coldpona soluble on Suluclg
nes salinas dtlufdas as la reclontoemonte sintetizada por los tedl-
don. La colfrent solubie en Scido reprosenta a la colfiena en un
estadio postortor de saduractdn (7).

La coldprena solublilizada por cualguiera du los métodos anto--—
Flormente moncionados se puodoe reconstitulr cn tros diferentes for

2
mas fhoilmente reconocibles con el microscoplo electrénico (9. -



La forma llamada rativa {peor tor Ldéntica a la eatructura de la co
18zc0a an los Lejidan) se jmiade oltensr por d1flists de un extrac-
to Acide conten selucinoeos dilufdan de fazfate dibfateco Jdo sodio -
(10} . Eala forma do jaecipltady ne caravtoriza ouar la prasencia -~
de fibras agrujadaz en Torwma loegltudinal quo muestran undg pertodst
cidad caracterfetican 2o 250 ¥ {10},

La forma tlasads 508 {del Inglén "Sogmont Long Spacing*) a9
obtione cuascdo a un exirartiec de coligent on feldo achtico sm lo =~
Agrega una posguota cantidad e JTP (Y], EKata forma e roconutitu-
e1dn ostf caractoriaada par agregados laterales de fibrillas qua ~
coryren paralelamonte una & 1a otra y tienen la misma polaridad; -—
aderin, ol nrivcipte §¥ fte <e cada uana do las fibrilias coeincide,
Eston agregalos Clenen un diisetro vartable y una longitud de =~
2 800 ~ 13 00O g (9). Cuando se tiilen con &cidn fosfotGngstico o -
acotato do Urantlo se¢ demuvstran nuserosas bandas las cuales han -
a'do estudiadas por Hodgo v Sclumitt (10).

La tercern y (ltima ertructura se obtiene dialtzando un ox=—--—
tracto 8ctdo de colfgena contra una solucién que tenga una concon-
tracifn haja do glucoprotafnas de tipo alfa i, Este agregado so -~
conoco con ol nombre de "FLS* (dol Xngl&s sFibrous Long Spacing”)
Y se caractoriea por ol agrupamtonto de laa fibras on forma longi-
tudinal (11). Las tincionas con 4cido fosfotlngstico o acetato de
Uranilo han demoatrado que las fibrillas se oncuspniran orientadas
en forma antiparalela, es decir, que ol principto de una foibra ==
cotncide con la cola de Ia zepgunda (10).

Por los ostudflos arriba menctonados so domestrS que la tropo-
colfgena (untdad bisica do la protefna} tienme una tongitud do ~——

2 800 { y un difmetro apros tmado do 15 %. so pudo tambiém sugerir




que cuatre de los porfocies de 700 X corroepomia al tamailo origtnal
de la firbwa {10}, Adeefa, los sotudios erintaloegrdficon de - ——
RBasspehartivan (313, 19}, Bieh y Crieck (14), Covman, HeGavin y Horth
{13} v twar {36, 17! bhan dexoelrado quo la colfiguna tione uns o08—-
tructire semelante a la pall-prollns de tipo I (19). Cada ecadena
polipepifdics (de 1us tros que tlene la trepocolfirenal forwan una
n€ftes von give en montido contratio de las eanecillas do un relo).
tar drem velenan & 24 rTes 3o envollan sobre un o)e com@n formando

una super-Sflice derecisa (1)),

EXTRUSTURA QU INACA

La trogwrolfgeny ontd constttufdn por tres cadenas de polipég
tidon, vompusaton pwr cerca de sil residucs de aminefeldes y con -
un peze molovuler da 300 O0C.

fae fuergas ijue muotienon entas cndonas unidus son do divor—-
208 tipud. unas de ellas $6btlen y ffcilmonte deatruibles con ol -
calor, Eatae uniosnoz son de)l tipe de los puentes de hidrdgono, in
faracciones hidrof&bivas, fuerzas oloctrontlticas y uniones tipo ~
sal, Conforme la protefna sadura ¢ envejece aparecen uniones cova
lantes que aole be rompen por hidrélisis fcida o alcalina do la ~-
protofna. Las tropocolfpgenas denomipadas jbvenes (jor sjomplo co-
l&uana soluble an Nall 0.5 ¥), mantionun Su conformactén prxnclpul
mente por untones débiles jue con el calentamiento modorado sa di-
socian en sus componentes originalen transfornindose de estructu--
ras hellcoldales en ostructuras linrsales, La coldgena on este es-
tado rocibe ol nombre de gelatind y sus coml.ononton pueden separay
26 por cromatograffs on carboximetilcelulera (18, 19, 20). Con o3
te fracclonamionto su obtionen dos cadenas difeorontes que han raci

bido el nombre de alfa 1 la mbs &cida y alfa 2 la m&s bistca (18).




1o proporcibin de alfa 1 y alfe 7 om de dom a usto, lo que tndtlea -~
que la unldad eolecular o tsoporolfgeana entd formada por dos eade-
pax alfa ) y unz alfa T, #in 1a colfgena obitentds de 1a plel de ba
calas se ha demaalrads clacamsnte que in cadoenn alfa ) vropresannta
en realidad una mwecla de dos cadanas polipoptfdicas difoventes -
aus se Yar denominade alfa ) oy sifae Y (21), Eeato tndlea que 1n mat
18cula on ceteo cane path forwmada or tres cadonas diferentes (nlfa
1, alfa 2, aifa 3). En la f2abla 1 fe cusstra ia componicidn deo --
amincfAcldens do los tras componontes alfa olLtontdun por Ples y col,
(21},

ta colipgens sde madurs musstes d{maros do 200 DOO do poro wo-
lecular, gue no dorivan de 1o untén covalents entre doa cadonas al
fa, ¥ rtocibon el noudbro de componeantos bdtny., Su sspasncibo en cRE
boxlmetilcsiuleta muestra 2 componeniss: bats 1,Y dorlvade do ia -
untbn Ao dos alfa 1, ¥ bota 1,2 dertvado de alfa I mis adfae 2 (16)
Por Altimo, do la unifén ds las tros cadonss alfs %6 fOran Conpo--
nentes do 300 CQO de pwzs molecular auo rocibon el anabre do conpo
nantes {22}, Las unlaenes cavalentes entre alfa y alfa para for-
zay Leatas puesdan ser de dos tipes: 1} intramolecularos cuando %e
unen cadenss alfa e una missa solfcula & 2) tntormolocularos cuan
do la unifn se reallza entrs dos cadenas alfa de dos molfculas di-
forantea,

En 1 afto de 1965 Bornstein y col, (23) encoentraron on coldge
ra muy polimertzada, cadanas dal tipo beta 2,2, las cualos se ori-

ginaron por unién intermolecular de dos cadsnas alfa 2,
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COMPOSICION N5 ANTROACIDOS DE COLAGENA DE PIEL DE BACALAC

¥ SES CONSTITUYERNTES

{Boasduos por 1000 resi-luns do aminofeidos

AHITCALIDOG CCLAGERA al a a)
Atdrosipraetina 4 L1 60 61
acida ampdriica 53 <0 56 51
Treanlna 23,2 21 .0 23.9 23,2
Noring 46 68 68 70
actide glutdmica s 7? 63 80
Praliea 98 99 97 95
Glicima ) 30? s 350 352
Alantna S § 9 125 109 101
Valina 26,8 14,6 21.1 20.8
Hettantna 16,7 14,2 16.9 157
Isoleaucina 11.0 10.) 10.8 Fel
Leuctina 20,6 17.9 2hb,2 17.)
Tirosina 1.6 1.0 6.4 2.5
Fenilalantna 1.5 . 13.6 7.9 11.5
Hidroxtllisina §.6 5.0 8.2 L.8
Listna 26,2 29.0 20.) 28,7
Histidina 7.7 b,6 11.6 6.5
Arginina 52,0 50.0 54.0 50.0

Pres (1965) (21).



ta colfzana an ans protalna que %o caractertisn por tener un -
contentde allte de gltcina {MIR), Prolina e bidrewiprolina (25%) y
por au vontanide Bajoe en iysaina.  Carece de triptofanc y ciatef-
e Y tisne un emincAcide quse es eXxclunive do oata protafoa, la hi-
Srontiininn,

1A pecuencia de eminefrides do 1o protefna aGn no =e conoce,
Bhes emBargs, as 2Wene 1rformactfn ateslada =obhro algunas partes de
1a maléewla, Loe oatudloy rosllradas por wwar (16) suzririeron la
prosencin da das goesas 2tlckenles an la protoefna; una cristalina y
wtea aoaffa, Froaneblaw ¥y col. (3%), eontravon que 1as zonas eria=-
talinas copresporsionr o 81tices de la protelon on los que nrodomina
la secdoncta Gly~Prol-X%, os la cuxl & jaede ser cualquier aminoﬁcl
do, pwro ~fa frecuantesente Bidresiproling o alanina, Estas zo=-—
nas, son ffcilmentes diperidas per colapensza y el material so obwe
tisne came tripfptidos con la secuencia arriBa anotada,
Schrohanloher y ¢col. (251, Gallop y col., {(26) y Gallop y Seifter -
(27}, han demostrade que los tripdptidon Glicina, Prolina, Hidroxi
Prolina v Glicina, Prolina, Alaninsa se encuentran en concontracio-
Ned sunarente slovadas; conttenen ol 273, total de alanina, 145 do
la slicina, 279 de 1la htdrextiprolina y 40% de la prolina, Las zo-
nan amorfan corresponden a les sttios on donde se encuentran un ma
yor ndmoro de aminofcidon polares, Estas zonna son fAciimonte ata
cablon por onziwan protoolf{ticas; pero son resistontes a la digog-
tibn por colaponasa {(24), En rosumon, se puodo considerar quo la
colfippena oatf formuda por 1la repeticiédn alterna de una rona polar
Y una no polar,

El Or. Gallop ha tlustrado on forma osquumfticn 1o distribu-

c1dn do antnofcidos de ambas ronas on la stguiento forma:



Toana cristalicma (GIY-~Tro-X)

Rona ssarfa Gil-Pro (Ol Glu, lap, Ljn‘ Ala2 sert X} Pro-~X,

Pal anfltats o slgunne pépttdon de ambas zonas s calculd uan
pets melscular aprovisads 9o J 002 4 ) QOU, tanto para la rogidn -

a0k s tons swarw 18 scrtatalica (28},

LOS ALDARIDOS 0% U0LAGERA

Lamiarcd oe el afto Se V9% (29), encontrd que la gelatina co-
sesrctnl d3ba rsaratdn poatliva con el Sxide ttuharbltdrtco. tedg -
carely B3 wesersla da mtupwd carlontio, Aftos of2 tardo Lovanng w-
{¥1Y oBservyd que la velfcons purificaita teocubada con 2, 4=dsnttrols
silitdesates formaba 2,%-diottrofentittdraronan,

Bodhied, Slamenfeld v Sallop (1), 32) »y ornstein y col. (33,
¥} han atsalatde jpwr diferestes mStcdos, photidos que contienon un
aldohide s1fa-bota no saturade untdo eon forma covalente a la cold-
gena. Loz plottslos arsiados Aunque gon de espscles diferontes —==
Buastran lan atgulentes caractorfsticvas similares; la ausoncia do
amtnodctdos batcon, hideaziprelinag, treonina, leuctina, isoloucina
¥ fontlalanina; los pditidos oatdn sariquectdos en aspirtico, sori
na, glutdmico, ¥y Cuntienan atemin tirosina,

PRornatain v Prez (%), foykind y Jufrez (35) ¥ Poge y Ronditt
{38), demostraron que la colfizena obtentda de animales latirfticos

{trastorno en la caduractbn), o3 deficiente on aldobiidos,

OBIETO

La participacidn de les aldehidos on los tendémenos de madura~
cAbn y envejecimtonto do la protofna ha sido plenamanto domostrado

(33, 34, 3%, 35, 37). TInclusive se ha estudiado la blos{ntosis de



ion compuwodtan o ha puolulade (37) 7 confiresado o) wocaniemo de -
forwacidn do loe enlaces covalenten,

pobide o 518 Smpoviancie gque tlonen loe ferfmoncs Jdo maduras=-«
218n de collgena, ¥ 15 relavifn Quo ontcte entre 1as onfermcdsnden
que afscien o la proteina ¥y 2u ostodio de oadurac)ifn, se intentd «
desarroilay mitodes que fueran Otiles en lo juraficecifn dol pépty
do con o} snlete Intramoliocular. Adexmfle, 2o croyb pertinente hae-
cor o1 edtudilo comparative com dobd ospocien difersntes dz coldgo=-

ne, jmra dotarminar la universalidad de) fenbsmenc,

CATERZAL Y METODOS

Reacltivo? ezplondes

To”ue los roactivos utilizsdos fueron Jdel mslor grado existan
te on el wmesrendo: la Piridina so obluro de J. T. Boker: Ninrhidrina
de P&eica Chamical Cowpany; Carborimstilceliulosa {cxc) vy DlowGel =~
Pr2 no chtuvieron do Ric~Red; DRRE-celuloea de Sarva Entulchiungse
labor, Hetdelbery: 2,5=Dinitrofentihidrasina (8,0,~DNFi) 2o comprd
on Matheson {vlemzn ¥y Bell. La colagonasga bactoriana purificada,
fuf un obaequio dol profencr Sam Scifter y del doctor Elvin narper,
del Dopartamsnto de Dioqufmica, Albert Einstein College of Yedici-

na, YNew York,

Métodos
S -

Cincuonta ratas machoa do la cepa Yistar con un poad ontro ==
75-100 ¢r. ve sncrificaron por decapitacidn. La plel se rasurf, -
80 cortd on pequeiies frazmentos v se alemacond a 4°C,

Una pilol de becerrco de un aninal recién sacrificcodo; se rasu-

', O
8 y so corté on peauciles frarmentoes. Lb plel so cuardé a 4°C en

lotes de 500 ¢gr. cada uno.



- ‘o -

Bxt7vaccién de uaiﬁﬁann solubila an attraty

La collguna de prel de rata o de boceiro se obtuvo seghn al -
edtodo de allap {61, a4 un loie Jde 500 ¢v. de piel (de rata o de
bhecortol, %a e agvezaren vdoe vollmenes de sodluctén amortiguadara
de cotratoe 0.8 ¥ a pH 9,3} ol melerinl sa guardd ee uana Lutaslla -
de pifstice, se corrd twrefticasenta y £o do3d azxltende por 2% ha,
a 3%C ao un agttatar wmaves Burrell, Lan plelwn 2o popareron del -
petivenadente por flltractén o travée do una gesa y ol ssbreasdants
9 contrifusd a 30,600 v.p.uw, durante una Lwra an uns centrifugs -
KSZ 40. &1 salssnadanfie o2 dialted durentas 4B & P2 ko, contre una
soluctfn do fontate munoifstce 0,062 ¥ cabiande la eeluctds sada -
2% ha. La colfgens ve prectptif eo forema do agrsgedes <o color -~
blanvo masarade. oA ceolfrenc pusrtfiveds, se digokvad en fAcide azé
tice D.% ¥ se 1tafilied ¥ so guscdh a &7C on un ambicniy libre 3¢
rswdnd, Teds le cantoulacifn de las pleles haete ia ebtenciba de
ta colfigens so llevd & cabc a wna tomparatura do b9C. 81 procudi-

milento de ontravcifn se sropttrd 3} vaces.

Cromatepraffa on Corbuxtmeitloeniuiven {CHU)

Las caderas wlfo y bLele o olturlesrcon RO cro&atusraf‘ﬂ en ==
carbusimetilvelulvee uititcende sl procsdiciento de Ples y col, -~
(183, La CC se tovl sucesivessnte sun FoQH-Kafl ©.5 M, Hp0 y una
Golucidn amurtiguadora de acetito 0.00 M pH 4.4 sigulende fa téeny
ea desirita por Peterson y Suer (3¥). Ls rovina se empacd & pro=
2100 en una columns do 2,9% &k 18 c. a 459, utilisando una bomba ==
Slewamntor., La temperaturs de las columnas 60 @antuvo constante a
BO®C recirculando agua do un bafio e 5%,

Todas las sceluclones utilicadas pars levars o llevar & cabo la

. - ad
cromotegraf{a se calentarcn a GO°C con obJeto CGo Gosacross wi aa—
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quido y evitar la ajaricibfn de bLurbulas on las resinas. Clon a --
clanto cincuanta g, de colfrona se dejaron toda 1a noche agttando
con 30 ml. do amortigunder do acetatos 0,06 M pit b.b; y dospubn se
gelatiniraron en un baflo de agua a Y0°C duranto 3JG'. Las partfcu-
ins no disucitar po eliminaron daspubs do contrifugnr a 100,000 x

6. La wuoatra (o 60°C) se snyoctd en 1a colusna a 200 ml/hora con
la ayuda do una bemba Sigmasotor. Immodiatomente despufis deo apli-
cada 1a wunsira no cowsned la etucibn con un gradiento linval de -
¥all do € o 0.1 3 on un volumsn de 800 ml. do solucién nmortlguadg
ra Qe acotatos 0,06 M pi 9,8, S0 grafichd la D.0. cantra ol volu=-—
mon do eiucidn ¥ lop tubes gur contenfan 1ce cadonas alfsy, batall.
bo&alg. mlfnz s¢ Juntaren por soparsde ¥y pe dializavon coutra agua
destilada Nwsta quo quedaroen bibrop2 de safes, Loy cadenns purifie-
cadan ne ltofrligaren y se guardaron on una stwdsfera libro do hu=

wedad, .La jaireca deo las fracciones ae verificd por eloctroforesis

on geles da acrilomida, utilizands la tdcnica de Hagni y col. (39).

Purificacibn de) péptide con o) nidchido alfa-bota no saturado

Trescioentos cincuenta mg. 49 b@tali y hetala obtenidos do ~=-
Pilol de rata o de becarro ne dimolvgaron an 50 ml, do apgua, calen-
tando on balle de agua & 70°C, Une ver disuelta la celfgona, se on
frid o temperature amblents y se agregaren dos ml, do una soluciédn
al 0.2% de 2, b-dinttrofenilhidrasina on HCL ¥y el pi o ajustd inmo
dintamente a 3,0, La muestra so agitd durante 30 minutos a tompo-
ratura amblonteo y so dialied contra 4 lty, de agun destilada, cam-
blando el agua 4 8§ % veces durante 24 hs. La colégena marcada con
2,4-dinitrofontlhidpisina (con ol procedimiento.anturior se forma

la 2,b-dinttrofentlihidrazona del aldohido alfa~betn no saturade) -

sv ajustd n una molaricdad do 0,005 ¥ on Cn012 y ¢l pH 30 1lovS o -
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8,0 con YaONl C.1 M. La muostrn so mantuvo on ol potoncibmoetro con

agltactfe constante ¥ %0 leo agrecaron 0,2 mt, de una soluctdn de -
colagenrana al G,!% en agzua dentilada, El pH se mantuvo constante
en U.C, agregatrdo jequefiaz cantidalen de YaOH 0.1 M: cuando ol plt
ne vartd {aproximadamenie una horas dospuds do agresar la colagana-
sa). 1a museira ss tyanafiprtd a una Lotella de plfstico v se tncu-
Bd Auranto 2i La, en us bLaio de agua a 199C, agitando constantemen
Re,

La musstra digari-la con colagenasa se cromatografiéd on una co
lwana de DRAE~celulosa do 2.5 = 20 cmy. utilizando la técotea que -
se describs a cuntinuactién;

L2 BDEAB-celuloza ao lavd sucesivamonte con HCI 1 N, XaCll L.0
N, H30 y 2e¢ suspomdid en una solucibn amortiguadora deo Tris. HCL
0.05 % pit 8.3 {Tris-hidroximaetilontinonetano). 5S¢ ewmpacd in colun-
na & prezifio uttltsando una bomba Sigmamoter con un Flujo do 10 -
mlfhora; despuds de lavar la columna durante Tres horas con lao po=
luctibn amortiguadora atriba anctads, los 50 =1, dol digerido enst-
m&t1cn so tnyoctaron en la columns con la Lomba Sigmemotor, Log -
péptidos se cluyeron con 300 wl. de la soluctdn amortiguadora Tris
HC1 0,05 ¥ pH §,3 v dospuls do un gradiente linsal de ¥aCl de 0 o
1 M an un voluman do 600 wml. da solucibn Tris. HEY 0,09 3 pi 8.3,
So colactaron fracctones de 9 ml, y la absorhancis do cadn fracs—-
cibn so determind a 230, 289, IY0 mu. La fraccidn mia fecida que “
contenfa ol matertial que absorbo a 390 mu (2,k-dinitrefenilbtdrace
na dol aldeh{de alfa-bota no saturado) se llofilird, se dizolvid -
on 4cido acbtico 0.25 M y so dosalificd on una columna do Bio—Gal
P~2 (2.2 x 35 cm.) nquilibrada con acltico C€.25 ¥. La columna so
corrid a %0 wml/horz y 2o cotectaron fracciones deo L ml. cada una.

La absorbancia de cada fraccién so doterminé a 230, 26C, 390 mu.
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) jico que contenia la 2,4-dinitrofoniititdrasona del aldehf{do aw
evaporf & sequednd en un evaporador rotatorto y ge disolvif en un
pequefio volunen do agua., 1La purificacibn fLral se logrd llzvando
a cabe uns electvoforenis on papel Fasiman 3 i por tres hovan a =
10 v/em. en una soluctbn srortiguadora de pirtdivna acotatos 0.1 W
pit 4.0, Lo bomia quo contenfa la 2,Y=dinttrafenilhidrasons dol al
dohfdo alfa~toto no salurads, ee eluyd dsl pape) con agua Qostiln-~
da ¥ 8o oraparf a soquodad. La muestra se disolvib on agua desti-
lada ¥y pe detorzind la voncontractln del aldenfdo a 390 wu utili—-

aande un coeflctente de oixtincifin wolar do 20,000 (M, 32).

Andltelas do Aminoficidon

Alfcuata que contenfs entre 0.03-0.1 micrasolan de aldohf{do -
#o mesclaren con un volumen tgusl do ¥C1 12 B vy me deposaitaron en
ol fondo o una ampullata de vidrio. Laz appolletas 8e cerravon =
al vacf; y so hidroltaaron durants 2% na. o 10%°¢C,

Los hidroliasdos o2a avaporaren & soquedad en un ovaporador ro
tatortio, te d1solvieron on agua y ae Yolvierom a ovaporar hasta -«
eliminar por completo ol HC)l de la muestra. El hidrolizado se di-
solvid on un @ililitro do agua ¥y Bu composicibn de aminnfcides se

determind an un annlizador Beckman Spinco 120 utilizando la téeni-

cn do Spackman, Hoore y Stein (L0).

RESULTADOS

Cromatograffa en CMC

Lom reosultados obtentdos en la cromatograff{a de colfgena on -

CMC fusren 1d6nticos a los wncontrados por Prer y col, (1E). Como

¥
s0 obsorva on la grffica 1: el primes pico do ratn ¢ <o becorro o3




GRAEICA ¢ A

Crometograf{n on carbazimetilicelulosa (CHC) <o 130 mg. do colfzena
desnaturalizaida de pial de tecerre (grflica superior) y plel do ra
ta {gré&fica tofeortor). La oluciba s2e¢ llevs§ a cabo <on una 50lu=—o
etdn amurtiguadera de acetate de sodio G.06 M, pH U.%, con un gra-

dlentu iineml de 0,0~0.12 M do ¥aCl on un volumen total do 100 mi,
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330 480 - 620 920
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th conetitufdo por doe fracctionea, la priemeya corresponde a alfnl

y la meguria a ho!n“. Bl osogumlo plco representa a la botnl2 y
sl Gitimo a sifa.,. ¥racclones purificadans de cada uno de los cua-
tre plcos Re rorrieron en goles de acrilamida, para doterminar nu
grate de puresa,  Kin embargoe, coon eon muy diffeil separar la boe=-
tn‘! L) nlfal ot la priedl do becerro, so utilich o)l pico cantaminn-

da tomarndc en cuenta que el péptide con ol nldohfdo msifa-beta no -

raturate aélc ae sncuoentras en lap cadonas bLota,

Purtficactfn dal pdutido son o) aldelifde nifa-beta no daturado

La tncubmeldn e ha!ax1 o bs:alz de colbpena do ratan o de LDo=
carve cor 2,hedinttretenmtintdrariea, d91& origen a un solo conponen
te con longitud de onda =frtea & 350 v en foido y 450 mu a pit ~e-
12.0. Eata absererdn o pif dcido » nlealine es ceractor{stice do -
las R.Q;qultrnfan?xhidrmnanas ¢s aldenidos alfa-beta no saturados
en soluctonen acussas (), Ertos resvitados son sonejantes a los
encantradons por Molkiwmd, Blussnfeld y Gallop (31, 22) con colfgenn
de la voltga natoetorta de la carpa {(tchthyocol}. A posar do oxis-
tir un aldehfdo atmplo on la pretafna. ne o3 pozible dotoctario -=-
por oste mbtodn, ya que len derivados do los aldeh{dos simples son
tnestables en soluctanes acaosan (1),

t.a protefna marcada con 2,%=dinttrofonilhidrazsina go dicirié
fhcilmente con folaponnan y despuls de 24 ho, de tncubacibn con la
&nzima, 1la mrotefnn cotabn conpletamento dozradada, AlGn cuandoe no
s3v dotormird ol nrers do piptidos obtentdos con cada una Je lag -
cadenas, 1la cnlﬁacnn tetal narcada o la misns manera ¢4 un nGmero
do phptidos semelantoe a lon (ue se obtienen con tehithyocol (27).

. s espuls
Lot srupos amino libres aumentaron de cinco & scis voces, desy
L)

de 2% he, do tneubactén,
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Cata una de ins fracclicnas dlgeridas con colagonasa o Crona-
tograflnren en ura colwvrnn de DEAE-cerlulosa y loa resultados gbto-
nwldas a8 sueotran en ias prffican 2 ¥ } como se aprecia en lag cua
tro grdftcan dtforonten, al ;mtrﬂn o8 bastante semajanto y ostf -—-
tanstitufde por ues frascidn Listou que se oluy$ de la columna con
in aolucidn amortiguadera 1nlctal ¥y ue centions una concentracidn
wlevaca de varbslhidraloe, Late dato estf de acuerdo con 108 haw--
1langen de Dunnieghan y Dutlear {32) quilencs demastraron qua la ma-
ror parvte de loe carbonldratos se encuentiran Ligados a Oi-ltatpa -
en fracctonss “Hietleas do la prntg(na original,

21 Gltims conponante {Fraccibn IV] que es ol do mayor intords
pira sl presents iralmle, contizne spresimadamente el 6 y el 11% -
12 la protsf{ra total, el Jo=-3%% do ia tirestna y del 70-94¢% dak my
tortal que absorids a I8 mu ¥y yue corresponde a la 2,8~diattrofoee
ntlihtdragona Jdol aldenf{de slfa-Leta no saturado {ver Tabla Xi}. =
£l valor elevaito de tiresina v <de aldehfdo en una sola fraceldn es
t§ do scuardo con lon datos de Rolkind, Blumsnfeld y Gallep (31, -
32) ¥y Bornstein y Pter (33, 73), aquienes demostraron qua el plpti~
do con o1 aldenfdy contiens tambifn tirosina, La traccibn tnterso
dla contions pdptldas neutros y Actdos, tlene una poquaiia propor==
c1dn de tivostna ¥ carece Jde material que absorba a 390 mu,

La fracelfn enriquecida con aldsh{do alfa-bota no saturado so
doesalffichd un ura coluana do Blo-Gel P2 y los resultados so mues=
tran an la griricen 4. 1 primse pleo quo sale con ol volumen de =
exclustfn das la colwsna contiteno ol 509 del nldehfdo. a3t libre =
de sales y se purifiva fdciimante por aloctrotorosins on papel. EL
piptido con la 2,b-dinttroféntlhtdrazona del aldetifdo alfa=-bota nod

pL I Rt
saturado, se musve hacta el %nodo con un desplacamionto do £ 3



GRAFICA ¢ 2

Cromatograff{a on DEAE-celulosa do un digerido de colégona do ptel
de rata {emrcadas con 2, 9-dintirofent) hidrasina} con celasenasa -
bacsteriana purtftersta, Gréfice superior fiyas grifica inferior -=-
B31. LB elucidn se llevd a cabe con I00 wl. do zolucibn amorti—-
guadera Tris, HC1 0.05 M y un gradients do Xall 0.0-C.5 ¥ en un -

volumon total deo 600 ml, do la sclucibdbn amortiguadora,
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GRAFICA 3

Cromatoraffa on SEABE-celulosas do ua dizgerido de colfgena de plel
de Bocerre {marcads coee 2, i-dinttrofentl Didrmsina) con colagana-
ta bactsrisna purificsda, Grifileca supertor Sgop1 grdfica tnferloer
$y1. Ln sluctifn se Ilewd a cale con YO0 mil, do enluctén amortie-
guadorns Tris, HC) G.085 % vy un gradliento do ¥all O.0-0.95 ¥ sa un -

volumen total da 600 =), de la soluciln axartiguadora,
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TADL A 1T

HECUPERACION DS PROTEIRA (ANSCHPAXCTIA A 270 mu}l, TIROSINA

(ANSOEUAST A 280 smul . ALIENIDO ALFA-NETA %0 SATURARO (AD-
SOIRANTIA 190 wa) HY E PICO IV OUTENIDO POR CROMATOGRA—

FIA % DEAR-CFRLULOSA

9% BE RECUPERACIOXY EN ElL

RIPEC Iy 0.0, TOTALES PICO IV
Q3¢ wu 2HO = I%0 ou 230 =mu 280 mu 390 a
RATA
X Deta e, 2.9 1.2 6.9 3.3 89,3
Hota, o 58,9 7.3 be9 10.1 368.5 - 722
BEC RO
lmttai1 97.0 11.8 5.3 10.8 35.5 8145
l Bota, o 166,04 15.5 15.6 10.6 bk, 6 94,5




GWCIQE

Cromatogratfa on Nio-Gel ~7 do la fraccifn rica en el pdptido

con el aldanfdo { =maz 190 em), obhtenida de la columna deo DBAR-

celulosa. Gréfice supertior fgy: grifica snforlor B8yp.
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s, pars el de rata y do & - $ cwm. pure %1 de Leverro.,

Tiraes de vn <o, de G1édmatro recortadas de cedn oextracoe del ra
pel se ravelarsn con niphidrineg al 0.0 ¢n acetond y muestran que
el pdpiide ven 51 aldotfide ontd cempletamante puro ¥y no da renc——-
c3dn cor Ja sinhisrina. Zete Jato ruglere la ausencla do Zrupoy -
aminn 1iLrer oo oston pipildes vy tembién incdica que provienen do ~
1a rogtln onlng ~ terninal de 1o entdgone aue tlene sus grupos amg
6a bDiogueadss (33}, Lop pogueios cuntaminsntes se desplazan hacla
el v8tade, San roaccifbn poreltiva con ia minhidrina y no tienen ale-
donfdos doetectaldlon, tow esgoctiros dr absorcibn de los pdptidos -
purificalon so mucstean on la grifica 3. So puedo apra<isr quo ==
las curvas ebfaenidas gon 1d8ntican a las preoviamsnts tnformadas pa
ra dchinyocol (3%, 32) y srate (33, 34).

ta compesterdn do aminofictdes "4 ... péptidos obtonidos de ba

t“ll ¥y bLota do rata y de bLecerro, y de la colfgona sin fracoio--

12
nar, so guestran en la tabla YXX. 5o puede apreciar jue oulste [o
ca diforencia on 1a composicsdn do maminofcidon ds los pdptides ob—
tontdon de cadenas purificadas do rata, Ambos pépﬁldoa tiaenou €=~
rosina, amtnofcidos ficidos, serinn, valinad y cerecan do hidroxipro
ina, treontina, fsocleucina y fonti-alaniua. Bsta tnformacibn os —~
tdéntica & la obtanida por Dornstein y Plox para pépticis do e

botalx y bata despubs de somper 1a protof{na con bromuro de ¢la-

et
négono {33, 34). Hin embargo, o5 notoria la diferencia entre In -
colfgona de beocarro y do 1la rata. Aunquo amdas protofnus muostran

some Janzas importantes, la colfgoena de bocorro contiono adomds -~

troontna, isoloucina, loucina y fonil-alanina,




COXPONICIOY DB ARINDACIDCS DREL PUFTIDO

ALFPA-0ETA S0 SATVAsID,

- 32 -

T A

DL aA

8 94

VB CONTIBNE L ALDEHIDO

OHTEVIN DR JONTHYCCOL ¥V DB LAS CADENAS

AXSLADAS O FISL DF RATA Y PIEL DB BECLDNO
RATA R LakD LCHTHYCCOL
CUGHTCHENTES o oo 3 e Y .
s belae +1-14
' (el a” ® a&n % 3 [

aagonfansts! 1 X 1 1 L
ﬁﬂﬁlnﬂ&mahﬁ’ H 2 |4 1 2
actdo asgdritco ] 2 2 2 2
Treoninal®! o () 1 1 5]
Sorinal®? 9 b 3 3 3
Praofina & 1Y 3 3 4
aci1do gtutémico 2 2 b } 3 L
Gitoins 6 6 8 8 10
Alantna z 2 1 1 ]
Valina 'Y ) ) 2 2
Louctina 0 [ 1 1 trazay
LIsoleu tna ] ] 1 1 o
Tirostnal®} 2 2 1§ 1 1
Fontlalanina 0 0 1 3 °
(a) Tomado ¢e Rojkind y col, (1)
{b) Promedio de dos ¢ mis proparacionos, 00 mu
{c) Doaterminado como 2,4-dinttrofoentlhtdcascea max A 3,) :0(') (31}

asumlemto un coeficinnte de oztinctfin mulueular deo 20, »
{d) Dotarminado como Metionina y rulfézidon deo mauonulm.tld éirsic
(6) No mo corriglé para la cantidad dastrutda durantas la hide v
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ISCURION

El trabalo realizads en las filtimon $ alfto® por diferentes BTL
por de inepnligadoren t:a pormitido esclarscer algunor aspuctss §m-
portantes de la msduracifan vy onmvelorimisnto de ia colfrena, osf ]
wa dos grupes reeponnalblen deo onto pruceso,

En €1 alo 4o 19%6 {29} Landucel eofrectid la prismera tndtea &n
de 18 presenciz de sidehfdon en coligona, ain embarge, 1a colfzena
per 81 utlilisanta era desnaturaliaada y extrafda con modios aleals~
nor, %S¢ zabeo er 1o esctusileddad, que la crpostcidn nrolongada de =~
cuntguler proteinra & medias rlcalinos produce ia desaparictén de -
gerina ¥ Lreanina y 1z Carmactdn de compuoslian con grupo’ cardeni-
1¢. ahos mds tarde, Levenrs observd que un grupw de compuestos que
producen alteraciones sn ta maduraciln y envejec.miento de la celé
gona {nitriltes, hidrasimae vy seotcarbaridas) (L3} tenfan coms ca-—
rncterfngzca confin, la de sar reactives para pldonfdos. Pensands

qua la pretefna pudiers tener grupes carbentilo, la tncubd con 2,9~
dinttrofen Intdragsina v mastsd que se formaban productos {30). AL

y Gallop (231) rurifica--

gunos afios wmils tarde, Bojkind, Blumenfeld
ron un péptido de un digerido dé coldpena con colageraszd que terta
un aldehfdo alfa=beta tasaturade. FPor la reactividad o lon Sves==
pos aldshf{do y por loa dofactos caussdes oy ton mrontes ortudia=~
dos por Leveno, sc¢ sugivrid que estoes compuerte podrfon partiesme
on 1a formactdn de enlaces covalentes en culdgena » nex ten respes
sebles de {a maduracifn y envejocintente de la Sretatna,
Bornastutn y Ples {34) so oncontyaban aptitrande 4 @anesra o

Tomper lans cadonns de collijena an un Al e pequeite e Uraguanrtes
o m@rvarey e

para as{ f{ntentar caractorinar muejor ta proateafsm

AR N { 3 -
Bigulento: La fncubacidn de cadonan alla, o bo!a%‘ vets UREW (vete

[

%
¥
H
5
3
!

T oy o




T

resctive reape 188 uyolenes popt{dicas dorle se ancuentre ur carboe

sile de metiani,al jreducfa un nbmsaro de péptidas 4a peso colecy--
lar ortre 1% ¢ 27,000 :us oran 1ddnticon on arban calanag, 1iln ome
Bargs or la fraccifn g tosy malscular Bajo enconiraren algunos —-—
pip!!don $iferontan, Tormamio en cusata que ostas diCoronclas DO~
df{an detoroe a ol enloce zovalente Gue Eloner Yas cadonas bata, u
rhflcaron las pAplides v sncantrarven que axtos tenfan grunos alde-
Bldca. £l pdutide atbtenids de ta cadsra alfa tonfa 1h aminodcidos
¥ un aldenfds do cadena mimple mlsntran qme el pbptido de la cade-
na &ctql! tenfa 28 aninofcyten ¥y esstraba un aldelifds alfa-botva in

Baturadn, £s€a fuld la pricera dermsstractfn divectn de la particy~

F4

ﬁ%ctﬁn 14 Lo atdeniios on an e Jow enlacen intramolecuy

lares, Tessd s, lus aulores supirlsren gue la contensactbn alddii-
¢a du doas aldenhides stoples {es teciy dos cadonas wlfa) daban ari-

€on a un altenfdu alfe-Loka o 2aturado (cadenas betal. LoS mis—-—

B8 autoret Jdamostraron ue la adsintstracidn de Lisina marcada --
gan cartionns 18 eras segutda de la tecorporactién de 1a marca on los
P8ptidous, a posar cue el anflisis de aminofoidos no mostraba lisi-
"B, Red ictaendo 1ns piptidas con Horotitdrure de asodio u oxidindo--
1o con futdo pesrférmico demostsaron que 8l compuosto radicactivo
ere 1istinn dnupuén de una desaminaclibn cztdativa de su grupo —umi
ao,

Roclontemente, Ro)hing, fhy y Agutvro (37) utilizando lisina
marcads homogfneaments con CH y tritiada en posictones espoc{fi--
eas, logzraron demostrar que al péptido de las c¢adonas bota tianon

ly
81 wjquivalente de 2 lisinas modificadas (wmedito como C1¥) y por la

eontidad do trittio ellminado 8o demostyd que ¢} mocanismo propusss-

“$0 por Hornstetn y Ploe (I4) para la formacién dol aldehido alfa-

~Bota no naturado era el correcto.
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Bstod y otros datoe de 1a jitsratura dsmusstiran clarsmsents 1o
participacifn do los ajdetifdes en In formnolién de ios enlaces cova
lentee y por lo tznto on la madursetdn y envejecimiento do la co1d
gona,

Loe estalivs comparativoa roalisadon on o)l presente (rabajo «
tmeatran gqus 3 Sipos dGsforontes de collgenan tlonen carsctorf{sti--
tanr sewolanted ¥ pwr lo tanto sugtoren gue o8 un fonfmene univore-
sal, =2 dectiy, qus poalbleomants éute goa ol mocanisco de envojeci-
miento de tedan lae colfpgeonna, Por otre ledo, las ssmejanzan y d&
foroncine entre la comreateifn 4o amtnnficiden da lar diferontens es
pectez antemlus pods wervir como un Critorio wfs on la clasifica=~
218n y origem da lam diversas eupeclesn onimales yue tongan colégo-
™,

Como se ohsorve om iews pirrafos antoriores, lon datoes oxls%ng
ten on la literatura muesliran ya algund taformacibn on rolacidn a
105 mocanimsoe € o sadurtnctfa de colbgena., Sin exbargo, faltan mu-
chos problemas que egussdan ser resualtos on los prézimos aflos. -~
Por ejemplo, a’n no #n conoce si Lo macanismos do formacibn do on
laces intra o inteymoleculares pon los miscos, nil so tlene la o8--—

tructurs eracta del aldehide. E1 mdtodo senciilo de purificactén

del péptido con ol aldohfdo alfu-dota no saturade, soguramente per

mitird estudiar la rolacifin entre lot onlaces intra o intormolecu=
lares, as{mismo, facilitard la purificacibn y dotorminacidn de 1a

estructura del anldehfdo alfa-bota no saturado.
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