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ta presencis de distintsxs peblaociones celinlsres sino &drads P
retacidn entre €3 las para @1 desenpelfc sarasdnico de ane serie de
funciones. bLx poesibkilidad de conrfoermmr ane estruocihwrs de sostén v
et aet & puadn dares greciss & e presencie e mxd fond as
retruciuralies constituventies de wrk meitriz dntercelniser . gue
dediide &) papel tTon iaporisnte gue desempefa e 3z plasticided
de lom mrrganvismos saiticeinisres, preserssta wns Qran vesrsstitidsd
reprevsentads por s diversided de estructaras & l1as gue de oo dgens
w o dos distintoe cambios gue puede sufrir ante estisaios del
medio Y& Eea ey slituscionern fisiclidgicoss o« patol dgiceas.te®
EFetx wersstilided esltd deds por s voriegsed de sliementos gues

L ooREonEte & e metric v por e giversided tento gendltics  como
myimicsx  detl mks adavidesnte o 23 los constitudidor por wans fRamilia
pxdimdrfica de protodinss gue Bmon las proteinss colegéniceas, Gaie
Junto corn Ia slastins s sncouentyran dentro de anx matria amﬁ%Fa y
poliant o or e protecglicanes v gl icoproteinas. Las col &genm est&
prEsEryte e# T meays-ia de ios tedicdoe By proprrciones veriables.

Derntyro del grupo de s col &gerna se ban nerscterizads, hests

abhonm &, o e tipon geréticony de éstos &l mEs aburndantes
estudi 28 s &3 tiper X cuyss propdedsaries 5R mEwCI OIS &

continuveridn v asichar de éclixes Bcay cownpartidas poy los desds

tipon de coligena.T

e ool dnerns

Seooartyr i camente, la wurk dedd entrucharxl de e

coxlagena  es wnr cilindroe de IGO0 rare de longithud, .8 mw OF




i dmetrad oy uyy pese molecular aproeimads de JT00,000.,7% 0 Esde
citindry estd €forrmeddce oar vy Fominio triple helicondel gue 85 ia
uridr de tres cadenss welipepticdicas emwrolladas harcix s derechs
ers la misma direccidn® oo Tos gruapos Mo terminsel orientados hesctia

I lodo e Je maléculs v los £ terminsl hrexcd @& &l ot Cate

savdbrrwri o oE  gentmirog 81 fe, contiens  apw ot madaments 1OEG
vesi dtss de  eadriadcd dos, por o g 58 sencnentran Eentre los
polipéptidos més fmrgose del reian eriast o Ba Estructurs

primsris =& kass By 1s repeticidsy del tripdptido Gl ey-X-Y, Gasdde
gerner =Y mente & e ponicid "HY se presonts prolins B 1
posicidn "YW? S-hidrooiprolins. o2 B2 hechor de gue cszi el 3TN
el corntenido tixtal de residugs de aminsdoidos 1o constituye e

Blicins™ permite gue emists wre interecoidny muay cercans entre es

cadenan, v guwe 2l reducidr  tamelo  del  regicsl de este
BT Ealal-Tob Xaled e pEerwite IinnorporersR 53 interior de i1sx Wriptle

hélice. Lo presencis ge los Iminoscidos pro}ling & hidrodpralins

prosee rigider & iz cadenvs debido 5 las restricciones entérioss

e 3 Rgyoaor &3 entlle pirrdlico v 1o S-higroniproline s
esgrc il vomes: sloments estabilizador, apar et ewents  pose I
oo e d & chix puentes  de  hidrdgeiis, Sst0att -] ewtricturs

tridimencsionsl de triple hélice estd asonimds & 0 i furrcd doy
iclégicve ¢ s preseute Yarndto enn s Fforrme  fibrilar Coax BN
=t a) RET W e

Adewmdos, las proteires cologédnioss eshiny m.\.jetas, & wrE BEVIE
o podi ficaciones postraduccionalee coms Fidronitact dn de stgunocs

de Euns restducss vy glicocosilsci div., Entos cambios o 2on und formes

& todas la=s colidgensss ar&klisie guimicos de diferentes teitdos




hes  revesleada diferrenciase Py 81 corvhenido de hideromidl i sdris oy Ty
€1 dee hidrooiprotinsg enisten tembién wvariscioes e &1 corvtenido
Tt el A henoexs  y B lx mroporcidn de monosacdei dos *

disrcdridos ev coldgenss gendticmmente diferentes » de et @@ St

Erx una fibra de col#gerns tipo 1 code moldculas estd recorrides

I

nry cwartc de =n longitud con recspecto & olbvras v BE &nied iy

rs

latemralmente lo gue dos uns periocdicided carsctevistice de 78

xbaer v akis gy fas fibres  con =3k (xR st ot t of of <2 W etectirérnt oo,
fos arreglos de las dif Cfvrentes melénnd s de col &gena ademéds de =i
srocianidry conn ofrras waoromGt écultas conformen ifind dad e

ertrurctures capeces e vesltizar funciones gy distintas.  For
& et O, s estruachowras rigidas comz terndkogres, denstins o« piet

predomins e col&gens tipo Foone progovcions resistencis o2 0 @

&
trerst &y . Eny cambsio, &y estructwras  Sonde RBE ¥ ERIRE B

elasticiged cong & &1 tesido wescular predowings s ssociaci sn de
tax roligems Piponr P ooy Ra hipoe ITX, ix oot dgens btipe IF SE
emcuentra muy ssocisds oo mrotexglicanos, esta interaceoidn forao
eelractir e pooo deforrebles comx 821 vitren del ooy tx coltagens
tipo IW presersts mRQﬂr frei tided & forner reticulos gue fibras v
confrerma 3 &E  merdkranss bbeEsxies.t? Sparte de  estos {xmixFr} e
entructurales hay interscoiones entre col dgerns oy wélunils  gne
Exay darortantes By wrocEesoE o desarirol io vy g fesrenct soi b

e coliagemsa 21 igusl gue otres proteinse de secrecids oe
mintetica an forms de vy precawsosr de ey hamaic que Bafre an

camtyic hecix W pEpecie ool evular de aenor tameRo.  Los  pesos

Lioeintéticos + % ey g intrecelntarmente e F oy an
mrganelos oo Frasr ety e Golgd: vy Feticulo Endoplésrd co. 2
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pEartir oo le travocripolidin del geswr parx iy Lipo especs frooe de
cexldgens y ba traduccidan del &R mernsesiero s& eintetins i
par il dgens gie 55 1 porecursor gue preseEnte Toas propéptidos gue
wory FragmeErntas ey lon et eoens tanto corboot o come sl nes e
cobtirery proplededes de soluhilided v probablemente b etsern
stgrwys Funci Ay By Bl transpaate de I moléciiia 2 oenterior de 1a
CElal . Eetos  jprropéptidos sy o tedos posteriormente &0 &1
venterior celual e o gur hace insciabhle & s moldanis v wiable
pere Ya formescidn de Ffibres. 2 &) mionme tiewpo gque ze de 81 corte
de 1os propéptidos s dniteis e actividaed de I 33231 ootddess gue
catalize la iidavidn de lns residnes dee iizmiae oy formacd o
postericr de enlates covalentes intvres & interosiererios, o cursd
Hx ls estakilidard de la estruchivsg fibriles . S PBespuds O =
T mducoi by pownrren fEnddnenos ooty idrooiilaciden y glicosi laod e
e hidronilecisn comienze £ las cadenss polipeptidicaes oo erd es
attreridas & ribhosomss o e glicosiliacidn o sy fFendmens poastaErior

win e l1osm cariwvhidvratos se uanen &« los residuaos die kidrosilisins.
b4

o col woemasss

b carasrhterictics @mSs Qe wnifics & s proteinas
o} agénicas es su susrneptibilidasd & ser degradadass e condiociores
fininlégicas Ba8lo o uns enniss Gue &2 la ool sgensss. 2 L&
retacidny entire cod&gEires vy colagensEx estd snjets & 0 mEcand Soos
regulotorion eEpEc flicos cuysx slterscidan resulits en dos tipow  de
siinacioes: wre eticese B s degradacidny o wans deficieonis
FT e i 1 e give condoace o distintos estados patoldégicos. ™ e

sttunaciones O degrad3scidn EEREC IR aisrErnsny et Bnfermiiades

cont ta artritis reuvsmatol die, tas wlcersciones de e cormpes, €1
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o} enteat o, e drvvasi b humoral, I perictntoditis, wto. Poa

cekvor Y oy, ety deficiencias & la duegrsdacian s presert s

gy e fibrdticos ooy e cirrosis hepdtice, tae fibvrosisw
Joxrd aporeae o ta eeclinroderwis. Las slievrsciones en la colagenciicis

e monr da ceuns divects o prismoordi el de entes enferrmedades, =5ino
ane  repreRsntasy £l principsl deto bisular seEccistde & tos cnadrosn
it ol dgi coms . R

o wleveds w»ide pedis de e ool dgorex presencte e estriciarss
msnre wiwl oo tewngddre RBino gue oo e tieaps fuers dificil obserese
sy diEgradeand & Fue en uan modelo hipicon de reshsorc: 4. Com &5
x nolts del renscusis en setamorfosis,  donde Gross vy Lapisre ey
b Rt ] adene bt eron 1 T i mEr & col rgErnsse &3 chrrer vy
degrasdecidn de geles de ool igens reconstiluide o1 incuber  sobve
tetor enpioantes de teiide O9e ool s O remacuasic, ¥ partir de akbi
hary mido puchess las colagenssss ancosles idendl ficsdastissi?.t4a
e cuxltes prasenvtagry ong serie de cerecteristicas e comtn. Estsas
AR G REE 13 B Slmctenery BIint QuE BE libeEran g novs, S68lo eniznte
Wy RGBT 67—:' Imucennmiento en } eucci{:i tas Pt V.imaz-rﬂ:-r:t.tc.'# ée';;"he.s.. L2 S
pEnn moiscnliar mEcils entire 250040 y HOOOGLTARO0 o B tiene
evidenri & de subuanidodes.  Son aetaloenniase vR que reguisren de
tores Ottt ¢ In** parg 2w qotivided por 1o gue son dnvbibidaes
por sgesvtes guelantes come & ERTATS ¢ Oriofereantrolins. Su  pH
Sptimes de gotiwigdad Be cwroant & e nestr sl idad@®F oy grresde s
wmayorr wspeci ficided por 2l Buntrsto e potads netivee oy poTo
s#finided por =2 sustratc rjr?ﬁn_atur #lizads que &5 & gelatins. =9

Re ha obternido ennime sltomente parificads g cndtivos de

fibtorohlaetos v B ka cbsevrvedo gue , erc general, tas ool sgeEtEeas
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et ales sBorn EeEperificoss pare proteinss ool xgérdoas, I gursas

dogradarns gelatins v Wy eienplco le oot agerracssx dE granniocit toe

pete stacer fiborindgens vy mroteogl tostion. El pawvo limxtante de
ta cnlegenclticis s el rompiciento del sastrato Ilpvedo & o e
. e ol sxgenans. Ernitste perlticipecidn de obras ervn d e

[0
in

interdependisntes e donds unss  genveran el sustrata de 2

siguientes, *Trea 23 Probvehdd emente e degraesdasaidn se inioie pon oy

i ti sl de eEnetwmss responssbikles de reamover cisvitos enl sxoes
cowat entes W otrae @moléounlisxs uanidess & s ool dgens od o (o)

protexglicencs. e sdguiente intervencidn g8 1x de la col egensss
e meths mobiere la tripte hélice v reguiere O s estabilidad  de
gt gebructurea. e enRime sctiveds s awne & e coldgeras faibri oo
W deEpnitc 36 rompEria BER Rl & otre ot éruls O ool AZgeras =& o
artdr @ e super ficdie enterna de e fibvills , veguiers de oun
enresn g susntrato vy B2l prortesn ee lento probahkiesente debide &

& presencis de modulagores,. Le mevoria de 1as ol aQROTRESS ¥ OHTRE

sédln & lae coldgenzs intersticisies I, IT oy I¥%: v s har
reportodn o) gunes colagenarses gwe degrader 1z tipos W oy M. Sohre

tx rcoltégens tipo I se produre uan 2ol corte eo e posici den FIS—-
3 ™ ¥ e

FTFE entre 8ly-1le de 1 cedens olfa § v & e waniorn Gly—tews e

tx cadens &lifsx 2.1 Se prothuwen dos fragmenbos, =t FTEL g
cawrespontde 21 wRa nice teraa il oy abercea 3548 de e anoléonts v g1

TOR  ery w2} entyrern: Carboniloc con (99 de 1= togitiwd de 1
st dral &L B2 Ser heny obrwevvads cortes 8y otres posiciones levedos
a wabio poo preporsciones ooy ool SgETSSaD, PEro iy ne seabkke 53 5o
P andas @ thos o I propriae ool agenEss oo s =lguns protexcs
crmtaminarte & e prepaeecd b, Endnte weriscidn entre las
di ferentps ocnldgensss B relscidn ok St snEceptikilicdsed & las

R R SR8




Coxd agETIREEEY ento exti relaciovrade B perte a ta estructywa  del
AR A A X R NS o8 o3 £ SO 101 slempla giradks dir enwtreorutemtornctos o maryos
Blicosilacidry, £% tTercer v (Mt imo neso 3 s colagennltisis o 1
deencturalizecidén de lous  fragmendtos rescvitantes e forme de

geistins, =9 ijos CwwxdeE pneden ser gegrodadoe eadbracelaloermente

por protessss o pitnood tados por cdlntas como mscr GEFagos feat ix 51
degyr sdea d &y posterior., Yrvex  Farrms sl terne woabria nE I
frgonitosis ae €raguentos, de fihores llevads & 0 cebo Felnis

macr 4fapgoe, 29

in

e distribucidn de las diferentes coligernas warisx en los
dictrintos teitdos cony ix evdad v en procesos O repoerant &, i
heterogénes susceptibilidad de s ool dgenms puetde repeesendt zre oy
punte itepor-tante B 3 & el acids del recemhic v s fogénesis. Fro
eetrecturas sstebles core piel o terddn la ool dgens presercd e o
witha wmewdta gary dargs cormparaids con s de obtras profefrme, Tty e
recemtito lento e Ssemenes o IESEE. Ers condsiogy ante e =i diimod e
f-i r'? 0}’6{3:& rx wEpECifics wount e irnveoiuncidn del ntero post parto B
wide nedia dismiraive e S0 és’ E BN i ciofies baé;&l R o5 9 hooras
=y iae dos mrismE &5 sensayss gdespnds del o macimi ento, De~R27. 28 Bode
corportamientn taen fino reguitre de ane regudscidn precizss del

sistess ol aegencd ftioo.

Sy el acd &

e regulecian de sste siztewms bax 53de abordeds & brevés  de
wiver mprie de gscdelos enpEerimentzlies ¢ se sxbhe quuir e 1lees & caebo
en warios niveles:

1 Control die sintesisz ¢ subsecvents processrients de formes
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g, Emgraagnetant enta v secrecidn de e jorosned me.
3y Antiwscidn de e procol cgensns.
B sctividizd By Bl omekdico enttreteluniar .
Ty Inhdbicidn de le forwae active de L &0 ims. 27

1 eoturdio ol wriner nteel o reguliacidary s r abiordado
medgiante 1a bhsgueds we los ferctores gues modifican e cantidasd de
wxd mgETEEsx gque 5 sintetians. Ectos factores comx hormionss,
pr st Eakas, prostaglandinses, linfocines, eto. her mido enplorados
=y cxiogenclisis ilevacds & webo 8 fendneEnos inflanwstorics o de
rewgtdel o Gy entenEz vy o hedo congiciormes naormsles de recoamtyi o

Frr la inoduccidnr de lae sintesis de e eneims interwisoens
factores T.omty interacciones celulevres. Fron ejermpd o, } o
firrobtastos -éi noviales o O cornes counertar: e propduncoi b de
colagetass &R presenti s de zlgan estisalo coowme &1 Ffeotor celuler
mororric i ear One s proguacido por maordfagos y monociton, &t oust
& Bty veT pustie ser inducide por compleldos npanes o ol &geram i pes
I o I13:2° el cuiltive de cdlnlzs epiltelisies dunto oo cdinlas
entronazles s e presordis de citocaelesing B ouments los niveles
de proddncci desy de ool apetiass. S ©hrx observads gur s slevwsrcidn de
los nivzles de progestertis preed erse la enpresidn de e
ol agetRRE By Bl dters pre-parto O s rats oy &1 descerrec el
i wel ez e heemons desputs del perto puede ser Ja cansms el
ot Gt de la degraodacidn de e ool dgens. 27 L eintesis e s

faetor g

Y

procoal soenss s X 3 encuety T Fida i by saz et &
drhisbhitoriony peres que lg emins sesx sintetinssds reguiere  de
oot xglendtyrae E7. 07 Exti & Bt wer estd reout sds por s (o EEencCie

e glroocorticoides gie condravestan e produccod O e ded do




asraguiddnico gue l1imits la produccidn de prostsglending EQ.Se-3

Ery nerer st P e BEDimE 0y S &I MSCETIX, cuangqile orr ltencooitos
Frosd % g Corean t eor s SE 1= BTty oo &} MSsC Ersamk ot o

intracsinlar P Eeltn hace gue su formx de Socronidrn ciza 3 ferente
o lae de predessar linosmreles v siailar o a le  de protednes
estructmwralies & irgwnglateiiioen. 27

ban colagensses grtundisdes hen oide obhtenides de nedios de
cultive o divrectomente de los tedidos. S minteticary B forrms
tatente v reguiesren ser 2Ctivsdes peres poder llever a cebo 1s
el mgerirl i si s, Las fprimerss FOeass precnrsaor s 3 la ool agensss
ey wertebor sdos fuerorne ddenti fioedss §vdependientererdt e por Herpew
=2 g IRTY e tedide ge remsensiecT g 3prg Waes ey 972 en wesilic de

cultiveo de osteccitos de coneic.™ e enzios latente pusde Des

actiwvada mediante proftefliicie limitads con dripsins, T grdisnt

iy

coanpnEEios - rgenomeronri &« es 8 x asgentes ceotrdpicos,

P
i
3
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we
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tamxi & puede euntactiversr bedo condiciones de ol acanegnd ento, 5
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Iniciaimente Ix latermics de e enmcioe hrebda sidoe empsd
medi snte  dos hipdtesis que perecisn contradecirss entre =iz urse
nue hablx sobire s secrecidn de la envaiox oo wuwr @imdgena ¢ obrs

stdwre lae forsecidny de un compleio enrias—-inhibidor. Las  aliimss

erek e se PR BT BT irndicar oue estze hipdtesis no et &
cimtrapwestss sing gue s perte de  di ferertes niveeles  de

regutacidey del sistems colsgencliitico.

Lo neorecidn de 1o enmitdme oome ot 2 3mdbgerg h# ex o ohoer vacts
& diversos il os enperiaent st eny  este nimbgerds paragcie  REYT
sriitvade medisnvte 1z rupltuars de un fragrernhio, o gue reviela wara
sxdifiaacidry oy vl pEeEo meleciiler, o Wy oeebio convformeci sl . B

enperimentos de troduccién de 6RM menssdero vy sintesis e@n
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Lol P Eamys de células sinoviales enistenr evidencies de dos formas
preciyr s as 3y 1 pmroenn i s o esadss cotraduccionalmante doenteo
e megder sanss md crosomsl &5 Extae formss 13 ervers was ress med el aor
idénticn & lazm formas erncoovtrades ey Lo medios e culliveeg t me
cnkltes sy Gdon esreries gE roctxd GQETIERRE ,,  SErETIETc COamix vt ol raer o
ey sltectirofpresis v sof proddunto de glicosilscidy v ruphines

probtend 2.7 Actuslcerte s sabe gue s liberscidn de 1e

]

Tl BEENESE =54 oo O REGERMIGE BE ulre Ei st & R zy

EEr st T el st R b oheervards la tiberanidn de la onnim
G :

bl

sttive por mesordfegon peritonesl es. BRI tyex de las formce e
regulacidn dr e Aretivided colmgenolitics restde B 1& acti Q;.«:i Gy
de e ernime etente, Ioc gue involuors o scciédn de distintos
®otivadoreasy 2K & -2 rorEesx SEer& giscutidc posteri:ormente.

Come vy 2 hakis mencdoneds con savtEriocidesd, 2 estedo de
sgregnoi dny del suntrato o5 un feoitoer regulardor By s sooidn de e
colagerresss Y s ool sgeEnl isis e85 dependiente de la estractiurs ode
triplo h#lice vy =& v ésmi riaicie ey fibvas inemnluizl gsee

entabilinadas poor enlaces intermoclervliares. Ectuadicoes in

k5.

Yo Fears
demyntr ado gue wne ool dgetve 13 amsde polirdrios insciebklie, vice &y
et anes  interpctecanlsres, x5 sunreEptible 1 stsgue poe I
ol rgerrees iy antes incubsrae core eEncinas 1 sosomsl es s
protesexs del tipo de e catepsins B o2

£3 wlddigy  reiwed By ix reguniccidn de s sctividsd de 1
clesgeneEx @5 1a inhibhicidr G lo gnndtoe esctive poe di ferentes
tipoe de snstanciss presenstes en 8 suero, entractose de tejido
medi o gde cultivo.

Er¢ &1 zuesro se enonerntre la 516 @ mecroglohualins: gue &5

30




responineble del 25X de 3 inhibicidn de 1l sraismae. La ool agenrsss

Hidrolins 3 2ok suweceRptibdie de 1a slfas 2 M v postericrmente s

iy apeds ron ecta grar glicoproteins gue B&8Ic inhibe & 1
e | e st ies,.at Enicste ftaabidrr e &3 saEe e wry ievked Bd g

esreri fico pere 1x molageraEs gue &8 s BEets 1 oantiool sgenessx 3
Cried cirume insancld dgivanents con ny grupe de inhibdidores de
metsloproteinasss pressates & cultiveos de esplaavtes de piel,
tenddn v s, 17 Estoes inhibkidores se cononeny como TIMF £Tiegaw
Inhibdtors wé€ Metesldloproltosineses), B cerecterizorn pow SEr
glmnoprotedinee v By &fines & I Bredms &otive & e cnel o se ouvery
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Coay &} ohieta de llever a cabo une purificsci én perod el cde
e arctiwiden enmmimdtics precente e s fraccocidee e 56 une &3

DEAE  celulons ¢y gue se eluyd cone #1 grediswvte de HaCl e sngled
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reper ine-mepherass. bz heparins—-sepharons se empatlt @ ane
colagrnss de 3.5 0 D02 owm oy 5w mguiidibee-d mory amoerbiguaiior Trd a0
ra£r T, pH F.8. CafC) o Lyl b es fracciones corrcercler wdes e e
wiucian  de NGl de ls codluaams de DEAE celuloes de ombas fases
€T PEESTSE Iw pute mislems & s wetorided de  flado de
2%} S, e columtiy s levd cor =l aoortigusdor oo &1 W Be
wanilibrd hasts que la shesorbsncia 23 Iss fracoiones oadids & 2340
em BEERETVYS & CETO. Ponteritraeivie 1z proteinse unidae se eluyé
covs el I disnelits e 2l sdsng amortiguador v & e wi B
welocided de €fiwjer. Ser odrtaiws &3 v il cromatogrdfics v BE

determiné Iz =ctiwidard colzgencltitics o
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F -8 a1 ferenten

Cr et oaes.,

F?. Elevtruoforenise 5D5 e geles de polisoridemids
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Cors =t e  cosparar e proteines presentes  enn 105
i ferentes paEos del frmootonsvc.ent: tento de s nuestrs  de
depdésito conn de Ix de rﬁabsqrciﬁn, BE CITrIeron L eE raestiras ey
gerler de polizcrilemsidas en presencisa de  SDRS. e tTéonice s
recxiind de soverdo & Lapaanliid (12702429 wlilinandse geles prepsrados
=t tiM. L ae preparsciones s Giluyeronr ooy 8 ammrtiguador de s
mrentra descrito en gpete sictepms ajustands e convcentracién  de
protEeins & oeEnos O 3G A= ta plectrofoesie =/ corrrid & Sools poor
plecse hasta gue el frente del colorante B drndtroduio e 2 gel
inferiom, e eRite somentc o corriente s sueentd w B0 0% o
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el pel, Lae placss se 2iferoy ooy arul de Coomasie 250 &1 % ¢
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EXPERIMENTOS ¥ RESLR.TADOS:

. fctividded colagesl itics ey o medios de culbive He=

Qr covert cme e depadsed o oy readyeaecnt Sy,

tos  enplantes de granuloms tetbto de la fase de depdesitbo de
teitdoe conective cogrx e e de resbisorcidn Tiberaronr ool & QETT&ER
@t medio de cultivo. L or enEeyss Qo tripsing revelsrony gue ey s
et xps de depdsitoa parte de & evnimk s srrcueEntra latente p pearite
mOCYiwx v 89y 1 grtepe g resbmoroidyy todae 1 enimes zme  encnentes
motiws. Lee fige. k4 v 2o oarwstran o detos g3 uny enperimento
repgresent stivo de depdsrto vy ang de resbsoood .

Er w1l medic de cuiliiwn de orasnlooas S depdeito e schiei dad

oot gl itics gxnnEryt & &l pre;iooubhar conn tripsinse 3o e
dervestrs Ix presencis de asctiwidad 1 atente. {Fig. tr. b=

Tripelras, ery Cimted oy, nix mostrd efectn de sctivaci on solve Jas

prepareciones de medio de cnitive de i fase de reshaorcidn

{Fig. 2

2. Fraouciaorressd entd de 3% prepar ciones tot&les de depdsito v de

resbemroidyy o enplantes de gremdoos de carraQerinis.

Mediarnte 83 eeplec de 1o rextne DREAE celvloss s Beperd I
actividad colegencliitics de une fraccidn gurodeios o My oo
vzt oot chend . Ery e figurs 3 e saestiri 83 pereil cromstogrificn e
e Crmeod dry tovbxt  de depdsito ssd comce iRe artivitdades
erpeci fiocar de e frecoidnr que B waye B e remine vy e gue e EE
wrver. [BE ohosirws e glrye uns fracoioan goe no interaocions con e
Erd v, Fetm frecoién paestra une activided colsgennditica vy

Bescda wmy Compercasidry cory o fraccidey mnt dreion gue trvteractas oo
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Actividad colagenolftica en el medio de difersntes
dias de cultivo de explantes de granuloma en la fase
de depdsito. Sin tripsina (—), con tripsing (~---),

La incubacion se llevo a cabo a 33° C por 12 hrs.
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FIG.2:

Actividad colagenolitica en el medio de diferentes
dias de cultivo de explantes de granuloma en la fa-
se de reabsorcion. Sin tripsina (—), con tripsina
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FIG.3. Perfil cromatografico de la muestra
total de depdsito al correrla en la
resina DEAE celulosa.




e resiirsg e cuxld coenhtrs i sctiwided coatagercl it ics
chrmey wade @y los medios.

Ew I figurs 4 e mrwentrs &)l per il cromastografico v }Es
roetividades sspEcifiors de e gnwesbtrs ottt e reabsorod diy.
Prarantey ssta fose s obhserve 8} mdEane comportoiernto gue ey e
prepersct by enherior: =iy embiargo, s sclividod ssprcifics der 1w
frecotidn i dnica B85 40N meyver gue e ohizervadse en depost o

Err  smbon toasos e activwided colagencltitios se comcentra ey
=1 PRCO - GuE BB o une & 18 resing. Ern la tabklizx 3 =& gawestran l1o=
wxtoorme e sctividerd eRpecs fics O las fracciones totseice de
depteits ¢ reshroroién asnd come de lew v écc‘j oriee orterc des 3
pasar  pee 0 la DESE celntloss. By maeloante nos referiremss & 031
Fraccidit QUE X BE BTEe &= l& reElne come freccidn I ove see  te
SBrpésitn o e resbsiwcidn v & s e S aayE & I rest e e

frecnisn P

Hhaestras 0 Sedtiwvigad Especifice s Y ode o deoar.s 100
fra m md
Depéeito tobsd 5.8
Reasbysoroi G Lot sl $5.5
Fracoisn § 3y depssito it
Fratoian 3 de reasbsoroi én 1%.3
Fracoitén 2 depésito BF . &
Fraceitrn 2 recbescacd &y (9, F

N

FTakelm % Srtivided colegencliticosx especifics de s aae
toxteles ¢ sluciores de e coluoos de DEARE celuloss

o

i
i

Estos dotnr indicer gue le encimsx s e &1 DEAE, smuarngie uns
pegueia  fraccidn oo sctiwidesd col egencliticos se detects e 1a

eluaciadrn core Tris-HCl O, GNP,
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FIG. 4. Perfil cromatogréfico de la muestra
total de reabsorcion al correrla enla
resina DEAE celulosa.




T, tocalizmeidn del sotiwsdor
Ui  wer sepsvedes Jas doz fraccdoawes, urrE gque concentras la
actividad coldagemaliticry oclrs gue maesirs poma o soctiwd dad,
provedioace & probaee Bu oepestidsd de sctivar proool agernass Ritmetes .
Mediate @@ ensaye O protedlisis liwmiteds s constabd gue
1z proenzime gre sctiwvweble, yva gue sristen daton @y le litersturs
&y doasde Be ha reportabdc savbezachivac i by upont Aoners the

procol egenssas, @3e sl forms quwir BEv reguisre conecer o) estedo de

aetivart b de 3z proprrims peersx Eexiusr correctamente =
wetdvs ded ael st vadio . Erxr 1z tablse 2 s muestraie los

porcentries de degradacidny ded suashtrato radioactive incubkados cory
prorol gpenscss sals v procolagenssas activadz con tripsinis, e v

éracaiones oy T tanto de depésito como de resbeorrod b,

Phuaestrs Forcentaie dre degr =adscd &

Procod agenases [N
Procel egenmess ¢ tripsiaz 2.0%
rossol ageTiass 3PNy £

Provel sgeniges + fraccidn 3 def. 17, 6%
Frocct agenassx & fraccidn 2 dep. L YLy A
Frovolsgeneesr + frecoidn b oresbs. $7.7%
Frovol agensarx - fracctédn 2 reshs. 5.8%

FTelkxla 22 Activzcion de proccl sgerrasa hemsens cone tas fracciones de
gepteito vy resbsorcd do 2inigess g DERE celuliass.

fas resat tedoys sawstren gpae 1 capecidesd  de sot iver
procel caenasx humans Be encuenhrs B6n la fracoi b tanto de
vdeptstto comg de reaskheEoroidn, es decir, le gue no =& wawne & e

DENE celvlo=s.




B. Cromestografis de Fildracidsy eisleculasr ey Wirooel SR 44,

Coas  la fimaslidsed de logrer wang mejor parifioscidén dre 1
frmocidry Togy Capratidend de motivsr oracirl SQETTERS R DUmaTE . B pasdk
wet Fraaci¢n> ey Yo fxsr O resbhsorodfan por aansg colwaae de
fiitracidn polecnlsr de ttrogel Ao 98, Bl per il croomstogr&fico
w  lomE poroenmtsaies de sctiveciédn ohiencdos a2l incbher 23 guarsacs
fravoiones el pico de RLrogel ooy procol sgersss sr o mestr e B
e figuwe T

Frn 1 tehkilisx X s miestran Ioes porcentasies de degrsdaec & el
mietratn radiosctivo incubado conn 3 wroocl ageEnREs hnmansx sola oy
setiveds canr triprinsg vy con di fsrentes frxcciowes del pioo
chxtentdn de ls coluamns de ltrogel Sor 349 {1y, Be aueshran
tanbidry loe porcsntsies de degresdecidn ohtenidos =1 inoyher }%5

fracoiones del B tronel con la SH col dgesra.s

Muaesirs Ferceantaisr de degradaci 6w

Frovot agenass 5

Provol sgenasea + fripsinsg 7.2
it s &

1S + procot apEnesa RXTFT
i1t = 12.8
17 + procol sgeEnssx R
Ln 12,5
HZR 4+ proood sgensses 3 W
Hiore .7
HIB + procol sgensss &5
LS L
HOR + procod mgensss b
87 t.F
4R 4+ procol agensss 14.4
T .3
D + prooc? sgenass 7.3

Tabrta 3y Forcentaies de degradeatci dn obxrternidos &1 i ncukxar 1 OGng
e BH colé&gensa cogr lem fracoionmes obtenidas de le colunaome o
Hirocgrel &of 49 sl as g irncubsdes coary prrocoal egerrEmsa.
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FIG 5. Perfil cromatogrdfico obtenido al correr
la fracciéon de reabsorcion que no se le
une al DEAE por una columna de
Ultragel! AcA - 44,




=, Sunsceptibkilidad &1 crRloer de tas fraocciones sctivadorss.

Ber probd 1ax susceptibilided &1 cxlwe de las  fracoiones
shtenideae &3 peaar o fracoi dnr | de resbsoaaci dn por e colwunns e
il troged & 49, Ery 1 tadxla 4 s puestran los porcentages  de
degradacidry ohterntidos &1 incubkear lae fracciones calentsdas »  =min

cEelant s cors s procoelsgenssSs Bmsns oy £ BEncbreto redd osctd oo,

Mriestra Prercenstn e de degradisxet doy
Frocrsl agensss 3.3
Frocit sogereass € tripsins .8
1119 <
13118 « rovol agEhRSa S.83
it « celor &
238 + ol + procot . = PR
X2 1) Q
137 + procedsgEnsaSs .0
L1 « calor Ly
12 + cator + procot . Fois
¥ i 2.é4
IN2 « ool agEraSa Futs
2T « calor o
22 « valor €« procol. T3
12g L4
L28 + procod agevass 5, %
1282 - oploe i
U8 + cualor + protols g.4

Tabkla 4z Porcenteiss de degradascidén dgel svetrato radicsctive sl
irvcabyario ooy ool ckgerrass scttivesds conr las fracciones i de
resbemrci dn nelenvtedes vy 2in cslentea-.
H. Oromastongrsfia de sfinidad heporins-sepharos.

Core 1l finnlidad de purificsr parcialmente e ool egensses del
grernloms e CErraegEninis par s enplear s come sastrate de tee
fracvotoraes attivedoras o empled lx resina hepsrina—sepharose &

trewis o 3 Cital BE paEmrory T as fraccicoss 2 honto de depdsit to
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FIG. 6. Perfil cromatografico de la actividad
colagenolitica presente en la fraccion
de reabsorciéon que se une al DEAE
al correrla en heparina- sepharosa.
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FIG. 7. Perfil cromatografico de la actividad colagenoliftica
presente en la fracciéon de depdsito que se une al
DEAE al correrla en heparina-sepharosa.




Cracridny con sfinidad Bu omayor quie Ix actiwidad wie lax frsceidos

miry &finidaed, Sin enlyEv g, oy B concerntré tode 3e ennims e e

recirns prodxabl omente porgunie Sntas entabs =sxtwrads,.

Te BElectroforesnis 85D o gelers de poliocridanide.

oy w3 fin de ohewrwser g2l pelran de kondass presents &6 los
diferentes pasEon del frecoimmaemientce de Jas maestres totales de
depdsito vy reahsoerod b, =g tomsron alicnotase de cads v o e
fracciones v BE  corriseors o gaﬁeﬁ de peliscrilsmide & 0 wuve

ronceEntraci gy el 1N En la figiwas 8 sR obhserws &1 patrdys de

riprides de las wuestras ot sles de depésito v reabroroi dn.

Fig., & Electroforesis S8RE Jr lrs muestrss de depésito.
e inguwisrds & dercsuches Crrriles 3 0y O Frecoddn  totiel .
carriles 7 ow X fraceoidey i, corriles 8 oy B fracoidry 2,
wcarrid v R R ] heparina-sephar osa, cearri} F
marnadmres de peso ol eoul ar,
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de reabuorcidn. £ este sizstems hs sido demcosirrsdoe ague e
degredsed &y e = s} kgEte ée lleve = Ll < = el =ty T
il rgensassTTgne conperte les caratcteristioss de lss ool zgenssss
e wvertehrodos v estd presente en oobkas stapss. Postericormente o
demnetrd qgue &y 1s wtaps de depdeito perte de Ix encims se
encuerrtrea latente » parte sctive mientras gue e e eplteps de
reaksorcidn toda Yo entims sw enuenitres activex.s%En ecte  trahaic
gntudiamon tx activancidn leveds & cabo por uns fraoot e obitend de
tarstee dee la fose de depdsitn como de s de resbsoercidén del
gramydoms sohre mroEvmifsee i fioads de fibroblantos de pied
Fematecra Pecidines empless este svsirsto v gue so encuentrs ey
parificadn v caraelterizado o cusl poo suoede o x ool agEnasx
tetembe del gy aemsd TRTE ey dunds s descontoes s propoeod & gue
Guardary e ond agensss setive oy lTa Iartante.

tow  eaplantes de gravuloms de Carragenins de  anbas stapas
Tibpvane ool eguanass &1 mesdiog &y maprer cantidad entre 2l 32 oy 35
@dier e oultiove. bae motiwided coltegencd idivces fur  detecteds &1

drculkaer lae preparaciones oogr cvl Agens moluble ¢ ouventi ficsr los

rroductos  de degrsdeci én medd ante el ensevo rediosobd v, Eniete
wirtantdne @ lx rantidead g srneims ltiberads pos distintas

rEpsrseionss de  oiplantes de grsuloms de ane wisne frese o de
diferente. Lo presencias e iz enzins letente  fae donostrads
ant cemerste en il anvtes obhtenidon de grannlomss o depésito. Este
romnltado corvouergds cone 21 obhrerddo ey homogenados dre et do e
‘presnuloone gue derostrd la presencis de ls enmirs en forme latente
v moties By lx frne de depdsitoo p 2&lo By foras sotiva en o faow
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e mrveims re inhibids por sgentes gielantes come &t EBTE ¢
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twrtnfensntrel ine diebido & que reguisre de iones Cevr vy IRt pEr o
war  correcto st i orvemd sertiin. Faeabidn ia actividest de ia enciws
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Fearsul tedos  wrel imdinares obtenidos &1 inicioc de este brahedo

dencetyrarorn gue & tratamientc ey Phetoh?” coey e resing DERE

celunloes oo ure prepovacidén de  esplaotes  de  granalomoe e
TRV EGQEE TR pErmI e mEpareser s fracoisrr capae o Ge sehdoesrr
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F1 el eny de ests resins pErandti s meEperor s fracoci & oo
kaisr sctivided colagoenclitics qiin desmtetrd ser Caixet g sotivar
rar ool 3gemisss humasts. O waiss gue e tode le sctivided =&
consenstre Bn e fraocidny gue B uwne o e resira, s oo ape By T
fracoi b Que elaye cory Tris—-HCY L2 o detents activided
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st i wador i obenbel erent e B reguisrs paBse e P e e &k s
rrapeanEnt e por wns oolamss de DEAE celuloss o segrtiir slgion ohrix
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e depésito del grenvlioms oo lse fracoiones goe eotivarory &0 IR
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reapxecto & a latencis de s eneiox presente e los enpl ertos o
grearmil oave de deqrdsi b
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comcErytraciones w5 &ltas de PN s pueds obisereasrr &igtn efeoto
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wresertes ey fracociones gue eluyeran posteriormenies este 1o

i cEraxE & una degradscidn de las proteinss presentes ey le

b
*
L.
~

et dies RBer cdxservig, iy Erhsor@ie, gUE awnguie £t pErfil omestrs
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mayposs  Clarideand g la Ffracoiorn de dJepdeito & indics qie 5 3ogrd
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whran  fuentes. Pore poaler enteblecer =31 slguna de eetas dos
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b degradecidn e Ffibras de coligens 25 fERBGmETss
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recheorcidn tods #13x pstd& motive. El hallasgo 8 wvwvx fracoidn
metivadors &2 ) gremelons medisnte la tdonics de enplantes, &5
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