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Gly .- Glicina 

Pro .- Prolina 

HPro .- Hidroxiprolina 

Ile .- Isoleucina 

Leu . - Leucina 

Cis .- Cisteína 

AFMA .- Aminofenilmercuricoacetato 

EDI'A .- Acido etilendiamintetraac~tico 

PMSF .- Fenilnetilsulfonilfluoruro 

N-EM • - N- Etilmale.imida 

pCMB .- p-Cloranercuribenzoato 

SDS .- Dodecil sulfato de sodio 

DFP .- Di-isopropilfluorofosfato 

'10\ .- Acido tricloro acético 



Se ha dezrostrado que la colagenasa pennanece unida a la colágena na 

tiva durante el proceso de extracci6n y purificaci6n de esta. Experimentos 

con colágena desnaturalizada (gelatina) sugieren además la presencia de acti 

vidad proteolítica inespecífica en las mismas preparaciones de colágena. 

Diferentes procedimientos de extracci6n representan distintas for -

mas identificables de colágena.Solventes salinos neutros extraen noléculas de 

colágena que no estan unidas a fibras de colágena por enlaces covalentes inteE. 

moleculares. Soluciones de ácidos orgánicos solubilizan fibras donde prevale -

cen enlaces aldimina lábiles a pH ácido y la pepsina solubiliza mayor cantidad 

de fibras, ya que degrada porciones donde se encuentran enlaces covalentes. 

En el presente trabajo se hicieron extracciones sucesivas de coláge

na de piel de cobayo, utilizando Na.el 0.15 M, NaCl 0.45 M, ácido acético 0.5 M 

y ác.acético 0.5 M + pepsina con el objeto de analizar si la actividad colage

nolítica se encuentra preferentercente en alguna de estas y ex.plorar la activi

dad gelatinolítica presente en ellas. 

Los resultados observados por el método de electroforesis en geles -

de poliacrilamida con SOS, indican que la actividad colagenolítica a 35ºC se -

encuentra en preparaciones extraídas tanto en soluci6n salina caro ácida. 

Se encontr6 igualmente en todas las extracciones la presencia de ac

tividad gelatinolítica a 37°C a pH 5.5 inhibible por pCMB y a pH 8.5 no inhi -

bible por ninguno de los i.nhibidores utilizados : EIJI'A, PMSF, N-EM, pCMB y cis 

teína. 



INTRODUCCION 

El tejido conjuntivo es un tejido de sost~, una de cuyas funciones 

es la de unir otros tejidos y estructuras. Se origina a partir del mesodenno. 

consta de células y sustancia intercelular; dentro de esta se encuentran fi -

bras, entre ellas las formadas por colágena. 

la colágena es una proteína que se encuentra caro constituyente -

principal de hueso, cartílago; piel, tendones, dientes, etc. , por lo que es -

una proteína muy abundante en los vertebrados ya que constituye entre un 30 a 

un 60 % de las proteínas de un organisrro adulto canpletamente desarrollado (1). 

Existen varios estudios que· sugieren que las rroléculas de colágena 

o las fibras derivadas de estas desempeñan un papel importante en los proce -

sos de desarrollo, unión celular,quimiotaxis, etc. De este hecho se cuestiona 

el punto de vista tradicional de que la colágena actua solo CCJTO una protefua 

estructural ( 2) • 

En su estructura primaria una tercera parte del número total de re

siduos es glicina y el 25 % del total es prolina e hidroxiprolina; la secuen

cia se representa caro Gly X Y y es repetitiva, donde la prolina o la hidroxi 

prolina se pueden encontrar en posici6n X o Y, siendo en la mayoría de los ca 

sos la prolina en posición X y la hidroxiprolina en posici6n Y. 

La prolina es un iminoácido donde el nitr6geno del grupo amino se -

encuentra unido fonnando un anillo. la consecuencia de esto es que el amino

ácido previo unido a éste residuo iminoacil no tiene libertad de rotaci6n en 

la unión N - e."-. La hidroxiprolina es una prolina hidroxilada a la cual se le 

ha atribuído que da estabilidad térmica a la triple hélice, existiendo alrede 

dor de cien residuos por cadena polipéptídica • 

La rrol~a de; colágena tiene forma de rodillo de 300 x 1.5 nm. Con 
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siste de tres cadenas p::>lipeptídicas similares, enrolladas en hélice a la i~ 

quierda, denaninadas cadenas ot y a su vez entre ellas mismas se enrollan a 

la derecha para femar una triple hélice. cada cadena tiene cerca de 1,050 r.§: 

siduos. Por difracción de rayos X de gran ángulo se sabe que la hélice tie

ne un grosor de 0.95 nm con los aminoácidos espaciados axial.mente por 0.285rnn. 

Para la biosíntesis de la colágena, que se lleva a cabo en fibroblas 

tos se pueden distinguir varios pasos importantes a diferencia de otras pro-

teínas, uno es que se sintetiza cano un precursor y después hay una serie de 

rcodificaciones p::>straduccionales para constituirse CanJ tal. Estos eventos -

son la conversión de prolina a 4 hidroxiprolina principalmente y 3 hidroxi -

prolina, la conversión de lisina a hidroxilisina, el ranpirniento proteolíti

co de procolágena a colágena, entre otros. Al menos siete enz:Unas se encuen

tran involucradas en éstos procesos. 

Al precursor de la colágena se le conoce CanJ procolágena y difiere 

de ésta en que p::>see dos extensiones peptídicas adicionales a ambos lados de 

las tres cadenas de la rcolécula, a estas extensiones se les conoce ccm::> pro

péptidos, los cuales hacen a la procolágena más soluble y de esta fonna es -

transp::>rtada evitándose la fo:rrnaci6n prematura de fibras durante el proceso -

de biosíntesis. Otra función :importante que se le atribuye a los propéptidos 

es que son esenciales para la asociación de las tres cadenas p::>lipeptídicas -

y fontiar la triple hélice de la m::>lécula nativa. Las moléculas asr fomiadas -

se agrupan con una orientaci6n hOttPgénea en haces paralelos fonnando fibras 

con un desplazamiento de 233 - 234 residuos (Miller 1976) dando lugar a la 

periodicidad característica de 70 nm observada en las fibras de colágena al 

microscopio electrónico (3). 
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Se han caracterizado 6 tipos de colágenas, todas ccmpuestas de tres 

cadenas polipeptídicas (tabla 1). Todas tienen fonna de triple hélice y difie 

ren entre sí en el tipo de cadenas y en el tiempo requerido para su síntesis 

y secreci6n. La colágena tipo IV es la que requiere mayor tiempo para sinteti 

zarse y la coHigena tipo I es la que requiere el menor ( 4) • 

Este aislamiento de 6 tipos de noléculas de colágena en diferentes 

tejidos sugiere que al menos en los organisrcos superiores existen 9 genes di-

ferentes para la colágena. La existencia de colágenas genética y estructural-

mente diferentes es uno de los más praninentes ejemplos conocidos de polim:>r-

fisrco en proteínas (5). 

La biosíntesis puede ser alterada en ciertas fases del desarrollo -

y en ciertas condiciones, por ejemplo se observa un incremento muy marcado en 

el dep6sito de colágena en la cicatrizaci6n de heridas, en fibrosis pulmonar, 

cirrosis hepática, etc •• Esta aet:mru.laci6n puede deberse a un incremento en la 

síntesis de procolágena, pero se sabe poco a cerca de los cambios bioquímicos 

que hacen que cambie la tasa de biosíntesis. se cree que éste cambio se debe 

a un desajuste entre la tasa de degradaci6n y de biosíntesis. 

Los diferentes tipos de colágena no solo se diferencían en su velo 

cidad de síntesis sin6 también en la suceptibilidad a las colagenasas. Por -
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TABLA I 

TIPOS GENEI'ICOS DE COLAGENA 

TIPO CG1l?OSICION DE SU CADENA 

I 

[ « 1 (I) ] 3 

II [ o<.
1 

(II) 13 

III [ o<. l (III) ] 3 

IV 

V 

[ e P s s 13 

4 

DISTRIBUCION EN 108 TEJIDOS 

Hueso,dentina,tendones,pared ar 
ferial,intestino,pared del úte
ro,higado,fibrocartílago,cicatri 
ces,sinovio,válvulas del coraz6n. 

Células del fluído anmi6tico, 
embri6n de pollo, tendones. 

cartílago hialino, hurror vítreo. 

Dennis, pared arterial, pared -
del útero, cápsula ·sinovial,te
jido de cicatrizaci6n, válvulas 
del coraz6n, (usualmente coexis 
te con el tipo I) • -

Glanérulos renales, cápsula del 
cristalino, endotelio vascular, 
subepitelial, uni6nneuromuscu -
lar. 

Membranas anni6tica y cori6nica, 
higado, piel, nervio ciático, -
placenta, aorta, membrana muscu 
lar, membrana del tend6n, vari = 
as superficies celulares, fibro 
blastos de piel, nrusculo liso. -

Intima de la aorta, placenta, -
glanérulos renales. 



ejemplo la colágena de tipo II es ~s resistente al ataque de la colagenasa 

que los tipos I y III. Ciertos datos sugieren que podrían existir colagenasas 

específicas para cada tipo. La colagenasa de piel humana no ataca a las colá

genas de tipo IV y V pero si a las tipo I, II, III (4). Estos descubrimientos 

son importantes porque proveen una base para el entendimiento de los procesos 

que regulan las proporciones relativas de los diferentes tipos de colágena en 

los tejidos. 

Estos procesos de regulaci6n son importantes para el mantenimiento 

del iredio interno, irediante los cuales, entre otras cosas, los constituyentes 

del organisroo son reemplazados continuam=nte. Todos los elementos que folll!an 

~de los seres vivos están sujetos a un recambio continuo habiendo una~ 

riaci6n en su permanencia en los tejidos, o sea, a su vida nroia. En éstos -

procesos juegan un papel muy importante las enzimas, y en el caso particular 

de la colágena, no solo la colagenasa sin6 también otro tipo de proteasas son 

importantes ya que aunque la responsable del primer paso de la degradaci6n de 

la colágena es la colagenasa, este paso es necesario para que puedan actuar -

las dercás proteasas. 

Las colagenasas animales operan degradando colágena nativa en solu

ci6n y colágena en fibras, bajo condiciones fisiol6gicas de pH y temperatura, 

ranpiendo a la nolécula en un solo punto aproximadamente tres cuartos a lo -

largo de la nolécula a partir del N terminal. La enzima ranpe las tres cade

~s,dejando dos estructuras triple helicoidales llamadas 'ICA y ~ que repre

sentan el 75% y 25% respectivam:mte de la porci6n original de la rrolécula. A 

diferencia de la colágena intacta, estas estructuras son inestables bajo con

diciones fisio16gicas, estos fragmentos se desnaturalizan y pueden ser degra

dados por una variedad de proteasas neutras no colagenoliticas. 

Todos los datos sugieren que las colagenasas tienen una especifici-
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dad p::>r la uni6n Gly - Ile y Gly - Leu y requieren que la :rcolécula se encue_!! 

tre en triple hélice (6). Esta condici6n específica en la cual la colágena es 

degradada por la colagenasa requiere de un alto grado de especificidad de la -

enzima por su sustrato. Además se requiere una regulaci6n precisa de su sín -

tesis, secreci6n, activaci6n. inhibici6n y distribuci6n de la enzima. 

Estas enzimas han sido obtenidas de diferentes tejidos o cultivos 

de células de diferentes espécies bajo condiciones tanto fisio16gicas ceno -

pato16gicas y en los estudios.se ha visto que a pesar de que los irecanisrcos -

de acci6n de todas las colagenasas parecen ser los misrcos en cuanto a su sitio 

de ruptura, estas enz.lmas difieren en algunas de sus características tales -

caro su peso :rcolecular, número de raup:i.mientos producidos en el sustrato, su

ceptibilidad a ciertos inhibid.ores (5). 

En cuanto a las colagenasas de invertebrados Eisen y Jeffrey 1973 -

(7) han encontrado que la colagenasa de hepatopáncreas del cangrejo Uca pugi

lator posee características únicas, caro son, que roo-pe a la colágena en 

fragrrentos amino terminales de 75%, 70% y 67%, es inhibible por DFP y no por 

EDTA o cisteína. 

También a diferencia de las colagenasas de mamíferos, la colagenasa 

bacteriana extraída de Clostriditun histolyticum por Seifter y Harper 1970 ran 

pe a la colágena en varios sitios. 

Debido a esta variedad de enzimas, desde 1962 y despues de una serie 

a.e· estudios p::>r parte de Gross y sus colegas se le llarr6 colagenasa a cualqui

er enzima capaz de degradar la colágena nativa en fibrillas bajo condiciones -

fisiol6gicas de pH y temperatura. Se ha visto que estas colagenasas son :roota

loenzimas que requieren ca++ y por lo tanto son inhibidas por agentes quelan -

tes caro EDTA, 1-10-0 Fenantrolina y cisteína, también son inhibidas por :rcolé 

culas que se encuentran en el suero tales caoo o( 2 macroglóbulina ( o< 2M) • 
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Nagai 1975 reportó que la colagenasa tiene mayor afinidad por el O( 2M que -

por las fibras de colágena. 

La cisteína adenás de ser quelante es un reductor de uniones disul 

furo (6). La inhihici6n prcx1ucida por estas rroléculas en algunos casos puede 

ser reversible para algunas colagenasas mientras que para otras no. 

El pH 6ptim:> en el cual las colagenasas son activas está entre 7 y ,, 
8 perdiendo toda su actividad a un pH menor de 6. SU peso rrolecular oscila -

entre 25,000 a 60,000 y se bah reportado pesos mayores (8). 

En cuanto a su síntesis se refiere hay datos que indican que tanto 

las ~lulas epiteliales, caco los fibroblastos, tienen la capacidad de produ-

cir colagenasa. se ha reportado también que las c§lulas de Kupffer del higado 

(9) al igual que los leucocitos '(10) son capaces de sintetizar colagenasa. 

Esta enzima es muy dificil de extraer ya que a partir de grandes -

cantidades de tejido se obtienen ug, a veces en foz:ma inactiva, otras veces -

en fonra activa. En estos casos hay datos a cerca de que existen dos zrecanis-

nos en muchos sistemas diferentes, uno valido para unos sistemas y el otro ~ 

ra otros. 

El primer mecanisn:> consiste en la existencia de un zim6geno, ya -

sea que la enzima se active espontáneamente sin que ocurra ningún cambio a~ 

rente en su peso rrolecular, o que por ataque proteolítico de enzimas caro 

tripsina se active a la enzima latente por pérdida de un péptido de bajo peso 

nolecular ( 11) • Hasta ahora solo se tiene evidencia de un zimógeno en leucoci 

tos humanos (Murphy et.al. 1977) , hueso de ratón ·cvaes 1975) y renacuajo (12) • 

Este zin6geno o procolagenasa puede ser activado exponiendolo a tripsina. En 

la piel ):lumana hay un material con un peso rrolecular muy al to que muestra 

identidad inmuno16gica con la colagenasa, pero es enzimaticamente inactivo y 

la actividad aparece Una. vez expuesto a tripsina (13). 

El segundo rnecanisno implica la separaci6n de un ccmplejo .inhihidor 
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enziroa. 

Sellers et.al. 1977 fueron los pr.ineros en derostrar que los carp~ 

estos orgánil::Ps mercuriales podían activar a la colagenasa latente. Los com

puestos que usaron fueron am:inofenilnerciricoacetato (APMA) y p-cloranercuri:_ 

benzoato (p-CMB}. Se ha visto que el APMA activa separando un canplejo enzi

na inhibidor (14). 

caro ya se m=ncion6 antes la colagenasa se encuentra en varios tej.:!:_ 

dos y se ha tratado de localizar en ellos por medio de técnicas i.nmunohisto -

químicas. Por estudios de inmunofluorescencia .M:>ntfort y Pérez T. encontraron 

que la colagenasa se encuentra pegada a la colágena en el útero normal de la 

rata (15). Reddick 1974 sugiere que en la piel humana, la colagenasa está tan 

to entre las células caro entre las fibras de colágena extracelular de la der 

mis superior. Bauer 1977 dercostr6 que la enzima se encontraba en elementos -

del estrcma que rodea a células turoorales, ~lley 1977 la encontr6 en el car

tílago articular y Sakarroto 1978 la encontró asociada al tejido conectivo, c~ 

lulas endoteliales, osteoblastos, osteocitos y células cartilaginosas (16). 

Otros autores caco Pardo y P&ez T. describen que la colágena extraí 

da de piel y parcialm:mte purificada tiene colagenasa, demostrando que la co

lágena se extrae con una colagenasa específica que permcmece unida a ella a 

traves de los procesos de extracci6n y purificaci6n de la colágena (17). 

cuando la colágena se desnaturaliza :¡x:>r acci6 n del calor tana. el -

ncmbre de gelatina, esto involucra una conversi6n de la estructura rígida de 

triple hélice de la colágena a un enrollamiento aleat6rio, diferente a la tri 

ple helice (1). 

se ha reportado que proteasas capaces de degradar gelatina (Pardo -

1975, Harris 1980) también permanecen unidas a la colágena durante el proceso 

de extracci6n de la misma. Se sabe que esta actividá.d proteolítica no se debe 
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a la colagenasa, ya que la gelatina es resistente a ésta (17, 18). Me Croskery 

et,al. denostraron que la colagenasa altamente purificada tiene muy poca capa

cidad de degradar gelatina intacta o fragmentos ~A y ~ a temperatura fisio-

16gica y que la confonnación secundaria de la colágena provee la estructura 

necesaria para el reconocimiento y catálisis por la colagenasa. 

El presente trabajo tiene caro objeto caracterizar ésta actividad -

gelatinolítica en extracciones secuenciales de colágena, así ccm:> detenninar -

si la actividad colagenolítica copurifica con cada una de estas extracciones o 

no. 

La extracci6n de colágena se puede realizar tanto en soluciones sa -

linas caro ácidas. Las soluciones salinas a pH neutro extraen principalmente -

noléculas de colágena que no se encuentran unidas a fibras por enlaces covalen 

tes interiroleculares. Las soluciones ácidas solubilizan fibras donde prevale -

cen enlaces ald:ilnina lábiles a p H ácido y agregando pepsina se solubilizan ~ 

yor cantidad de fibras ya que es capaz de degradar enlaces covalentes. 

De esta foma cabe preguntar si al hacer la extracci6n secuencial de 

colágena, la enzima o enzimas se encuentran preferentemente unidas a alguna de 

estas extracciones y si se trata de la misma colagenasa que degrada a la gela

tina o si se debe a la existencia de una gelatinasa. 
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MATERIAL Y ME'roDOS 

EXTRACCICN DE COLAGENA 

la preparaci6n de las muestras ae colágena involucra varios pasos 

que van desde la obtenci6n del tejido apropiado, hasta la extracci6n y solu

bilizaci6n de la colágena tanto en soluciones salinas cano ácidas. 

Todo esto se trabaj6 a una temperatura de 4°C para evitar el creci 

miento bacteriano, aumentar la solubilidad de la colágena nativa y retener -

su confo::ona.cidn (19). 

Se trabajó con pieles de cobayo a las cuales se les eliminó el te

jido adiposo subcutáneo. Las pieles se cortaron en pequeños fragmentos y se 

extrajo la colágena inicialmente en NaCl 0.15 M agitándose constantemente ~ 

rante 48 h, esto se decant6 guardando la soluci6n para la purificación. Estos 

mismos fragmentos se extrajeron en NaCl 0.45 M repitiendo el misrro procedimi

ento, despu~s en ácido ac~tico 0.5 M y por dlt:im:> se extrajeron en ác. ac~t_! 

co + pepsina a una concentraci6n de 1 ng/l. Por lo que las cuatro extraccio

nes son obtenidas de las mismas pieles. 

la nanenclatura que se va a utilizar para las diferentes extraccio 

nes secuenciales serct que a la colágena extraída en NaCl 0.15 M se le denani 

naréi 0.15, a la extra!da en NaCl 0.45 M se le denaninará 0.45, a la extraida 

en ác. ac~tico 0.5 M será la 0.5 y la extracción en ác. ac~tico 0.5 M + pep

sina será la O. 5p. la. nomenclatura será la misma ya sea que se hable de la -

colágena o de su respectiva gelatina. 

PURIFic.ACION DE LA COIAGENA 

Esta purif icaci6n se realiz6 basicanente de acuerdo al método de -

Trelstad y Gross. (20) con algunas n'Odi.ficaciones (tabla II). 
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TABIA II 

ESQUEMA DEL MEroOO DE PURIFICACION DE LA CDLAGENA 

Extracci6n con 
Nae! 0.15 M 
NaCl 0.45 M 
Ac. acético 0.5 M 

l Ac. acético 0.5 M + pepsina 

~agitar 48 h ~ 

Las extracciones en NaCl : Las extracciones en é1c ,acético 

Centrifugar (10 ,OOOrµn 30' 4°C) 1 Centrifugar (10 ,OOOrpm 60' 4ºC) 

"" S/N dializar vs ác.ac~tico 0.5 M~ S/N precipitar con NaCl al 5% 

+--==-----::-------:-:---::----i ~ Centrifugar ( 15, OOOrpm 30' 4 ºC)] 
PP resuspender en an:ortiguador 
de fosfatos 0.4 M pH 7.3 y dia 
lizar vs el misrro. -

Desgasificar el S/N y precipi
tarlo con NaCl al 20% 

PP resuspender en ác.acético y 
dializarlo vs anortiguador de 
fosfatos 

s N dializar VS Na2HP04 0.01 M 

PP redisolver en ác.acético 
0.005 M 

J Centrifugar (20,000rpm 60' 4°c>l 

~ 

~ j Centrifugar ( 15, OOOrpm 30' 4 ºC) j 

Centrifugar (20,000rpm 60 1 4ºC) 

Centrifugar (12,000r¡;m 30 1 4ºC) 

Liofilizar y guardar a -20°C l 
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una vez pu:dficada la colágena se corren en electroforesis en gel 

de poliacrilamida con SOS entre 20 y 30 p.g con el objeto de ver si no exis

ten contaminantes detectables por esta técnica. En caso de no encontrarse te, 

talmente purificada o de haber sufrido degradación, es posible observar por 

debajo de las bandas o( otras bandas, que bién pueden corresporid~ a frag¡reg 

tos de colágena producidos por la acci6n enzimática o bién a alguna impureza 

presente a lo largo d~ la purificación, en cuyo caso se procede a una preci-

pitación con alcohol al 14%. 

La concentraci6n de colágena se calcu16 midiendo el contenido de 

HPro. en al:í.cuotas por el método de Woessner. 

E:LEX:TROFORE.SIS SOS EN GEL DE POLIACRIIAMIDA 

Esta electroforesis se realiz6 segGn la técnica de Laetmli (21) pa 

ra las diferentes incubaciones de las pruebas de actividad tanto colagenol:í.-
1 

tica ccroo gelatinolítica, ya que los productos de degradaci6n tanto de la ~, 

lágena caro de la gelatina tienen un peso m:>lecular menor que la colágena ~ 

tiva, por lo que presentan un patr6n electroforético identificable. 

A todas las muestras de las incubaciones, antes de correrlas en e-

lectroforesis, se les agreg6 sos y glicerina, ambos a una concentraci6n final 

de 10 g/l según la técnica, una gotita de azul de brc:m::>fenol 0.5 g/l ccm::> -

frente y se gelatinizaron en agua hirviendo durante 2 min. 

Se hicieron los cálculos necesarios para que la concentraci6n co -

rrida fuera siercpre la misma y estuviera entre 20 y 30 p.g. La concentraci6n 

de acrilamida utilizada en el gel inferior fue de 7.5% y del gel superior -

fue de 3%. 

La tinci6n y revelado del gel se realiz6 tiñiendo con azul de coo

masie R-250 1 g/l, iretanol, ác. acético, agua (45:10:45) y se destiñeron en 

xretanol, ác. acético, agua ( 25: 8: 65) durante 2 h y después en una proporci6n 
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de (15:8:75) hasta que se destiñeran totalmente (22). 

Se probaron también tinciones con '!CA 50 g/l y azul de cocmasie -

R-250 10 g/l agregándolos en una proporci6n de 30:1 respectivamente (23) ya 

que frecuentemente existe el problema de que las preparaciones se desteñían. 

DEI'ERMINACION DE HIDROXIPROLINA 

Con este procedimiento se pudo cuantificar la concentraci6n de co

lágena, ya que es una de las pocas proteínas que contiene este irninoácido. 

Se detennin6 por el :rcétodo de Stegemann roodificado por Woessner (24) 

Esta método involucra la oxidaci6n de la hidroxiprolina con la cloramina T -

0.05 M, la reacción se detiene con ác.perclórico 3.15 M y se colorea con 

p-dilretil amino benzaldehido al 20% en eter ioonanetílico de etilén glicol. 

Se lee la absorción a 557 nm y se rm.ll.tiplica por un factor de correcci6n el -

cual ha sido calculado a partir de la cantidad de residuos de HPro que hay en 

una rrolécula de colágena y es de 7.46. 

DEIERMINACION DE ACTIVIDAD COLAGENOLITICA 

Se siguió el procedimiento descrito por Pardo y Pérez Tarna.yo (17) -

para detenn:imar la actividad de colagenasa unida a colágena. Se colocaron --

0.2 rol de nruestra de colágena de las extracciones en NaCl 0.15 M = 0.15, NaCl 

0.45 m = 0.45, ác.acético 0.5 M = 0.5 y ác.acético 0.5 M + pepsina = O.Sp que 

previamente se habían disuelto en ác.ac€tico 0.005 M a una concentraci6n de -

2 mg/ml agregruidoles 0.2 rrü. de un anortiguador que contiene Tris HCl 0.1 M, -

cac12 10 nM, NaCl O. 4 M a pH 7. 3, incubando una serie a temperatura ambien

te y otra a 35ºC durante 72 h. De cada una de estas muestras se incuba un -

control con EDl'A a una concentración final de 40 rrM. 
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Esta ;nisma prueba se realizó en presencia de glucosa a una concen

tración de 1 M según la técnica de Terato y Nagai (25) que conserva la colá

gena soluble a esta terrq;:>eratura evitándo la fo:r:maci6n de fibras. 

Estas pruebas se realizaron con el objeto de observar si la colag~ 

nasa que se ha descrito que pennanece unida a la colágena durante el proceso 

de purificación de la misma, se encuentra en los cuatro tipos de extracciones 

secuenciales, ya que este fenáneno se ha descrito solo para colágena extraí

da en ác.acético o en NaCl pero no secuencialmente. 

ACI'IVACION DE LA 00.LAGENASA 

Se ha descrito que el APMA es un activador dela colagenasa latente 

y con el objeto de ver si la colagenasa unida a colágena se encuentra en esta 

do latente caro sugiere Harris (26), se activ6 incubando a una temperatura de 

35ºC. El activador se utilizó a una concentraci6n de 10 mM. 

PRESENCIA DE COLAGENASA 

Con base en lo descrito por Pardo et.al. (27) ia colagenasa unida 

a colágena puede detectarse en electroforesis a pH 8.1 ya que ~a oolágena -

permanece en el origen y corre únicarrente la enzima que migra a cierta dis -

tancia hacia el ánodo. 

ELEX:l'ROFORESIS PH 8 .1 

ra electroforesis en.gel de poliacrilamida a pH 8.1 se realizó se

gtín la técnica de Da.vis (28) y Ornstein (29) tanto en tubo caro en placa. 

Todas las muestras estaban disueltas·en ác.~tico 0.005 M a una -

concentración de 2 m:J /ml. El gel se preparó a una concentración de acrilamida 
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del. 5%. La tinci6n de los geles se llev6 a cabo por la técnica de Blakesley 

(30) que utiliza azul de coanasie G-250 y H2so4 y se destiñe con agua destila 

da. 

ELOCTROFORFSIS BIDIMENSIONAL 

Se siiUi6 la t~cnica de O'Farrell (31) con la salvedad de que el pri 

mer gel que se corrio fue en electroforesis en tubo a pH 8.1 y no por punto -

isoelectrico y luego este se eoloc6 en la parte superior de un gel en placa -

con SOS y se vuelve a correr otra electroforesis. 

PRUEBAS.DE ACI'IVIDAD GELATINOLITICA 

a) Procedimiento de gelatinizaci6n. 

La gelatinizaci6n de las diferentes nru.estras de colágena s~ llev6 a 

caro calen~las a 60ºC durante 15 ro.in., lo cual asegura una desnaturaliza

ci6n carpleta de la colágena. 

b) Tiempos de incubaci6n. 

Para establecer si existia actividad gelatinolítica y detenninar el 

tiempo 6ptino de incubaci6n se incub6 la gelatina de las diferentes extracci~ 

nes a 37ºC pH 7.3 a diferentes tiempos que fueron de 15 rnin, 1 h, 3 h, 6 h, -

12 h, 24 h, 48 h, y 72 h. 

c) Prueba de actividad a diferente pH 

Se realiz6 preparando el arrortiguador de incubaci6n antes descrito 

para la actividad colagenolítica de Tris HCl 0.1 M, cac12 10 rrM y NaCl 0.4 M 

a pH 5. 5 y a pH 7. Para el pH 8. 5 el arrortiguador se prepar6 con Tris O. 2 M, 

glicina 0.4 M, NaCl 0.4 M y cac12 10 rrM. Se incubaron durante 24 h a 37°C. 
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d) Efecto de diferentes inhibid.ores sobre la actividad gelatinol.ítica. 

Esta incubaci6n se llev6 a cabo con diferentes inhibidores de pro

teasas agregándolos a la mezcla de incubaci6n antes de gelatinizarla. 

Los inhibid.ores utilizados fueron PMSF 2 mM, N-EM 10 mM, pCMB 1 mM 

Cis 4 mM y EIJl'A 40 rrM. Estos inhibidores se dividen en tres grupos, aquellos 

que son quelante~ caro el EDl'A y la Cis la cual además reduce enlaces disul

furo, los que bloquean grupos sulfhidrilo caro la N-EM y el pCMB y los que -

.inh.ilJen proteasas con un residuo serina en su sitio acti-VO caro el PMSF. 

Se incub6 también a 37°C durante 24 h. 
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RESULTADOS 

1.- OBTENCION 'IOI'AL DE COLAGENA 

A partir de 12 pieles de cobayo, a las cuales se les extrajo la co

lágena en soluci6n salina y en soluci6n ácida secuencialmente, el rendimiento 

de col~gena total obtenido para cada una de las extracciones es de 0.1342 g -

en NaCl 0.15 M, 0.5381 gen NaCl 0.45 M, 3.7963 gen ác.acético 0.5 M y 4.21 g 

en ác.acético 0.5 M + pepsina. 

2 .- M:>VILIDAD EN ~FORESIS 

El patr6n de bandas que se obtiene muestra dos ccmponentes con dis

tintas roovilidades que corresponden a las cadenas o( , además hay otras ban

das con menor rcovilidad que corresponden a dímeros que son asociaciones de e~ 

denas o< , denaninadas f.J y también se presenta un canponente que por lo gen~ 

ral entra muy poco al gel que se denanina ~ . 

El patr6n electroforético que se observa en la figura 1 correspon

de al. patr6n no:rma.1 de las colágenas • 

Todas las preparaciones roostraron una pureza aceptable ya que no se 

presentaron bandas por debajo de las cadenas o< • 
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Fig. 1 
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Patr6n electroforético de la colágena de las diferentes extraccio
nes, nostrando la distribuci6n de las cadenas o< , (3 y 'l5' 
A - extracci6n en NaCl O .15 M 
B- extracci6n en NaCl 0.45 M 
C - extracci6n en ác.acético 0.5 M 
D - extracci6n en ác.acético 0.5 M + pepsina 

3. - ACI'IVIDAD COIAGE1'JOLITICA 

Ia actividad colagenolítica se present6 en las colágenas extraídas 

en NaCl 0.15 M y 0.45 M y en la de ác.acético 0.5 M incubadas a 35°C. A ten-

peratura ambiente solo se presento actividad en la extracci6n de Nacl 0.45 M 

siendo esta actividad inhibida en todos los casos por EOrA 40 nM. 

En la extracci6n con ác.ac~tioo 0.5 M + pepsina no se presentó acti 

vidad oolagenolítica (fig.2). 

La actividad presente en las extracciones se ejemplifica en la fi -

gura 3 con la extracci6n en ác.acétioo 0.5 M tanto a 35ºC ccm::> a terrperatura 

ambiente. En las extracciones de NaCl se observa básicamente lo mism:> aunque 

no se nruestran las fotografías. 
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Fig. 2 Electroforesis SDS en gel 
de poliacrilamida de la co 
lágena extraída en ác.acé
tico 0.5 M. 1) sin incu -
bar 2) sin inhibidor a -
35ºC 3) con EIJl'A a 35°C 
4) sin inh. a tarp. amb. 
5) con EDTA a temp. amb. 

Fig. 3 Electroforesis ·SOS en gel 
de poliacrilamida de la -
colágena extraída en ác.
acético 0.5 M + pepsina -
incubada 72 h a 35°C 
1) con EOl'.A 2) sin inh. 

I.Ds resultados obtenidos por electroforesis de la actividad colage-

nolítica se resumen en la tabla III donde la actividad se representa (+) y la 

no actividad cerro (-) • 

35ºC temp. ambiente 

S/ inh. IDI'A S/ inh EDTA 

0.15 + - - -
NaCl 

0.45 + - + -
+ - - -ácido 0.5 

·a~ico 

O.Sp - - - -

Tabla III Resultados de la actividad colagenolítica de las diferentes extrae 
ciones incubadas 72 ha 35ºC y a temp. amb. Actividad (+) No acti 
vidad (-). 
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Las pruebas realizadas inicial.mente con glucosa no fueron satisfaE_ 

torias ya que no se observ6 actividad, por lo que todas las incubaciones pos

teriores se realizardn sin ella. 

4.- ACI'IVACION DE LA COLAGENASA 

En las pruebas realizadas con el AFMA 10 mM no se observ6 un incre

mento aparente de la actividad por el método electroforético, aunque hay que 

considerar que este método no es cuantitativo. 

5.- EJ:..E):TROFORFSIS A PH 8.1 

En las electroforesis de las distintas colágenas realizadas a pH 8.1 

se observa la presencia de una banda semejante a la descrita cano colagenasa 

por Pardo et.al. (17). Esta banda se presenta en las colágenas extraídas en -

Nacl 0.15 M y 0.45 M y en la extraída con ác.acético 0.5 M, mientras que en -

la extraída con ác.acético 0.5 M + pepsina no se puede apreciar esta banda. La 

diferencia entre ellas es que en las extracciones con Nacl esta banda es más -

gruesa e intensa, en la extracci6n con ác, acético apenas se distingue. 

Estas mismas electroforesis efectuadas en placa nostraron que en lu 

gar de una sola banda se observan dos bandas en las extracciones de NaCl cano 

se puede ver en la figura 4. 

6.- ELEx:::TOOFORFSIS BIDIMENSIONAL 

Esta electroforesis se ef ectu6 con el fin de ver la posici6n de la 

banda de la electroforesis a pH 8.1 en la electroforesis SDS y tratar de ex -

plicar los diferentes resultados que se obtuvieron en la electroforesis a pH 
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8.1 dado que en tubo se obtiene una sol.a banda y en placa se obtienen dos. 

Corriendo los geles de tubo de una sola banda en la electroforesis 

bidimencional, no fue posilile identificar nada en relaci6n a la colagenasa, -

lo único que se logr6 identificar es lo que queda en la parte superior del -

gel a pH 8 .1 que es la colágena, presentando el patr6n no:rnal de ésta. 

• ·~. , ·1\l'tirr ·~/· ·~· ·· 
'•;"~~ . 

Fig. 4 Electroforesis en gel de 
poliacrilamida a pH 8.1 
l)extracci6n en NaCl O.lSM 
2)extracci6n en NaCl 0.45M 
3)extracci6n en ác.ac.0.5M 
4)extracci6n en ác.ac.O.SM 

+pepsina 

7.- ACI'IVIDAD GELATINOLITI~ 

Se encontr6 que esta actividad se hace aparente a partir de las 6 h 

de incubación increrne..11tándose el núrrero de bandas confonna la incubaci6n lle

va ~s tiempo. 

El tiempo 6ptim:> de incubaci6n fue de 24 h, ya que a tiempos mayores 
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la diferencia en el ntlrrero e intensidad de las bandas de degradaci6n es 'mini 

rna. 

Esta prueba se realiz6 con todas las extracciones obteniendose el 

misno resultado, ~l cual se ejemplifica en la figura 5 con la gelatina de la 

extracci6n en NaCl O .15 M. 

Fig. 5 

·'10·. 
j 
¡ 

Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex 
tracci6n con NaCl 0.15 M incubada a diferentes tiempos. 1) gelati 
na sin incubar 2) 3 h 3 y 4) 6 h 5 y 6) 12 h 7 y 8) 24 h -
9 y 10) 48 h 11 y 12) 72 h. A 37°C pH 7.3 

Los resultados obtenidos a los diferentes pH así cano con los dif~ 

rentes inhibidores se presentarán más adelante en fo:rma conjunta para todas 

las extracciones. 

Los resultados obtenidos a pH 5.5 nos indican que para la gelatina 

de la colágena de la extracci6n en NaCl 0.15 M se presenta una clara activi -

dad gelatinolítica (fig.6) la cual es parcialmente inhibida por EDI'A si se to 
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roa en cuenta en relaci6n a la actividad observada sin inhibidor donde se pre-

sentan mayor nGmero de bandas, también se observa que hay una disminuci6n en 

la intensidad de las bandas correspondientes a los dímeros ~ con respecto 

al control, o sea, la gelatina sin incubar, las cuales se recuperan en pres~ 

cia de pCMB, esto quiere decir que hay .inhibici6n parcial de la actibidad en -

presencia de este inhibidor aún cuando se presenten algunas bandas por debajo 

de las cadenas o< . 

Fig. 6 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SOS de la gelatina de 
la extracción en NaCl 0.15 M incubada 24 ha pH 5.5 con diferentes 
inhibidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina mcubada sin in 
hibidor. Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) Cis 
5) pCMB 6) N-EM 7) PMSF 

En el caso de la gelatina de la extracción en NaCl O. 45 M se puede 

observar en la figura 7 que existe inhibición total de la actividad al incubar 

se en presencia de pCMB. Con cisteína se observa una disminución de la inten-

sidad de las bandas que corresponden a la gelatina no degradada, sugiriendo -
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que se ha degradado la gelatina aún cuando no se observen bandas por debajo 

de las cadenas o< , debido a que la concentraci6n aplicada de las muestras 

en la electroforesis es la misma en todas. 

Fig. 7 

~:áí p,JJl,f 
q ....... 

Electroforesis SOS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex 
tracci6n en NaCl 0.45 M incubada 24 h a pH 5.5 con diferentes inhi= 
bidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhi-
bidor Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 
5) N-El-1 6) pCMB 7) Cis 

La gelatina de la extracci6n en ác.acético 0.5 M caro se muestra en 

la figura 8,tarnbién present6 inhibición de la actividad gelatinolítica por --

pCMB y con la cisteína se presenta el mismo fen6meno observado anterionnente 

en la gelatina de la extracción en NaCl O. 45 M. 

La gelatina de la extracci6n en ác,acético 0.5 M + pepsina tiene -

gran actividad gelatinolítica a pH 5.5, la cual es inhibida por EDTA y pCMB. 

con la cisterna tal parece que la actividad aumenta ya que las bandas de alto 

23 



peso m:::>lecular desaparecen, cano se puede ver en la figura 9. 

Los resultados observados en las electroforesis de las gelatinas de 

las diferentes extracciones se resurten en la tabla IV en la cual la actividad 

visible camo bandas de degradaci6n se clasific6 de dos maneras : intensa, a -

la cual nos referirnos caro ++ y menos intensa +. La inhibici6n parcial se re-

presenta caro + - y la inhibici6n total como 

Fig. 8 Electroforesis SDS en gel de poliacrilarnida de la gelatina de la ex 
tracci6n en ác.acético o.s·M incubada 24 ha pHS.5 con diferentes -
inhibidores. 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin -
inhibidor Gelatina incubada en presencia de : 3) EIJI'A 4) PMSF 
5) N-EM 6) "fl0'1B 7) Cis , 
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Fig. 9 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la ex 

tracci6n en ác. acético 0.5 M + pepsina incubada 24 h a pH 5.5 
1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhiliidor Gela 
tina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM 6)pCM3 
7) Cis 

S/ inh. EDTA PMSF N-EM pCMB Cis 

0.15 ++ +- ++ + + - ++ 
NaCl 

0.45 + + + + - + 

ácido 0.5 + + + + - + 
acét. 

0.5p ++ +- ++ ++ - ++ 

Tabla IV Resumen de los resultados de la incubaci6n a pH 5.5 de las gelati
nas de las diferentes extracciones con los distintos inhibidores. 
Actividad intensa (++) menos intensa (+) inhibición parcial (+ -) 
inhibici6n total (-) 
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En los resultados obtenidos en las gelatinas de las diferentes ex

tracciones incubadas a pH 7 durante 24 h a 37°C con los distintos inhibido -

res se ve que en la gelatina de la extracci6n en NaCl 0.15 M (fig.10) en la 

de la extracción en NaCl 0.45 M (fig.11) y la de ác.ac€tico 0.5 M (fig.12) 

presentan actibidad gelatinolítica, no inhibible por ninguno de los inhibido-

res utilizados. 

La gelatina de la extracci6n en ác.acético 0.5 M + pepsina (fig.13) 

tambi€n presenta actividad a este pH inhibible por EDTA y pCMB. 
~ 

IDs resultados observados en las electroforesis de las gelatinas 

de las diferentes extracciones incubadas a pH 7 se resumen en la tabla III -

donde la actividad se representa caro + y la inhibici6n can:> - • 

;w~·•·1rz 
' - s.·~ ::··.,;;,--:--; 

l"1',·~,•:,;,,·,;,:,r,1,;:·w 
't "; ~·-_.,. _.. • ' ~ • - • 

111~,,i~f i 
-, i'~;,>:·:i ":_-,,·;-·s>:::.'! · 

· Fig. 10 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en NaCl 0.15 M incubada a pH 7 durante 24 ha 37ºC. 
1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor 
Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) N-EM 5) pCMB 
6) Cis 7) PMSF 
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Fig. 11 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en NaCl 0.45 M incubada 24 h a 37ºC a pH 7 1) Gelati 
na sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor Gelatina -
incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM 6) pCMB 
7) Cis 

Fig. 12 Electroforesis SOS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en ác.acético 0.5 M incubada 24 ha 37ºC a pH 7 l)Ge 
latina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor Gelati::' 
na incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 5) N-EM 
6) pCMB 7) Cis 

. 27 



Fig. 13 Electroforesj_s SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracción en ác.acético 0.5 M + pepsina incubada 24 h a 37 ºC a 
pH 7 1) Gelatina incubada sin inhibidor 2) Gelatina incubada 
con ED'l'A 3) Gelatina sin incubar Gelatina incubada en presen 
cia de : 4) Cis 5) pCMB 6) N-EM 7) PMSF -

S/ inh. EDTA PMSF N-EM pCMB Cis 

0.15 + + + + + + 
NaCl 

0.45 + + + + + + 

ác. 0.5 + + + + + + 
acét. 

0.5p + - + + - + 

Tabla V Resumen de los resultados de la incubaci6n a pH 7 de las gelatinas 
~ todas las extracciones con los diferentes inhibidores. 
Actividad (+) no actividad (-) 
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En los resultados obtenidos en la incubaci6n de las gelatinas de 

las diferentes extacciones a pH. 8.5 durante 24 h a 37°C con los distintos -

inhibidores, se observa la existencia de actividad gelatinolítica en todas 

las extracciones a este pH no inhibible, en ningún caso, por los inhibidores 

utilizados (figuras 14, 15, 16, 17). 

En la tabla VI se resumen los resultados de la incubaci6n de las 

gelatinas de las diferentes extracciones a pH 8.5 donde la actividad se re-
1 

presenta cano + . 

Fig. 14 Electroforesis SDS en gel de :EXJliacrilarnida de la gelatina de la 
extracci6n en NaCl 0.15 M incubada a pH 8.5 durante 24 h a 37ºC 
1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibidor 
Gelatina incubada en presencia de : 3) EIJI'A 4) PMSF 5) N-EM 
6) pCMB 7) Cis 
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Fig. 15 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en NaCl 0.45 M incubada a pH 8.5 durante 24 h a 37ºC 
1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina iricubada sin inhibidor 
Gelatina incubada en presencia de : 3) EIJI'A 4) PMSF 5) N-EM 
6) pCMB 7) Cis 

Fig. 16 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en ác.ac~tico O. 5 M incubada a pH 8. 5 durante 24 h a -
37°C 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada sin inhibi
dor Gelatina incubada en presencia de : 3) EDTA 4) PMSF 
5) N-EM 6) pCMB 7) Cis 
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Fig. 17 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida de la gelatina de la 
extracci6n en ác.acético 0.5 M + pepsina incubada a pH 8.5 duran
te 24 h a 37°C 1) Gelatina sin incubar 2) Gelatina incubada 
sin inhibidor Gelatina incubada en presencia de : 3) ~ 
4) PMSF 5) N-EM 6) f0-18 7) Cis 

S/inh. EDTA PMSF N-EM pCMB Cis 

Nacl 0.15 + + + + + + 

0.45 + + + + + + 

ácido 0.5 + + + + + + 
acético O.Sp + + + + + + 

Tabla VI Resumen de los resultados de la incubaci6n a pH 8.5 de las gelati 
nas de todas las extracciones con los diferentes inhibidors. -
Actividad (+) 
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DISCUSION 

El rendimiento obtenido en la extracci6n secuencial y purificación 

de las colágenas, nos indica que la colágena que se extrae en soluci6n sali

na, que es la que no está unida a fjJ:>ras por enlaces covalentes interrcolecu

lares, o sea, la colágena recientemente sintetizada, es muy poca en relación 

a la extraída en ácido ac€tico, observándose que la mayor cantidad obtenida 

es cuando se extrae con pepsina ya que ~sta es capaz de degradar los enlaces 

covalentes que se encuentran en los extrerros de la m::>lécula de colágena, lo

gr~se así una mayor solubilizaci6n (19). 

Por medio de la electroforesis con SDS se pudo saber que la colág~ 

na extraída estaba purificada puesto que no se observan bandas por debajo de 

las o( ,gracias a esto se pudieron efectuar los experimentos con la seguri -

.dad de que los datos obtenidos en la actividad colagenolítica se deben al e

fecto de una colagenasa que se mantuvo unida a la colágena a través del pro

ceso de purificaci6n, además nedi.ante la electroforesis a pH 8.1 se pudo de

m::>strar la presencia de la colagenasa en todas las extracciones excepto en -

la de ácido ac~tico + pepsina, observándose que la banda correspondiente a -

la colagenasa se encontraba. en las extracciones que presentaban actividad co 

lagenolítica. 

La colagenasa se encuentra pegada tanto a la colágena recientemen

te sintetizada que se extrae en solución salina, ceno en la colágena extraí

da en ácido aootico. Era de esperarse que en la colágena extraída con NaCl -

0.15 M se presentara mayor actividad colagenolítica, ya que se reporta que 

probablemente en la colágena recientemente sintetizada se encuentre mayor -

cantidad de enzima por el recambio metabSlico que se efectúa en ella, sin ~ 

bargo solo la Colágena extraída en NaCl 0.45 M presenta actividad colagenolí 

tica tanto a 35ºC caro a temperatura ambiente, por lo que debido a esto tal -
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vez sea esta fracci6n donde hay mayor concentraci6n de enzima además de que 

a altas concentraciones salinas se extrae más facillrente la enz:inla. En la -

colágena extraída con pepsina no se logró observar actividad. Pardo et.al. -

(27) repurtan que con pepsina han logrado purificar de colagenasa a la colá 

gena, encontrando que la colagenasa es suceptible a la pepsina ( 32) , tal vez 

a esto se debe la ausencia tanto de la banda en la electroforesis a pH 8.1 -

caro a su corresp:::mdiente actividad. 

La aparici6n de una doble banda en la electroforesis en placa a pH 

8.1 en las extracciones de NaCl se puede deber a un contaminante del sistema 

empleado, ya que Soto (32) habiendo utilizado el misroc> sistema reporta que -

en geles corridos sin proteína aparecía una banda que migraba muy cerca al -

frente del anortiguador, por delante de la banda correspondiente a la colage 

nasa, sin haber podido identificar de donde provenía este contarnmante. 

Con el activador de colagenasa, el AFMA, aparenterrente no se obser 

va mayor degradaci6n con el método electroforético, lo cual sugeriría que es 

ta colagenasa no es activable, no existiendo caro colagenasa latente por la 

presencia de un inhibidor. 

En las incubaciones que se realizaron con glucosa, para evital la 

fonnaci6n de fibras, se observ6 menor actividad, por lo que todas las prue

bas se realizaron sin ella, debido también a que se ha reportado que la glu

cosa inhibe colagenasa (33). 

Mediante la incubaci6n de la gelatina a diferentes tiempos se pudo 

derostrar la presencia de una actividad proteolítica que se encuentra unida 

a la colágena "purificada" por métodos estaridar. Esta proteasa o proteasas se 

escuentran presentes en todas las extracciones, donde la magnitud de su acti 

vidad guarda una relación con el tiempo de incubaci6n. Los productos de degr~ 

daci6n son diferentes en cada extracci6n, caro se puede observar el las 
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electroforesis de cada una de ellas. 

Con las incubaciones a diferente pH y con los distintos inh.ibidores 

se trat6 de caracterizar parcialrrente las propiedades de esta gelatinasa (s), 

encontra.ndose que existe una proteasa cuya actividad depende de grupos sulf

hidrilo, ya que es inh.ib.ible por pCMB a pH ácido, el cual parece ser el pH 

6ptino al cual actúa esta enzima por lo que tal vez sea una proteasa ácida 

del tipo de la catepsina B (35). 

El N-EM también inhibe a proteasas dependientes de ~ sulfhi -

drilo caro el p(:Ms, sin embargo no se observa inhibici6n con este cx::mpuesto. 

En estos experimentos solo se utiliz6 una concentraci6n de los inhibidores, 

tal vez si se aunentara la concentraci6n de N-EM se observaría inhibici6n de 

la actividad gelatinolítica, aunque en el caso de que se trate de una catep

sina, caro se propone, no se ha reportado que estas enzimas sean inhibidas 

por N-EM (35,36). 

Hartley (34) ha propuesto la clasificaci6n de enzimas proteolíticas 

caro proteasas dependientes de serina, dependientes de un grupo tiol,ácidas y 

netálicas. El grupo dependiente de serina incluye enzimas ccm:> quinotripsina 

tripsina, elastasa y plasmina cuyo sitio activo contiene un residuo serina 

que reacciona con canpuestos organofosf6ricos y no son suceptibles a la inhi:_ 

bici6n por EDTA. Las proteasas dependientes de un grupo tiol caro la papaína 

y la catepsina B, pueden ser estabilizadas y activadas por agentes reductores 

y metaloquelantes y son particulannente sensibles tanto a la oxidaci6n ccm::> 

a los rretales pesados. Las proteasas ácidas incluyen entre otras a la pepsina 

que tiene su actividad 6ptima a pH menor de 6. 

Hay varios reportes (35, 36, 37, 38, 39) acerca de la degradaci6n 

tanto de gelatina ccm::> de colágena, bajo condiciones de pH ácido, por prepa

raciones enz.ináticá.s crudas lisosomales de hígado de rata. Se ha propuesto -
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que la res¡xmsable de la degradaci6n de la colágena bajo estas condiciones 

es la catepsina D (36,37) y de la gelatina la catepsina B (35, 36). Sin emba:!. 

go Scott reporta que la catepsina D tiene acci6n limitada sobre gelatina (38). 

Estas enziroa.s poseen un qrupo tiol esencial para su actividad, por lo que son 

inhibidas por compuestos mercúricos caro el pCMB (38,40) y por agentes alqui

lantes (35) y es activada por EDTA y cisteína (40). El pH al cual actuan va -

ría de 3 a 6 (35, 36, 40) dependiendo del sustrato (36). 

Las catepsinas son enzimas que se encuentran en los lisosanas por lo 

que es poco probable que se encuentre unida a la colágena extracelulannente, 

sin embargo durante el proceso de extracci6n y purif icaci6n es posible que ha 

ya ranp:imiento de células y la catepsina así lil>re se pueda pegar a la coláge 

na de tal manera que permanezca unida a ella a tavés de la purificaci6n. 

En la degradaci6n de la regi6n helicoidal de la colágena bajo con

diciones f isiol6gicas el rrecanisrn::> :importante es la acción de colagenasa es

pecíficas en la matríz extracelular, después de eso la degradaci6n se lleva 

a cabo en las células mediante la catepsina B. Ambas enzimas tienen propieda 

des diferentes; la colagenasa es más activa a pH 7 - 8, requiere de ca++, mi 

entras que la catepsirna B es más activa a pH 3 - 5 y es inestable a pH mayor 

de 7 (40). 

Les resultados obtenidos a pH 8.5 muestran que también hay activi

dad gelatinolítida.no inhibible por los inhibidores utilizados. En caso de -

que se tratase de la misma enzima que actua a pH 5.5 o de la que present6 ª.2. 

tividad a pH 7 y que actu6 también a pH 8.5 se esperaría que al manos los -

productos de degradaci6n fueran iguales en todos los casos, pero el resulta

do no es así, ya que son productos diferentes los obtenidos a los diferentes 

pH así caco los de cada extracci6n, por lo que pueden existir dos hip6tesis -

para explicarlo. Una es que se deba al efecto del pH sobre la enzima o que -
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se trate de una enzima diferente a las catepsinas y que actua a pH alcalino. 

Parece ser más bién una enzima que actua a pH alcalino pero no puede ser ca

racterizada debido a que no present6 inhibici6n con los inhibidores utiliza-

dos, no pudiendo averiguar de que tipo de enzima se trata. 

A pH 7 los resultados indican que tarnbi€n hay actividad gelatinolí 

tica en todas las extracciones. Esta actividad es mucho m:mor que a pH 5.5 y 

8.5 y no es inhibible por los inhibidores utilizados excepto en el caso de -
t 

la extracción en ác.acético + pepsina cuya actividad es inhibible a este pH 

por EDTA y.pCMB. Esta actividad se aserneja a la de una proteasa neutra ais-

lada por Harris (40) de cultivos primarios de n6d.ulos reumat6ides subcutmleos 

la cual es inhibida por quelantes y suero, al igual que una gelatinasa aisla

da de piel humana por Seltzer (41), la cual es inhibida por EDTA. y mrA y su 

pH 6ptino está entre 7 y 7.5, dicha gelatinasa se asemeja a la de sinovia -

reumatoide y a la de leucocitos humanos en términos de tamaño aparente, es-

pecificidad por el sustrato y suceptibilidad a inhibidores. 

Sellers et.al.(43) también aislaron una proteasa neutra cuya acti

vidad fue separada cranatográficamente de la colagenasa, dicha proteasa es 

inhibida por 1-10 Fenantrolina y EDI'A. 

Las proteasas neutras anteriormente rrencionadas son inactivas a 

pH menor de 5 (41, 42). 

Las proteasas gelatinolíticas han sido extraídas de varias fuentes 

Ceno la fracci6n granular de leucocitos (12, 42, 44) piel humana harogenada 

libre de suero (41) de hueso (45) y de cultivo de cápsula sinovial reumatoi-

de (40). 

Debido a esto y sobre todo a los resultados obtenidos, creeros que 

no es solo la colagenasa y la catepsina B las enzimas que se extraen unidas 

a la col~gena, . sin6 que existen una serie de proteasas, las cuales no pudie-
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ron ser caracterizadas, pero por electroforesis se ve que tienen actividad 

gelatinolitica y que se extraen unidas a colágena, cuya actividad se obti~ 

ne tanto a pH 7 caro a pH 8.5 y no son inhibibles por los inhibidores uti

lizados. 

caro ya se mencion6 anteriorrrente las enzimas que poseen un gru

po tiol son inhibidas por pCMB y son activadas por EDTA, los resultados 

aqu! obtenidos nn.iestran que la actividad inhibible por pCMB no parece ser 

activable por IDI'A, sin embargo es interesante hacer notar dos cosas, una 

es que cuando el IDl'A se agrega después de la gelatinizaci6n activa la de

gradación, no así, si este se agrega antes de gelatinizar, obteniendose 

una inhibición parcial de la actividad; y la otra es que con la cisteína -

se observa una mayor degradaci6n en las gelatinas de las extracciones incu 

badas a pH 5.5 y en las de NaCl incubadas a pH 7. 

caro venos, atln cuando rrediante los procesos de purificaci6n y 

por electroforesis creercos tener un sustrato puro, venos que no es así, ya 

que por incubaciones a diferentes pH se pudo dercostrar la presencia de en

zimas 1.IDidas a ese sustrato. Confinna.ndose así la hipótesis planteada so -

bre la existencia de proteasas gelatinolíticas que se extraen unidas a la 

colágena en extracciones tanto salinas caro ácidas y se encuentran presen -

tes en todas ellas. 

37 



BIBLICGRAFIA 

1.- Trelstad, R.L. 1981. Mundo Cient!fico. 1 (3). 289-293. 

2.- Gay, S., Miller, E.J. 1978. Collagen in the Physiology and Pathology of 
Connective Tissue. Gustav Verlag. Stuttgart. 

3.- Ramachandran, A.H., Ramakrishnan, C. 1976. in Biochemistry of Collagen. 
(Ramachandran, A.H. Reddi eds.)~45-84. 

4.- Gadek, J.E. et.al. 1980. Biochern. Bioph. Res. Corrm. 95:4 1815-1822. 

5.- Vaes, G. 1980. Cellular Secretion and Tissue Break.down. Agents and Action. 

10:6 BirkhMuser Verlag. Basel. 

6.- Gross, J. 1976. in Bioch.emistry of Collagen. (Rarnachandran, A.H. Red.di -
eds) 275-315. 

7.- Eisen, A. et.al. 1973. Biochemistry. 12:9 1814-1822. 

8.- Gross, J. et.al. 1980. in Collagenase in Normal and Pathological Connecti 
ve Tissues. (Wcx:>lley, D.E. Evanson, J.M. eds.) : 11-35 -
John Wiley & Sons Ltd. 

9.- Harris, E.D., Krane, S.M. 1974 • .Medical Progress. 291:12 Sep. 

10.- .Murphy, G. et.al. 1980. Biochern. J. 192. 517-525. 

11.- Welgus, H.G. et.al. 1979 J. Biol. Chem. 254-293. 

12.- Harper, E. et.al. 1971. Biochemistry. 10. 3035-3041. 

13.- Eisen, A. et.al. 1971. Proc. Nalt. Acad. Sci. USA. 68:248. 

14.- .Murphy, G. Sellers, A. 1980. in Collagenase in Nonnal and.Patholoqical -
Connective Tissues. (WX>lley, D. Evanson, J .M.eds.) 
: 66-81 

\ 

15.- M:>ntfort, r., Pérez T. R. 1975. J. Histochem. Cytochem. 23:910. 

16.- Woolley, D. et.al. 1980. in Collagenase in Nonnal and Pathological Connec 
tive Tissues. (Woolley ,D. Evanson,J .M.eds.) : 105-1257 

17.- Pardo, A., Pérez T.R. 1975. Biochem. Bioph. Acta. 392. 121-130. 

18.- Me Croskery, P. et.al. 1973. Science. 180. 70-71. 

19.- Miller, E. Rhodes, K. 1982. in Methods in Enzynology. (Sidney Colowick & -
Nathan o. Kaplan eds. ) vol. 82 • 3 3-64. 

38 



20.- Gross,J. 1958. J. Exp. Med. 107:247. 

21.- Laercmli, U.K. 1970. Nature. DJndon. 227. 680-685. 

22.- Tanaka, Sh. et.al. 1981. Collagen Rel. Res. l. 237-246. 

23.- .Maizel, J.V. 1969. in Fundanental Techniques in Virology. (Habel.K. Salt
man,N.P.eds) Academic Press. N.Y. 334-362. 

24.- Woessner, J.F. 1961. Arch. of Biochem. and Bioph. 93. 440-447. 

25.- Terato, K., Nagai, Y. 1976.Biochem. Bioph. Acta. 445. 753-762. 

26.- Harris, E., Vater, C. 1980. in Collagenases in Normal and Pathological Co 
nnective Tissues. (Woolley,E. Evanson,J. eds.) : 37 

-63 

27.- Pardo, A. et.al. 1980. Conn. Tis. Res. 7. 253-261. 

28.- Davis, B.J. 1964. Ann. N.Y. Acad. Sci. 121-404. 

29.- Ornstein, L. 1964. Ann. N.Y. Acad. Sci. 121-321. 

30.- Blakesley, R. Boezi, J. 1977. Analytical Biochemistry. 82. 580-582. 

31.- O'Farrell, P.H. 1975. J. Biol. Chem. 250. 4007-4021. 

32.- Soto, H. 1977. Tesis Profesional. Facultad de Química. UNAM. 

33.- Ishikawa, T., Ninmi, M.E. 1979. Anal. Biochem. 136-143. 

34.- Hartley, B.S. 1960. Anal Rev. Biochem. 9:45. 

35.- Etherington, D.J., Evans, P.J. 1977. Acta Biol. Med. Ge:rm. Band 36 Seite 
1555-1563. 

36.- Burleigh, M. et.al. 1974. Biochern. J. 1937. 387-398. 

37.- Scott, P., Pearson, H. 1978. Febs. Letters 88:1 41-45. 

38.- Scott, P., Pearson, H. 1981. Eur. J. Biochem. 114. 59-62. 

39.- Ohlsson, K.,Olsson, I. 1973. Eur. J. Biochem. 36. 473-481. 

40.- Harris, E.D., Krane, S.M. 1972. Biochem. Bioph. Acta. 258. 566-576. 

41.- Seltzer, L. et.al. 1981. J of Biological Chem. 2:9 4662-4668. 

42.- Sopata, I., Dancewicz, A. 1974. Biochem. Bioph. Acta. 370. 510-523. 

43.- Sellers, A. et.al. 1978. Biochem. J. 171. 493-496. 

44.- Kobayash:i:, s.·, Nagai, Y. 1978. J. Biochern. 84. 559-567. 

39 



45.- Malemud, c. et.al. 1981. Biochem. Bioph. Acta. 657. 517-529. 

40 


	Portada
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



