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los suefios, y nuesstra insignificante vida de suelios
estd cercada®,

W. Shakespeare, LA TEWPESTAD.



AGRADECIMIENTOS .

Agradezco a Annie, Alfonso y Ricardo que siem-
pre estdn dispuestos a escuchar, cooperar y ayudar.

A los Doctores Annic Parde, Alfonsge Torrs Blon-
co, Yvenne Rosenstein, Gerardo Vdegues Win, Jorze Drevius,

sergio Sdnchez Armase y Carlos Ardmburo per sus valicsos Gone

sejos durante la revisidn del manuecrito,
Al Biot de la Facultad de Clencias y a

Laboratorio de Biglagia Molecular por las facilidades presis-

o

as durante la realizacidn de este trabaje.



CONTENIDO

INTRODUCCION
- Algunas generalidades sobre la coldgena
-~ Bicsintesis de coldgena
- Degradacidn de coldgena
~ El granulomz de¢ carragenina

Antecedentes

i

- Planteamisnto del problema

~ Objetivos

MATERIAL Y METODOS
(A) Obtencidn de granulomes
{(B) Determinacidn del peso seco
(C) Determinacidn del contenido de coldgena
(b) Determinacidn de biosinbtesis de coldgena

(E) Determinacidn de actividad colagenolitica

RESULTADOS
{A) Peso de los granulomas
{B) Contenido de coldgena
{C) Biosintesis de coldgena

(p) Actividad colagenolitica

DILCUSTION
CONCLUSTIONES

REFERENCIAS

-]
-y
25w

37w
-3
«3Gm
—f2u



INTRODUCCION

El componente mds abundante del tejido conjun-
tivo es la coldgena gue representa el 25% del total de pro-
teina que contiene un manmifero adulto. Ia matriz extracelu-
lar formzda principalmente por coldgena y proieoglicancs con-
fiere a egte tejido sue propiedades caracteristicas de regise
tencia, sostén y capacidad de transmitir fuerzap mecdnices.
Bl término gendrico de coldgzena engloba a varios "tipos" dis-
tintos de moléculas, que son itrimeros provenientes de difergg
tes productos genéticos.

A pesar de que la molécula de coldgena posee
una estructura sumamente estable, se ha demostrado gue presen
ta un recambio metabdlico, ¥y que los organismos normales tie-
nen la informacidn necesaria para regular el contenido v dise"
tribucidn de coldgena en sus propizs estructuras de sosotén,

Iz pérdida irreversible de los mecanismos Tes.
ponsables de esta fina regulacidn podria ser la causa de mu-
chas enfermedades {1): Exsisten gran ndmero de condiciones
fisiopatoldgicas en donde ocurren aliecraciones en los tejidos
como resuliado de una aparente falita de coordinacidn entre la
gintesis v degradacidn de la coldgena, '

En las respuestas fivroproliferativas, hay una

acumulacidn excesiva de coldgena en el tejido sfsciado, Como
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ejempio tenencs atuellos Drocesscs aud en .08 Vaso s BANZULTIENE
pueﬁen ocasionar el depdsito de placas fibrosas congcidas Co-
mo lesiones artereoesclerdticas. En los drganos parenguima-
tosos estos procescs pucden conducir a la destruccidn de la

Crdida de 1a funcionalidad del drganc,
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arguitectura normal y pe
comc ¢s el caso de la cirrosis hepdtica {1,2,3). ¥n el otro
extremo tendriamos cuadros gque involucran ls destruccidn del
tejido; como los procesos inflamatorios agudos en donde el e
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Ia diversidad en las propiedades fisioldgicas
v mecdnicas de los distintos fipos de teiido conjuntivo, se
puede explicar en parte por 1la hetercgeneidad en las macromo-

1éculae que los constituyen; éstas son principalmente coldge-

nas, protecglicanos vy glicoproteinas. Ias distindas combinge-

ILag colégenas tipo I, IT y 111 denominadas

tres cadensas o ge disponen uns alredsedor de otra forman
una moléeula de estructura tyiple heliceidal de 300 nm de lar
g0 v 1.5 mm de ancho, 12 egiructura primaris de las cadenas

Ol presents una glicina en cada tercera posicidn vy un alte

»

contenido de prolina e hidvoxiproline (ver figura
tructura ciclica de 1z prolina e hidrvoxiprolina y la nequefien
e la glicina, Taverecen la conformacidn helico

1éculo; en tanto que el grupo hidroxilo de la hidroxiprolina
permite el establecimiento de puentes de hidrdgeno enire las

»

cadenas o que forman la triple hélxcee Tstos atributos ho-
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« Gly = Pro - Ala - (1 - Lrg = Gly - Leu = Hyp = Gly «
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PIGURPA 1

2) Representacidn esguemdtica de una moldéculs de coldpena.

z
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a5 tres cadenas o« seé encueniran una aclrededsr de oirz
formando una triple hélice., Tn la cadena o¢ cads bercer
regiduo esg glicina (representadz en obscuro),

¢) Secuencia de aminodcidos de la cadena o&l(l) de pollo.
Se encueniran reprecentados los regiduos 4 a 13,

() y b) tomados de (7), ¢} tomade de (10))



ia hidroxilisina establece uniones covalentes con carbohidra-
tos v éstos a su vez permiten la unidn entre distintas melecu
las para formar una fibra (4,5).

Fn la coldgenz tipo I, la mds abundante de to-
das hay dos cadenas ~1(I) v una o<2(I); en las coldgenas %i-
pos II v III las tres cadenas son idénticas (ver figura 2),
Existen otras coldgenas no intersticiales en membranas basa
les v en otros tejidos., T2 coldzena tipo IV es una prc%eina
colagénica proveniente de membranas basales, rica en hidroxi-
lisina e hidroxiprolina. BEsta difiere de las coldgenas inters
ticiales en su susceptibilidad a la pepsina y en su inhabili-
dad para formar fibras. 14 coldgena tipo V eg parecida en
cuanto a su composicidn de aminodcidos a 1a de membrana basal,
¢e ha localizado en las laminae basales, sungue por su hable

1idad para formar fibras, propiedades fisicoquimicas y locge

et

izacidn en tejidos mesenquimatosos pareceria tener tna rela-

O
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n mds estrecha con las coldgenas intersticiales (2). Is-
tos son los principales componentes de egta familis de prote-
ings., Actualmente se han descrito va diez +ipos distintos de
coldgena, provenientes de distintos tejidoes, pero los tipos
recientemente hallados no han sido totalmente caracterizados
Cada tipo de tejido conjuntivo tiene una compo-
sicidn caracteristica de coldgena. E1 papel mecdnico y esiruc
tural que juega en los tejidos estd bastanie bien establecido;
pero es interesante mencionar que juega un papel impertante,
junto con la fibronectina y otras proteinas de 1a matrisz, en

el establecimiento de las células sobre wn sustrato. Hay mu-



COLAGENA CORFIGURACION DISTRIBUCION TN 105 TEJIDOS

MOLECUTAR PRINCIPALES

Tipo I (dl(l))zsié(l) piel hueso, tendones, ligamen~—
togscdrnea;drgancs interncs.

trimero

mipo Y («&{I}}B teiidos embrionarios e infla-
matorios,

Tipo IT (d&(II})3 cartilago, cuerpo vitreo,

Tipo ¥II (dl{IIE))B vasos sanguineos,piel,drgancs
internoe,

Tipo IV @xl(zv});g membranss basales.

mipo V : @41(v))§%2{v} membranas basales,drgancs in-
ternosg,

PIGURA 2

PRINCIPALES TIP0OS DB COIDAGENA. SU DISTRIBUCION EN EL ORGARNISIOC.
(vasada en (4)).
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blecimiento celular sobre matrices de coldzena para que

1leve a cabo tanio el crecimiento como la diferenciacidn ce-

inlar (6), Se piense que 1a matriz extracelular juega un pa-
pel active en la regulacidrn de las céiulas con las que iiene
contacto, influyende =n su desarrclle; migracidn, prolifera-

cidn, forma vy funciones metabdlicas (7). Para ciemplificar,
tenemos el papel gue juega en fendmenos como la agregacidn de

n del hueso {7,8,9).

Q-s

plaguetas ¥y la calcifieaci

Ios pgenes de las cadenas < de coldgena son de
los mds complejos que se conoCen, <¢om cerca ds 50 exones sew
parados, el zene es dlef veteas mayor cue el BHim funcional,
s de la transeripcidn el mensajerc se procesa y pass al

I 4
a
citopldsma en donde se lleva z czbo la sind

ticulo endopldsmico wrugors (RER) (ver Tisurs 3}§ n estudios
de traducecidn ﬁé RNAm en sistemas ilibres de células, se ha

visto que lag cadenas « ge sintetizan Como pre-pro™  due con
tienen secuencias sefial nidrofdbicas en el extremc amino-~ter—
minal, Teta secuencia facilita el paso de la cadena hacia el
Tumen del RFR; siendo hidrolizada pontericornente por endopen-
T
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FIGURA 3.

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA SECUENCIA DE EVENTOS
DURARTE TA DIGSINTTJSIS DY COLAGENA,
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1} Hidroxilacidn: Ia hidroxilacidn de los residuocs
de prolina y lisina se lleva a cabo por medio de tres hidroxi
lasas gue se encuentran localizadas en el RER. Ias tres en-
zimas convierten algunos de los residuon de prolina en 4=hi-
droxiprolina ¢ 3-hidroxiprolina y alguncs de los residuos de

ligina en hidroxilisina. ¥stas hidroxilasas requieren de ezé

geno molecular, « ¢cetogluitaratoe, ascorbato y hierrc ferrcsos
el sustrato peptidico debe enconirarse en conformacidn no~he-

7

licoidal y los regiduos de prolina y lisina en una secuencia

-

specifica, Ia prolil-d-hidroxilasa v la lisil-hidroxilas:

»

hidrexilan solamente residucs de prolins y lisina en pogicidn

-

Y de los péptidos que presentan la secuencia Z-Y-Gly {(11); en

¢anto gue la prolil-3-hidrowilasa hidroxila dwnicamente resi-
duos de prolina que se encueniren en posicidn ¥ de los péptie
doe que presenian la secuencia Z-Hyp-Gly. Xl grade de hidroxi
lecidn de los distintos tipos de coldgena difiere, aungue en

ol
ias coldgenas de vertebrados el 45-50% de

1]
Laud

1la mayor parie d
los residuos de prolina se hidroxilen (ver figurs 4).

Ia prolil-4-hidroxilasa se ha purificado de di
versos tejidos y es un tetrdmero de 240 000 daltones, con Gos
tipos de subunidades: X, Py Cada gubunidad tienes un peso

molecular de alrededor de 60 000, se localiza en el RER y el

gente suave

hidvroxilags ae

la membrang
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Cadenas da Coldrenas intersticiales ¥y  Fembrarnas basales
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con tripeina, la colagenusz presenta wn poos molocular de
3 S wary -4 5 o 3
27 000, Cuando la enzima activa s inhibe con un inhibidor

gque produce el hueso de conejo en cultivo,; se obtlene una en-
Zima inactiva con un pego molecular de 40 000, que es muy pée-

¥ >
recida 8 la enzima latente (<345 Dbeervaciones parsc

(:}

i
obtuvieron con la colagenasa latznte de leucocitos polimorice
nucleares,; en este casos la enzima latente tiene un peso mols

cular de 80 £00 la activacidén con cistine da lugsr g une &ne

Por otra parte casi todos los tipos de tejido
conjuntivo producen inhibidores de 1la colagenasa de mamifero.
Tatre €stos tenemos un grupe de protefnas catidnicas de bajo
peso molecular que se han obtenido de cartilago v aorita Lovie
21932, 33}, Hay oitro grupo de irhibidores derominados
"Irhibidores de etaloproteasas de Tejidos™ (0IVP) que son

slucoprotefnas de alrededor de 30 000 daltones v que se unen

out
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et
|59]

eateuddonébrican 6 la colagenzea activa asi como a otrap

do conjuntivo. ¥esitos irnhibidores se han
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(24%, piel humana (3%} y otr

et
oy
e+ O
jadd
jo N
]
N
i
y—
fbe
4
fode
[l
(@]
e
[}
n
'“3
o
j)
ﬁ
ate
g
ol
d‘
poed}
(3
<

La amplia 1i

las obzervaciocnes de los cambios en el pese molecular de la

enzima latente al ser activada apoyan que la enzims latente
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nasa latente sea distinta, pero también es factible gue el zi-

& » oot -
megeno ¥y el complsjo enzima~innibidor representen distintos ni
veles de regalaciéﬁ de la degradacidn de coldpgenz ya que la ¢o

lagenasa en forma activa en el espacio extracelular represent

v
durante su %

los resultados provenicnies de distintos siste-
mas hucen suponey fue la colagenoliaiz es un procesd Con voe

rics niveles Ce repulacidn (36): Un primer nivel de regulacidn

1

idn de coldgons seria el de 1a expresidn sendti-

. A N o= P N B o M e ey e oy oy g
se ha visto ane el factor de celulas mononucleares {bﬁﬁ} ¥ O

yroductos similares nrovenlen

lulas pinovigles a producir colagenzea  (156,40),

Y 3 s R P RS N ¢ ; - 2 e
Ia enzima inmediatanente degpués de ger sinle-
143 paow A o ey 2 - ~ A3 P T I PR A 2 e
LPOGH, €8 gecreans al medio eyihracs BLLLLOTS le forma ce zim 0600
" sts

no  pudiers ser un mecanismo rerulador de la petividaeld colope-

LA - . o e £ e b 2 g
noliticn que permita a la colagenasa llepay desds el sitio de

i

tio en donde se reoulere la lisis de CO-

-

Ldoeren extracelulsres 1n inactiven irrever

siblemente, evitindose ademds que durante su trdnsito degrude

coldemenn en agquellos sitics en los que no se reguiere de 1am 4
pradocidn, T sisviente nivel de repulacidn seria la Jekacictah et
cin de un activador en el sitio en el que se requiere la colo~
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e producido por los fibroblustos sinoviales en cultivo (36,

éste probalemente jugaria un papel importante en este nivel de
regulacidn, pero tombién otras proteinasas como la plasmina o

las enzimas lisosomales liberadas 8l espacio exiracelular po-

drion desempsfiar este papel (353, ya cue fembidn activan a ls

colagenasa latente, Una vez activa la colagenasa se enfrenta-
a modulada por inhibidores especifiicos gue se unen a ella
Tormando w complejo enzima-inhib
Ticos presentes en el suero como la X _-mser

v oel 41%130 nivel de regulscidn estario dado por 1a suscepti-

bilidad del sustrato a ger degradado, 1o vida media de la ene

zimea y lag condicioness microambientales como pil ¥ temperaturs,

. ERLL - DO B I I PP kY " sl N
La susCepitibilidad de la colagens a ger degradada se debe 3

R S o oL g oy v T3 P e g, = . ERE g - #s e en,
cimbios conformacionales nue exponen uniecnes peptidican suseon
=

R T R S 3 A A 101 L N Mo P baan .
(RS R s4 Como F E’Q SAQY G L8 mOLeOull 2T LS I DXL $ vl ’»}U £ e

asociadas, Ia suma de
-~ « 3 3 " v N . T ey T . " -~
tanto. puede degencadensr ous en un momasnte dade ge 1llsve & CEe

. s £ £ ]
vo la degradacidan de la coldgena (41},
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1a segunda semana del desarrollo del granuloma son ya las c¢élu

€
ot

las rpredominanies. Concomiltantemente
empieza a disminuir hasita gue hacia ¢l dfa veinticinco casi ha

desaparecido, TFeta etapa de reabsorcidn se caracterizs por la
destruccidn del tejido conective zntes depositado, que se hace
patente sun a nivel de uliracsiructura {(43). Pinalments el
granulonma desaparece y es reemplazado por tejide adiposo (44},
Como puede verse, sn este modelo la carragening
desencadens un fendmeno que se caracteriza no solamente por iz
proliferacidn celular y acelerado depdsito de coldgena, sino
que adends hay una dramdtica degradacidn y remodelacidn del te

jido. Fendmenos que ocurren en una gran variedad de condicio-

nes tanto normales como patoldpicas cuyos mecanismos avn dis-

ok
&
"

aucho de ser compleitasmente compendidos. Es por estosn motl
vos que sl modelo experimental del granuloma de carragening g

ideal para el estudio del metabolismo de la coldgenaz,

ANT?TERCOCEDENTES .

3

Ja cavacterizacidn histoldgica del granuloma de
srragening durante toda su evelucidn me 1levd a cabo en 1970
por Pérez-Tamayo (43)., T1 hecho de que la coldgena, durante

]

a4 Ry Ty 5 Sy “ ; o~ n T e
la fage de reabsoreidn del granuloms; tenga una vida nmedisa de

. » P4 e o wpsd B w0 A
en estado de remodelacidn) presentan colagenss con vida medin

. 1 o FE i “ T I s P S e ™
NSNS SRR RS FE R AR iag (49) condujoe ol estvdio de elmmog Gs Ios
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II) Pruebas de mctivacidn de la cclagenasa latente,

Se proharon dos acltivadores de la colagénasa 1la-
tentes 4~amln0feﬁ11merch ico-acetato (4-AFVA) y tripsina, EL
A-APMA se prepara & una concentrecidn de .01, la solucidn se
prepara en el momento de ser utilisada, solubilizando en ague
destilada y el pH se ajusta a 10 (56). Se agrega a la muesira
1la cantidad necesaria para obiener una concentracidn final de

e

A-APHA C.001M. y permanece en el tejido durente todo e

ft

engsoe-

3,

¥o, In este cago se cuenta con un control en el que la activi-

dad colagenolitica se debtermina en susencia del 4-APMA. Tante
la muestra incuboda en presencia de 4-AFPA como la gue se in-

cuba en ausencia de ésie cuenian con su prozio conirol interno
gue contiens el tejido en las mismas condiciones y INTA 0,043,

Pora 1o pruebe de activacidn con
B

tas concentraciones de irivsina: 30,50,100 vy 1

ns/ml se suspende l1la resmceidn asrepande inhibido
" By

]

na de soya a una concentracidn cinco veces mayor 2 la utiliza-
da de tripsina,., 12 incubacidn de laos muesiras tratadas con
tripsine ge hizo con dos diferentes concenitrociones de CaCl,,

G.,017 v 0,031, Tambifn en este caso se cuenta con controles

fas]

en los que 12 actividad colagenoclitica se determina en auvsen-—

t"‘:

cia de Pripsina. Tanto lag muestras incubadng en anssntia Co-

mo en presencia de tripsina cuentan con sus controles internos

: wte s Py o oy o S B -
oue adends contienen IHUA 2 una concensracifn finzl ée Q.04

S
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD -
COLAGENOLITICA

OBTENER GRANULOMAS 7 DIAS (DEPOSITO)

14 DIAS (REABSORCION)

HOMOGENEIZAR EN

Tris HC1 0.05M, NaCl 0.15M pH 7.6

+ CacCl

2 0.01M + CaCl2 0.03M + CaC12 0.05M

Hidrolizar

Determinar contenido de Hypro
£

Determinar actividad colagenolitica



RESULTADOS

(&) PESO DE L0S GRAVULOCMAS

Fn el granuloma de carragening el peso humed
V4 L om 5 £
eq mayor a los T Aias, en 1a etapa de depdsito gue a los 14,
-~ s & -~ - ¢
en la etapa de reabsorcion. Como se puede ver en la tabla # 1

»

a los 7 dfas el sranulonma tiene un peso himedo que oscila de
14.3 2 2) gramos; con un promedio de humedad del 88,87 , esio
simmifica que el peso seco promedio es 4

En la etapa de reabsorcidn el pero hiimeds del

granvlonz oscilo ey

]
ot

» & ~ ool £ " ~ 3 E o g e 173 oy e e E ieh %
riedio de 0.65 + 0,12 g (n=6}. BEs interesante hacer noinr que
X

ent esta misma

(B) CONTTNIDC DT COLAGTRA



TABLA # 1.

Peso hfimedo y seco en granulomas de

carragenina en etapas de depdsito y reabsorcidn.

ETAPA DE DEPOSITO

ETAPA DE REABSORCION

7 DIAS 14 DIAS
Peso Peso Peso Peso
hiimedo {g) seco (qg) h@medo ({g) seco (g)

21.0 2.14 4.7 0.81

20.1 - 2.05 4.6 0.80

17.7 1.80 3.7 0.64

14.6 1.49 3.6 0.62

14.3 1.46 3.1 0.54

2.9 0.50

X 17.54 + 3.07 1.78 + 0.31 3.77 £+ 0.75 0.65 +-0.12
+s.d. g

contenido de humedad = 89.8%

contenidoe de humedad = 82.6%




nido de coldgena total en el granuloma es mayor a los 7 dias
de evolucidn: el promedio es de 85,68 + 13.25 mg comparado
con 23.98 + T 0 mg de coldpena total que obtenemos de valor pro
medio a los 14 dfas de evolucidn del grannloma, Sin embargo
la relacidn coldgena-peso seco e conserva en ambas etapas del

granpuloma ya que a log 7 dfae encontramoe 48.42 + 8,1 2Kz de co

ldgena/mg de pesmo seco, en tanto que a los 14 dfas la relacidn

52.6 4+ 10,1, Tsto indica que la dieminucidn en peso seco del

Fronuloma durante su desarrollo conlleva a una disminueidn pr

porcional en el contenido de coldgena,

() BICSINTESIE M COLAGTITA

- R

. . 2 Samte Bl ;i m 4 - i
La capacidad blosintdiética de colépena ge deter-

mino en Troagmentos de tejido provenientes de las dos etapas

(4

cel rronuloma, FL suero se uitiliszo con el fin de inhibir 1z

poeitle deprodocidn de la coldpena naciente, ya que el suero
contiene inhibideres de la colagenasa como ia A Zenacroglobu-

lina, ILos reculiados se e¥presan como porceniaje de biosinte-
sis de coldgena con respecto @ proteinas no-colagénicas v aps—

recen representados en la tabla # 3. En las dog coendiciones

1
en aus se determind la viosintesis de coldgens se obmerva gue

»

el tejido proveniente de 1la etapa de depdsito biosintetiza mis

A
]

o0

fude

cold~ena con respecio & proteina no-colaginica gque el te

o
C..&c

provenicnte de 1z etupn de reabsorcidn,

Cuando el encayo se hace en presencia de ouero



TABLA ¢

2'

Contenido de col&gena en granulomas de carragenina

en etapas de depdsito y reabsorcidn.

ETAPA DE DEPOSITO

7 DIAS

" RE i
ETAPA DE REABSORCION

14 DIAS

w8

colidgena pg colégena

ung coligena

total mg peso seco

mg peso himedo

coldgena pg coldgena pg colagena

total mg peso seco mg peso himedo

(mg) (pg/mg) (pg/mg) (mg) (pg/mg) (pg/mq)

56,25 44.9 4.58 44.3 54,7 9.43

88.10 42.9 4.38 33.81 42.3 7.37

91.41 50.7 5.16 36.45 56.9 9.85

62.6 42.0 4.29 25.06 40.4 6.96

90,04 61.6 6.30 36.62 67.8 12.02

27.04 54.0 9.22

¥ = 85.68 48.42 4.94 33.89 52.68 9.15
s.d.=  +13.25 + 2.10 +0.83 +7.03 +10.10 +1.80




i

s

TABLA 3

e s
.- 4% Biposinte

0
a proteinas no colédg

sis de ¢

ETAPA DE DEPOSITO

ETAPA DE REABSORCION

7 DIAS 14 DIAS
con suere sin suero con sueroc sin suero
3.75 4. 38
£.3 4,34 3.06
3.14 3.46
7.78 4.09 3.56 2.86
6.51 4.57 3.75
5.52 4.84 3.268 2.6
,4.6.53+.94 4.08+.67 3.79+.45 2.83+.23




: 5 7~
&

obtenemos va promedic de 6,53 + 0.94% de bilosintesis de colége-
nz con respecto a proteinas no-colagénicas en la etapa de depd-
sito {n=4) y 3.79 + 0.46% en la etapa de reabsorcidn (n=6)}, la
diferencia entre estos dog datos es significativa (P<0,005).
Cuando la incubacidn se realiza en ausencis de
suero obtenemos un promedio de 4,08 + 0,674 en la etapa de de-
a diferencia entre estos dos datog es sipnificativa (0,05},
Tor otro lado, en cada etzpa, el valor aue se

1 hy -
hechor sin suer0 €8 MENOY ous

&
o
s
febe
&
&
<1
W
fod
a3
34
o
[0
ke
D
P
w3
EL.:
<
ot
i
=

1

el que me obitlene en lag determinaciones en presencia de gug-
T2 T NPSRK TS I, SR W Qs . :
ro, ¥n amboe cagos lasg diferencineg son estadisticamente signi-

s .
fTicotivos,.

() ACSIVINAD COLAGINCLITICN |

Bn la grifica # 1 se oboerva el efecto del tione
po de incubacidn zobre 1o actividad colagenciftica., Ios resul-
tados se ven expresados en términcs de ng de coldgens soluble
por my de coldgena en cada mucstra, + de hacer notar que log

muestras ev¥perimentales presentan un aumenito de coldgena solue
ble conforme va pncando el tiempo, en tanto nue sus contr

O
con FNTA se moantienen sienpre en el miemo nivel, Otro date cue

- . 4 v N o + . 3 a2 e
se obeserva en la graficz es que en el fiempo inicisl, innmedisin
Bt
Lo Apcertde Ae Aiaeened TN T . e 1y 4 14 A
mente despuls de nomogoncizar el tejido ya encenfromos Colire-
b3 * - -k Py R R " S
nn goluble en el pronuloma, Teio coldgenc soluvle ¢ Inoict



GRAFICA # 1

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
1A LgCLEVID D COLAGENOLITICA
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TABLA4 .- Actividad colagenolitica: ug coldgena
degradada por mg de coldgena incubada
en 22 h a 37°C.

CaClp 10 m M

ETAPA DE DEPOSITO ETAPA DE REABSORCION

7 DIAS 14 dias
472,32 80.1
40.0 57.3
36.3 50.3
32.2 59.5
32.2 | ~ 53.2
31.0 38.4
23.3 45.8
28.0 43.0
24.0 64.0

X¥sda. 32.1446.5 Xtsad 54.6+12.5
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L.

TABLAS .- Actividad colagenolitica. pg de
coldgena degradada por mg de colégena
incubada en 22 h a 37°C.

CaCly 30 m M

ETAPA DE DEPOSITO ETAPA DE REABSORCION
7 DIAS 14 DIAS
159.98 | 308.1
1138.49 251.86
129.25 238.67
167.0 | 201.33
| 375.40

%26q,148.68+17.7 g 275.08+67.9

past}
[
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TABLA 6 .- Efecto de Tripsinz sobre la actividad
colagenolitica. jpg de coldgena degradada

por mg de coldgena incubada Z22h a 37°C.

CaCly 10 m M CaCly 30 m M

Control

Tripsina

Control

Tripsina

Depdsito

83.83+13.54
(n=2)

148.68+17.7
{(n=4)

286.1+69.9

7 dias. 34.3+2.82
(n=2)
Reabsorcibn

14 dfas 59.5+9.2

(n=2)

77.7417.39
{(11=2

275.08+67.9
{(n=5)

159.2+7.2

(n=4)

~y . . bt 7t e A ., 34 e
~ 8¢ reportan promedios y desviacion estonfar
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zeidn, ver mis detalles en el texto.
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de tripsina (ver 4abla 6). Fn ambos casos las diferencias son
estadi{sticamente significativas (P(0.005).

Fn el caso de la etapa de reabsorcidn concentra-
ciones de 30, 50 y 100 pg de tripsina/ml no tienen ningin efec-
to sobre la enzima {no se muestran los datos), en el caco de
o 0,01 M se

observa un ligero aumento de actividad colagenciitica si se u-

1la activacidn llevada a cabo en presencia de Call

tilizan 150 pg de tripsina/ml (ver tabla # 6), pero dadas las
diferenciag, el aumento no parece ser significative. Como se
puede observar, la incubacidn con tripsina en presencia de Caﬁlg
.03 1 no sdlo no activa a la colagenasa, sino que la actividad
colagenolitica se ve disminuida lo que indicaria que la enzima
en esta etapa se encuentra ya activa y ia tripsina la destiruye

durante el tratamiento de activacidn,
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lag gréficas 2 y 3 resumen 1
trados en las determinaciones de biosintesis y degradacidn de
de coldgena en el granulomsa de carragenina, Ia griafica # 2
representa los datos que aparecen en las tablas 3, 4, ¥ 5, pero
tomando a los valores mdximos encontradcs coms el cien por cien
to. Ia grdfica 3 representa los datos de la tabla # 6, mues-
tra como la actividad colagenolitica fotal en el granuloma es
seme jante en las dos etapas del granuloma; pero en la etapa de

depdsito varte de la colagenasa se encuentra en estado lavente,



GRAFICA # 2,

BIOSINZESIS Y DEGRADACION DE COLAGENA EN EL
DESARROLLO BEL GRANULOMA DE CARRAGENINA |
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GRAFICA # 3
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que ¢l de las que ge encuantran en fase estacionaria (%3}, Por
lo tznto la cantidad de prolina incorporada podria variarde te~
jide = %ejido con lo cual se debe de tener cuidado en el momen~
to de esgtablecer comparaciones., &in embargo, €ste es el incon-
veniente de todos los métodos que utilizan como marcadores ami-
nodecidos rodiactivos para determinar biosintesis de proteinas,
y aunque pudiera expresar los datos en términos absolutos, ten-
dria gue contemplar este factor limitante,

2) mambién se estd midiendo la hidroxilacidn de la pro-
lina incorporada, Tn la expresidén de los datos se -estd asumien

do que el 50% de la prolina incorporada estd siendo hidroxilads,

co, « cetoglutarate y sulfato ferroso, que son log cofactoresg
necegarios para que se lleve a cabo 12 hidroxilacidn de la pro-
iina,

3) Iz otra reaccidn que se estd midiendo es la biosin-
tesic de proteinas no~colagénicas; el inconveniente ez que al
utilizar prolina radizcitiva como marcador, ¢l méitodo asume que
se estd incorporando una cantidad promedio de este iminodcido
enn protefnas no-colagénicas; pero no se puede Gde

e 2
dria haber variaciones de incorporacidn., Por este motivo la
0

de coldgena con respecto a proteinas no-colagénicas deberd ha-
cerse con cautelzn,

Una mejor allernativa para establecer la compin
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racidn entire 1la biosintescis de coldgena que los tejidos de am-
bas etapas son capaces de llevar a cabo, seria expresar los da
tos en términos absolutos. Desgraciadamente, el método para
lograrlo requiere de colagenasa bacteriana con un elevado gra-
do de pureza; lo que resulta demasiado caro para nuestras po-
sibilidades. Pero como un primer enfoque al problema, queda

sentada la base de que en términos relativos la biosintesis de

coldgena Aisminuye en la etapa de reabsorcidn del granuloma,
vde adelante el problema se podria abordar cuantificando los

eles de RNAm de coldgena en los tejides provenientes de las
dos etapas del granuloma y esta alternativa quizds presente me-
nog inconvenientes péra la comparacidn de los datos,

Ia diferencia encontrada entre el potencial big—
sintético de los tejidos en presencia y ausencia de suero se
puede explicar pr*%on1eﬁda la existenciz de actividad depgra-
dativa de la coldzena que estd siendo sinitetizada v que actia
a nivel extracelular, va que la degradacidn intracelular no es

inhibida por factores del suero (59,60). Tn log ensayos lle-

a2

vados a caboe en presencia de suero, los inhibidores de prote-
asas que contiene el suero (61) evitan la degradacidn de la co.
1dgena recidn secredada y por esto obienemos mayor cantidad de
coldmena sintetizada en las dos etapas del granuloma Con res-—
pecto a2 los ensayos llevados a cabo en ausencia de suero,

Ko se degcarta el hecho de aque el suero contie-
ne varios factores reguladores del crecimiento y metabolismo
de los fibroblastes {54}, Se ha visio aue el suero de pacien
teg con clertas enfermedades fibrdticae estimula a los fibrow-
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~cual podriamos explicar las diferencias entre los resultados
obtenidos con vy sin suere, en términos de estimulacidn de la
biosintesis de coldgena por factores presentes en el suero ya
gue ademds se ha reporiado un aumento en la actividad de la pro
1il hidroxilasa en presencia de albdmina sérica (62), Anali-
zando pues los datos bajo este contexto podriamos estar obser—
vando una mezcla de efectos aue dan como resultade una mayor
biosintesis de coldgena cuande sl ensayo se hace en presencia
ge suercs poOr un lado estimulacidn de 1la biosintesis de coldrem
nae y por el otro coldgena recientemente sintetizada que no se
desrada,

Con los resultados obtenides cabria entonces
preguntarse 5 cudles son los moduladores que determinan el au
mento de biosintesis de coldgena en la etapa de dendsito del
granuloms Yin vive® 7

Se piensa que lag linfocinzsg participan en la
generacidn vy mantenimiento de la hipersensibilidad en la ine-
flanmacidn de tipo granulomatosa (58,63). ¥slos mediadores pro
venientes de linfocitos se han repori&d@ come activadores de
la sintesis de coldgena por fibroblastos en distintos sistemas
de cdlulas en cultivo {2) y se han encontrado en el sistenma
circulatorio de ratones con granulomas pulnonsres (53). Ila
movilizacién de macrdfacos hacia las lesiones inflamstoriae Pa
rece estar mediada por el suero o por factores quimicos deriva

+

¢ de log tejidos como las prostaglandinas y los componentes

del complemenio v del sistems de coapulacidn, Asimismo, "in

vitro® ge ha demostredo aquimiotaoxis en Tibroblastos inducida

. . - 1 R T oy o . _— o PN P
por coumonentes del complexzento y los oproducins {e desradacion



de la coldgena gque podrian sxplicar ol reclutamiento de loe
brovlastos hacin la zona inflamada, Io anterior sugiere gue
la respﬁesta inmune mediada por células podria ser la respon-
sable de mumentar la sintesis de coldgena en el granuloma in-
flamatorio durante la etapa de dcpdsito (2,58),

Tn la etapa de reabsorcidn del granuloma, la

sintesis de coldgena ha disminuido significativamente, el te~

jido presenta ya niveles semejantes 2 los gue encontramos en
tejidos normalegy: la plel de cobayo en ausencia de guero bioe

F4

sintetiza 2.6% de coldgena con respecto a yproteinas no-ceolagé-
nicas (Pardo,i, comunicacidn personal), 7Tn tanto mue el pul-
mén biosintetiza 2.08% en condiciones andlogas {(Voniafio,¥, co-
municscidn personal), ambos datos son semejantes al cue obiu~
vimog en el tejide proveniente de 1a etapa de reabsorcidn del

grannlona en ausencia de SUETrD .

e

He mencionado ya en 1a introduccidn de cete 4ra

.

bajo nue ciertas condiciones patoldgicds puefen dar origen 2

21teraciones en log componentes del tejide conectivo. In ca-

sos extremos se puede llegar a la pérdida de funcionalidad del
drgano. ¥n la inflamacidn crdnica o aguda puede presentarse

.
U=

t*?*
td

va sea degradacidn de los componentes de la matriz exiy

o3

ce
lar, o acumulacidn excesiva aue puede conducir a estados avan-
zados de Tibrosis (65),

Tn el gramaloma de carra -ening tenemo ambog e
ventos; una biocsintesis acelerada de coldgena como primera res
pueata ¥y una posterior degredacidn oue involucra incluso 2l te

jido circundonte. Avn no ezbemos cudl es el tipo de coldzens

Fow®

tue produce el sramuloma en esta force tenprona; decconocenus
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asimismo si hndbrd combios de tipos de coldrena durante toda la
evolucidn del granuloma como sucede por ejenplo on €l proceso
de cicatfizacién, e ha visto qur en proceges inflamatorios
hay czmbios en los tipos de coldgena sintetizoda: los condro-
citos, en la sriritis reumatoide, dejan de sintetizar coldzens
tipo TI para sintetizar Yipo I; en la inflamacidn gingival se
han encontrado elevadas concentraciones de coldigena tipo V y
trimero tipe I (65), Ios estudics hechos con la coldzona del
sranulonma de carragening muestran Unicaments una mayor concen-

tracidn de componentes o ¥ menor de suﬁuﬁiéaées‘ga que lo que
el

B N T CUA g Y wad ~ SR R el s e
tembién podriamos sospechar de disiintos tipos de

sentes en el granulomsa, Ne hecho, el tema cetd en inveesisn-

- PN [ . .,g
Tl cuadro histelcgice del desarrolls vy evoluecidn

del gra nwi"mﬁ de carragenina s¢ conoce aciualmentc con det
1le (43)., Al hzcer dicha descripeidn se encontrd gue: alrede
« F 4 - rd « - -
dor del séniimo dia el granuloma alcanza su mayor desarrollo v
4

degpués procresivanmente gu tanniic va dieminuyendo: vnor este no

tivo log dfas escogidos para fomar laos muestras de gronulona

en el presente trabajo fueron el séptimo, como represeniotivo
de la eiapa de depdsito y el catorceavo como represcniative de
1a etaps de veabsorcidn., 7Tn cuanto a2 log eventos biocuimicos
aque gucedern cn el seno dal rranulomn; aﬁh‘““ﬂ quedan muchas in

&

terrosntes

e .

S, tan e
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Fn cuanto a la degradacién de coldgena, en es~
te trabaje, ee demuestra actividad colag&nclﬁ%iég en ambas e—
tapas del granuloma de carragenina (ver tablas 4 y 5) y en con
diciones que aunque "in vitro", reflejan probablemente las con
diciones "in vivo" porque el tejido se separs del animal duran
te veintidos horas en las qﬁe se lleva a cabe una incubacidn
con todos losg componentaa'que el sistema presenta Pin situ®,
Ios resulindos de este trabajo coinciden con los obltenidos con
1la técnica de inmunofluorescencia {50), en dende se encontraba
que en ambas etapas del granuloms existia proieina capaz de
vnirse al anticuerpo anticolagenasa del gramuloma de carrage-
nina,

En ¢l presente trabajo se encentrd que la acti-
vidad colagenolitica de la etapa de depdsito es menor 2 la gue
se encventra en la etapa de reabsorecidn; si fomamos en cuenta
gue la biosintesis de coldzena es mayor en lz etapa de depdsi-
0, 1a resultante es una acumulacidn de coldgenz en esta Tase.
Fn apariencis las diferencias podrian resultar pequsfias: pero
tomando en cuenta que el contenido de coldgenz que se PTEEE-
ta en 1la etapa de reabsorcidn junto con un swments =n 1a ci-

pacidad degradativa, tendremos como resultanis una <lsvacidn

13
fe
PN
T
¥

p 2=

en la velocidad degradativa del tejido y por ende degapuric
del mismo,

Fn este sentido el gramiloma ds carvag

muy distinto al dtero posparfto; en el que la solagenasse es dew

tectable Ynicamente en la fase de degradacidn, no hnabidlndose

encontrado antes del parto (30). IEn el granuioma, en conlias-—
h

te, la colagenaea pe enomentra tombien on la stans en que 1o
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coldgena estd siendo acumulada, Podriamos sugerir cierta si-
militud con algunas caracteristicas del tejido reumatoide, en
el que a raiz de la formacidn de un complejo antigeno-anticuer
po en los espacios sincviales, la activacidn del complemento

y la liberacidn de Ffactores difundibles forman un gradiente

de quimisatrayentes uue conduce a la invasidn de leucocitos poli

morfonucleares; éstos engullen a las culas antigeno~anti-
cuerpo, liberando grandes cantidades de enzimas lisosomales ha

cia el liquido sinovial y tejido circundante que ocasionan la
destruceidn del tejido (16). Fn el granuvloma de carragening
se¢ ha demosirazdo la presencia de leucocitos polimorfonucleares
en 1la etapa temprana del desarrollo {43); éstos aparecen con
pranulaciones electrondensas en su interier, al igual que los
macréfages que los acompaiien, ¥l hecho de que la carragenina
desavarezca fdel espacio extracelular hacia el dfe déeime del

#

desarrello v la aparicidn de las granulaciones electrondensas

tejido reunmztoide, ¥a sabido gue log leucceitos polimorionu
cleares secretan colagenasa, con 1lo cual al menos paris de la
colagenasa gue encontramos en la etapa de ﬁepésito del granu-
loma podris provenir de este tipo celular; azunaue no habrin de
ignorarse lag potenciazlidades para producir colagenasa de las
dends cdlulas que coexisten al mismo Tiempo en el granulon,
ya que se ha visto gue los macrdfagos estimulados "in vidro"

“

con carresonina son capaces de producir colagenasa [(I6pes Tew

b5 ]
ee]
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toe mecanismos de interaccidn celular cetimulon o ciceritas oé-
lulas 2 producir colagenasa, como es ¢l caso entre wncréi&”c

¥ fibroblastes (36,66) ambas células presentes en el granuloma
de carragenina,

Con el objeto de investigar si la colagenasa
se encontraba latenite en alpguna de las etapas del granuloma de
carragenina, los ensayos de daterw1m@ci on de actividad colage-
nolitics se llevaron a cabo también en presenciz de activado-
res de dicha enzima. Uno de los tratamientos aus se uso fue
incubar el tejido con 4-APMA. Tale agente Organomercurics ine
teractia con grupos sulfhidriles v se nabie utilizadeo como ao-

tivador de la colagenasa (49}, demostrdndose que la colagenass

soluble extraida de 1o etapa de depbsito del sramloma se en-

contraba latente. ¥n el presente trabajo no ge encontrd acti-

vacidn al tratar con 4-ATVA los tejidos homegeneizados de nine

cund de las dos etapas. 10 se probarvon disgtintes concentracio

nes pare determinar lao activacidn de la enzima en el ensayo;

nero alternativamente se utilizd la tripsina.
\

12 tripsine se ha descyito tambifn conmo active-

dor de la colnsenass Lo se =mabe con exactitud el meconiono
i3 E]

por medilo del cual activa, pero existen varias posibilidndes

entre las que podrismos considerar: la hidrdiisis de un inhi-
bidor asociado a la colacenasa (25,29), o ocue la enzime on es-
tndo de zimdgeno al sufrir hidrdlisis en algin sitio re active

i
(37,38): o bien, gue 1ls tripsina active a2 un proactivador del
zimdreno v el primero active a su vez a 1o colagenasza {(36,39).
Iog efecton del tratumiento con tripsing se resuitn ¢n la 3

Lla & y en la grafica 3 eote estudio vinicsmente cncontiue
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mog activacidn en el caso de la etapa de depdsito. Nétese que

mds de la mitad de la enzima presente en este fejidc se encon-
traba 1gtente, cosa gue no sucede en la etapa de reabsorcidn,
en donde la enzima se encuentra totalmente activa; los mismos .
resultados se obtienen cuando la incubacidn se hace en presen~
cia de Ga01? 0,03 e Io qué es mde, en la etapa de reabsorcidn
encontramos que los tratamientos con 4ripsina no sdlo no acti~
van & la enzima sino que aparen%amenté la destruyen ya que a
menudo se enconird disminucidn en la actividad colapsnolitica
al tratar el tejido de esta etapa con tripsina,

- ¥n cuanto a los efectos del calecio al aumentar

las concentraciones en el gistema, Lenemos que al uvtilizar CaCl

oo

0.03 ¥ encontramos un claro aumento en la activicdad colagenoli t&
ca en lag dos etapas de evolucidn del granuloma (ver tablas Y ¥
& v grifica 2). Tl efecto "activador® del calcio on la etopa

de depdsito parece ser distinte al que observamos con tripsing
va gue la incubacidn en presencia de &aﬁ“, 0.03 Il y tripsina
aumenta alin nds la actividad colagenolitica gue cuando se utili

-

za £blo uno o la otra, Ademds, en la ctapa de reabsorcidn el

SO

Cacl, 0,037 estimula la actividad, cosa que no sucede en pre-

t’,’}
N

cia de tripsina. Isto suglere que esta élﬁim~ tiene efectos
a nival de activacidn de la colagenasa la latente v el $ipo de
interaceidn con el calcio es de otra indole, En presgencia de
03612 0.03 17 se sigue observando fue en 1la etana de depdsito la
actividad colagenolitica es menor que en 1a reabsorcidn; como

se encontrd en presencia de CaCl, 0,01 ¥. Ia dramdtica elovo-
[

t

I3 - s aom - N ] N .
i0n ds actividad colagenolitica puede fener varias explicncio-
nierse 1Y Twe 1n concentracidn de eulcio esencial prra 1 oce

tividad de la colagenasa {(21) se convierta en un factor limi-
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tonte, el aumento de calcio en el sistema eliminorfa por lo
tanto esta limitante. ¥Ts imporiante mencionar due todos losg
métodos tradicionales para la determinacidn de actividad co-
lagenolitica utilizan concentraciones de calcio de 0.005, O 0l
vy 0,013 M (55,27,28,29,30,67,68).

2) tra posibilidad es aque el calcio desempelle un pa-
pel estabilizzdor de la colasenasa, Ha sido demostrado que
la coldrenasa de piel humana muesira un aunento de actividad
yo (21);

1o méxima activacidn =e logra a concentraciones de Cal 12 0.04Y

a8l incrementar la concentracidn de calecio en el ens

gg

0&

¥ la utilizacidn de concentraciones mayores yo inhiben a la

envima, Istos resuliades concuerdan con los zgui obtenidos ya

que cuando probumos concentraciones de 0,00 ¥ Ca§l2 OLSEI VIO S

una disminuveidn en la actividad colagenolitica en ambae ctapas
del granulema (los datos no se mucstran). Fl papel asirgmado
nera el caleio, semin estos autores, es conferir estabilidad

a 1z colarmenasa de piel numana. Ye imporiante mencionar aue

- el 3 b 4 P - g P b4 -

en todog sus experimentos demostraron la esitebilidad de su sus
trato, yo cue hay evidencias de cus el caleio 2 concentrocioe

nes elevadas, puede descstabilizar a 1la coldsena,
Por otro lado;, en el ecspacio exiracelular la
concentracidn de calcio es alrededoy de 0.01 1 (7)) v rara

€
ria nor lo tanto es diffcil imaginar oue dete juesue 2l-

ven va
rfin papel fisioldeico en la modulacidn de 1a enzima,

3} Ia otra alternntiva para explicar la elevacidn de
1o actividngd, es aue, como lo ha sugeride Gallown (50), el cale
¢ Tacilitar 1 unidn enzina-custrato.

Juersus 2l nanel

: Yooy ool S a - 3 O
CL o heoho da oauc cioritar concentracionoes de CLle
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cio sumenten la actividad de la colagenasa y mayores concentra~
ciones la inhiban podria explicarse de la siguien%e maneras
Weeks et al (70) diseflaron un método de extraccidn de la cola-
genasa en el que agregando un exceso de célcio 1libveran a la en-
zima de su sustrato, la ubilizacidn de HaCl para obtener la mis
ma fuerza idnica no les da el mismo resultado; por lo tanto po-
driamos sugerir que cierias concentraciones de calcio estabili-
zan a la enzima y/o ayudan al establecimiento de la unidn enzi-
ma-sustrato pero concentrazcicnes més elevadas inhiben su unidn
v desgestahilizan a la enzina,

Resumiendo podriamos describir al granulonz de
carragenina de la manera siguiente; despuds del estimulo tene-
mos una etapa que ge céracteriza por uns reaccidn inflamatoria
en 12 que la poblacidn celular en ¢l tejido estd compuesta prin-
cipalnente por macrdfagos, leucocitos polimorfonuclearcs y al-
guﬁcs fibrovlasios, en este trabajo se demostrd que hay una e-
levadz biosintesis de coldzena v que més de 1la mitad de la co-
lagenasa que contiene el tejido se encuentrs en esiado latente;
iz suma de las dos fendmencs da como resuliado una acumnlaeidn
de coldgena en esta etapa. Tsios resuliados dan una viesidn
neral del comportamiento del sistema y sientan las bases para
dilucidar en un future algunos de los aspectos de 1la resulacidn
del metabolismo de 1z coldsens que atn no hen side investigados,
Por ejemplo, desconocemos el mecanismo modulador que nmantiene

a la colagonasa inactiva en la etapa de depdesito; por un lade

e s % . 2 . 3 o

podria deberse o la existencia de inhibidores enddgenos en el

e g , - M s % ~t s g

tejido, por el otro a la falita de activadores de la colagenacs
. oy o e RN, oy g o - —_— Py I o ‘R VO U I ey Py [ R,

latente., 71 meccanisno enddseno do activocidn de la enzminma vom-

o



‘bién se desconace; pero parcceria probable que esic mecanismo

(T

fuera el que diera origen al proceso de reabeorcidn del tejicd
en la siguiente etapa del granuloma, feria intercsanite inves—

tigar ahora la parte intermedia del desarrolls del granuloma

“'3

en busca de estos moduladores de 1z degradseidn de la colédgena,
Por otra parte en lo etapa de reabsorcidn exie~
te unz poblacidn celular formada casi exclusivamente por fibro-
blastos v algunos macréiagos. Lz biosintesis de coldgena se
ha dieminuido lleszndo a los niveles que presenban otros teji-
dos como 1a piel y el pulmdn, ademis la co
iva lo que da como resulitado uns mayor 4
mencs ge eXpresan en l& reabsorcidn del
granuloma,
Tg dinteresants ver que en estc moedelo erporimen-

Jr. - 4 JU- L VR J o e NPT 4 RN e . AR,
tel Jos fendmenos de gintesis v Jegradncion de Colasens

deternine 1a 4

curante ia etz
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CONC LUSIONES

1) En este trabajo se encontrd que en la etapa
de depdsito del granuloma de carragening el % de bisintesis de
coldsena con respecto a proteinas nowéslagénicas se¢ encuentra
elevado con respecto a lz etapa de reabsorcidn,

2) Se hizo una demostracidn directa de la eris-
tencia de colagenasa en las dos etapas del granuloms de carras
genina, Durante la demosiracidn se ohservd cuve la actividad
colagenolitica es mayor en la elapa de reabsorcidn,

3} Bl esiudio reveld gue durante la etapa de
depdsito aproximadamente ¢l 50% de la colapenasa se encuenira
en estado latente, en tanto que en 1z efapa de resbsorcidn se

t
encuentra totalmente activa.

Fond
1
3
0
jo7
sl
¥
<
o
4
6
&=
o
3y
T
Z-
Y
i
H

4} Tn lag condiciones utili

minacidn de la actividad colagenoiitic&;-sg encontrd cue al vo-
concentracionss de 8a612 de 0,01 a £,03 11 In actividad
colagenolitica en las dos etapas del granuloms se eleva 4 a b

veces, se plensa que el caleio eztapiliza a 1z

bablemente ayude al establecimiento del complejo enzima-susira-
1o,
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