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INTRODUCCION

|
El colageno es uno de los principales componentes del tejido conectivo a ni
vel de matriz extracelular. La importancia de esta proteina es evidente si
se considera que. constituye la tercera parte del contenido proteico totai del
cuerpo humano.
En un crganismo, la organizacidén de la matriz extracelular no solo depende
del tejido sino también del estado del mismo, maduracidén y desarrollo, y es
un reflejo de la asociacidon de la molécula de colageno con otras estructuras
(proteoglicanos, glicoproteinas, etc) en diferentes ordenaciones de superior
complejidad, que confieren al tejido caracteristicas especiales.
El coldgenou esta ampliamente distribuido, encontrdndose diferentes tipos, en
clara dependencia con la funcidn fisioldgica a desempenar (tabla I).
La terminologia empleada cuando se trata de la molecula de coldgeno es comple
ja. Asi, mondmero es la estructura formada por tres cadenas polipeptidicas
en conformacion de triple hélice, estructura que como unidad integradora de
la fibra de colageno también ha sido denominada tropocolageno. La variedad de
cadenas o que componen esta molécula dan lugar a los distintos tipos de cola
geno y en el seno de la molécula de coldgeno de un determinado tipo, las ca
denas o pueden ser iguales o diferentes. El término‘colégeno se emplea
también para cxpresar de manera genérica a cualquiera de los tipos de colage
ho, en su forma monomérica o en las distintas estructuras superiores que es
te mondémero puede formar.
Como procolégeno o protropocoligeno se designa al precursor biosintético del
colageno, constituido por tres cadenas pro-a , con una regidén central en
triple hélice y dos regiones no colagenosas que poseen caracteristicas dife
rentes a la regién en triple hélice, en las extensiones amino y carboxilo ter
minales de la molécula de procolageno.
La molécula de procoligeno se puede clasificar dependiendo de que existan los
dos dominios o uno solo de ellos, asise encuentran procolédgenos con extensién

s6lo en la zona amino-terminal (pN) o en la zona carboxilo-terminal (pC). Ca
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di una de estas moléeulas puede tener prolongada sélo 1 6 2 de las cadenas
corresponden estas estructuras a intermediarios en la conversidén del procolé
peno a colageno.

El protocoldgeno es la molécula de colageno no hidroxilada o con baja propor

¢ion de hidroxilacidén, debido a que la biosintesis no se ha producido normal
mente.
l.os componentes 4 son dimeros de las cadenas o unidas por enlaces covalen

tes . Estas uniones puceden ser intramoleculares si derivan de una molécula de
colipeno monomérico o intermolcculares si provienen de formas poliméricas del
colipeno.

Los componentes y son trimeros de cadenas o unidas por enlaces covalentes,
siendo diferente esta estructura a ta molécula de colageno ya que las cadenas
que componen la forma y provienen de distintas moléculas de colégeno.

El término que se utiliza para desipgnar a la molécula de colageno desnaturali
vada, no formando triple hélice, la mezcla de cadenas libres o fragmentos de

moléculas es gelatina.

Lbe los cinco tipos de coldgenos descritos hasta el momento, los mds conocidos
son los colégenos tipo I, II y IIl llamados colégenos intersticiales (Piez,
1976; Fietzek y Kihn, 1976; Miller, 1976) enplobados en este gran grupo por
una serie de caracteristicas generales. El coldgeno tipo IV, no tan caracte
rizado como los anteriores, y con unas propiedades diferentes (Sato y Spiro,
1976; Freytag et al., 1976; Timpl et al., 1978) formaria un segundo grupo de
nominado de basamentos membranosos.kn este grupo también se incluye el colége
no tipo V pero las caracteristicas y peculiaridades de este tipo de coléigeno
hacen que se parezca también a los coldgenos intersticiales.

Recientemente en cartilago y cultivos celulares se han descrito dos nuevos ti

pos de colagenos, los denominados RST y M (Burgeson y Hollister, 1979).

La molécula de colageno se puede representar como la estructura resultante
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de la repeticién del triplete Gly-X-Y. Por tanto, una tercera parte de los
aminodcidos que componen esta proteina es glicoccla, que ocupa la primera po
sicidn en el triplete, requerimiento necesario para la formacidén de la triple
hélice.

Otra caracteristica en la composicién de aminodcidos es la presencia de aming
dcidos hidroxilados. Estos no se incorporan como tales en la etapa de traduc
cidén sino que residuos de prolina y lisina son hidroxilados en etapas postra
duccionales, en la cadena polipeptidica (tabla II).

El contenido en iminoidcidos es elevado, del 15 al 30% de los residuos,y la
presencia de éstos esti relacionada con la estabilidad de¢ la triple hélice.
La hidroxilacién de prolina se produce en la posicidén 4, predominando la 4-
hidroxiprolina en todos los tipos de colageno sobre otro tipo de hidroxila
cién que se produce en la posicién 3. La 3-hidroxiprolina es caracteristica
de colagenos de basamentos membranosos (Kefalides,1975). En cuanto a la posi
cidén de los iminodcidos en el triplete, la prolina ocupa la posicién X, al
igual que la 3-hidroxiprolina y la 4-hidroxiprolina se encuentra preferc¢nte
mente en la posicidén Y del triplete.

La presencia de hidroxilisina esti delimitada a la posicidn Y del triplete,
siendo la funcién de este residuo de lisina modificado doble; esta al igual
que la lisina implicado en el entrecruzamiento molecular y es el centro de
unidén de las moléculas de hidratos de carbono que se integran en la molécula
de colageno. La extensidon de la hidroxilacidn depende del tipo de colageno
asi como del tejido del que proceda el coldgeno, puede oscilar desde un 20%
de los residuos de lisina hidroxilados en piel o hueso hasta un 60% en carti
lago.

El contenido en hidratos de carbono, relacionado con la presencia de hidroxi
lisina, difiere dentro del mismo animal en los diferentes tejidos. Se pueden
encontrar glicosilados desde un 0.4% de los residuos de lisina en piel (Butter
et al.,1967; Aguilar et al., 1973) , un 4% en cartilago (miller,1971) a un

12% en colégenos de basamentos membranosos (Kefalides,1973),
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Los principaies hidratos de carbono que componen la molécula de coldgeno son
la glucosa y galactosa, encontriandose también otros diferentes en colagenos
de invertebrados (Katzman y Kang, 1972) o en colagenos de basamentos membra
nosos (Kefalides, 1973).

La unién es de tipo 2-0-p D-glucosil-0- 3 D-galactosil-hidroxilisina o D-pD
galactosil-hidroxilisina, encontrandose la forma monosacirida y disacarida er
igual proporcidén en colagenos intersticiales y preponderancia de disacaridos
en colagenos de basamentos membranosos. Se unen preferentemenie a hidroxilisi
nas situadas entre argininas y residuos hidrofébicos (Salem y traub,1975).

La composicidén en aminoacidos y secuencia de las cadenas polipeplidicas quc
componen la $olécula de coligeno es por tanto poco frecuente, distinta de las
encontradas en el resto de las proteinas.lLa presencia de hidroxilisina e hid:
xiprolina ,casi exclusiva de las proteinas colagenosas detlcrmina en cierto me
do la estructura de la molécula de coldgeno y sirve para determinar ¢l conte
nido de colédpeno en tejidos.

La presencia de hidroxilisina esta limitada al colageno y a alguna glicopro
teina estructural (Robert y Conte, 1968) pero c¢l bajo contenido , de 4 a 7
residuos/1000 hacen dificil su determinacién.

La hidroxiprolina se encuentra ademis en la claslina, aunquc cn baja propor
cidén, 10 residuos /1000 frente a los 50-130/1000 en colapeno, en ¢l componen
te Clqdel complemento (Reid, 1974}, en glicoproteinas (Bhattacharyvya ct al.,
1975) y en acetilcolinesterasa (Anglister et al.,1976). lLa deteccidn de este
iminodcido, tras la digestidn del material, sc¢ puede realizar por medio de md
todos colorimétricos(leRoy, 1967), utilizando marcadorcs isolopicos (Jduva v

Prockop, 1966) o por andlisis de aminoacidos (Ehrlichet ¢t al., 19741,

La molécula de coldgeno formada por tres cadenas a , en la que cada cadenia po
lipeptidica eslid en conformacidon helicoidal, surge por cl arrollamicnto de ¢s
tas sobre si mismas, en una eslruclura cn triplc hélice a derechas. .kl avance

de esta superhélice es de 2.9 A y ¢l nimero de residuos por vuelta es de 3.3,
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las tres cadenas se unen entre si mediante puentes de hidrogeno, cuya direc
cibén es transversa al eje longitudinal de la molécula de colageno.

La molécula tiene un peso molecular de 280000, una longitud de 280 nm y un
didmetro de 1.4 nm, pudiéndose distinguir en ella dos regiones de secuencia
estructural y funcionalmente diferentes. A ambos lados de la regidén central
en triple hélice se extienden unas zonas denominadas telopéptidos que pueden
oscilar entre 5 y 50 residuos (Fietzek y Kithn,1976) que no se encuentran en
triple hélice. En estas regiones es donde se encuentran los grupos funciona
les que permiten establecer los enlaces entre moléculas que estabilizan la fi

bra de colidgeno, la lisina e hidroxilisina o sus correspondientes aldehidos.

l.a estructura de la molécula de colageno no queda limitada a la triple hélice,
se forman estructuras de orden superior por interaccién entre distintas molé
culas de colageno. En coligenos intersticiales, esta estructura macromolecu
lar o formacién de fibrillas y fibras en el espacio extracelular es un proce
so controlado por la distribucién de aminoidcidos y por la interaccidn con
componentes no colagenosos. Lua distribucion de aminodcidos cargados {(Rauter
berg y Kithn, 1968), residuos hidrofébicos (Hulmes et al., 1973) y la presen
cia de carbchidratos son factores implicados c¢n el emsamblaje molecular. La ca
pacidad de agregar en [ibras no solo depende de la secuencia de aminoacidos ya
que los distintos tipos de coldgenos 1,11 y III con distinta secuencia agregan
de la misma manera (Kilhn y von der Mark, 1978).

l.a presencia de enlaces cntrecruzados, inlercadena y covalentes,estabilizan la
fibra de colageno . Estos enlaces covalenlcs entre las cadenas se establecen
entre residucs de lisina o hidroxilisina y aldehidos derivados de estos en un
proceso dc¢ desaminacién oxidativa catalizado por la lisil oxidasa.Una de las
caracteristicaus dc estos enlaces es que pueden ser reducidos con la consiguien
Lte pérdida de solubilidad del colégeno (Tanzer, 1973).

En el coldgeno tipo IV la regidn helicoidal estd interrumpida por secuencias

no colagenosas formadas por la inclusién o deleccidn de aminodcidos en el tri
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plete Gly-X-Y (Timpl et al., 1978). Estas cortas secuencias cambian la direc
cidn de la triple hélice produciendo unas estructuras con mayor flexibilidad
pero hacen que este colageno sea sensible al ataque proteolitico. La insolubi
lidad de los basamentos membranosos y esta dltima cdracteristica hacen que en
su solubilizacidn con pepsina aparezcan fragmentos con distinta longuitud
(Glanville y Rauter,1981).

La triple hélice responsable del ensamblaje molecular en estructuras fibrosas
resultado de la distribucién de aminoacidos cargados e hidrofdbicos en deter

minadas regiones de la molécula en el caso de colédgenos intersticiales, no da

cuenta en el caso de coldgenos de membranas basales de la formacidn de fibras

El colageno tipo V ha sido aislado de membranas fetales (Burgeson et al.,1976
de piel y paredes de aorta (Chung et al.,1976). El peso molecular y la resis
tencia al ataque proteolitico en estado nativo le confieren caracterislicas dc
coldgeno intersticial, asi como la distribucién de aminoidcidos cargados, que
es semejante a las de los colagenos tipo I y tipo Ill. A pesar de cstas analo
gias, este colageno no forma fibras y al igual que ¢l colageno Lipo 1V no cs

hidrolizado por colagenasas que degradan a los coligenos intlersticiales.

La biosintesis de la molécula de coldgeno transcurrc en varias elapas, intra
celulares y extracélulares, resumidas en la tabla II.

El precursor biosintético del coldgeno es el procolageno.ksld formado por un
dominio central en triple hélice (correspondiente a lo que posteriormente sc
ra la molécula de colageno) y dos regiones no en triple hélice que son climi
nadas por proteolisis cn la conversidon a coligeno. La composicion de aminodci
dos de la regidn amino-terminal y carboxilo-terminal dificren de la de las ca
denas a y no son compatibles con una estructura en Lriple hélice.

En la regidn amino-terminal existc una zona en la que sc repile el triplete
(Gly-Pro-Hyp), scparada dc la repidn cenilral por un pequeiio segmento cn cl
cual la secuencia sc interrumpe, sicendo ¢sle c¢l punto de alaque para gue ba

peptidasa lo convierta cn coligeno (Becker el al., 1976).
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Otra caracteristica de estas regiones es la presencia de cisteina que salvo en
el colageno tipo III, no aparece en la regién colagenosa. Se han descrito puen
tes disulfuro en las cadenas pro-a (Fesslaer et al.,1973), quedando limitados
los puentes disulfuro in£ercadena a la regidén carboxilo-terminal (Byers et al.,
1975). En el dominio carboxilo-terminal también se ha detectado la presencia
de triptofano y heteropolisacaridos compuestos por manosa y N-acetil-glucosa
mina (Duksin y Bornstein,1977).

varias funciones biolégicas se han asignado al procolageno, es el responsable
de la correcta asociacidn intramolecular ¢ alineamiento de cadenas que facilij
ta la formacidén de la triple hélice, inhibe la fibrillogenesis intracelular,
facilita el transporte al espacio extracelular y, asociandose a moléculas de

colageno, se produce la égregacién apropiada para la formacién de la fibra.

Tabla II. Etapas y sistemas enzimiticos implicados en la biosintesis de colégeno

INTRACELULARES
—TRANSCRIPCION y TRADUCCION

—POSTRADUCCIONALLS . .
Prolil-4-hidroxilasa

Hidroxilacién de prolina y lisina | Prolil-3-hidroxilasa
Lisil-hidroxilasa
Galactosil-transferasa

Glicosilaciobn .
Glucosil-transferasa

Manosil-transfcrasa
Formacidn dc pucntes disul furo
Formacion de la triple hélice
Trunsporte al complicjo de Golgi
—5SECRECION
EXTRACELULARES
—Procolageno—— coliigeno Procoligeno-N-peptidasa
CFIBRILLOGENES TS Procolageno C-peptidasa

=IFORMACTON DIS ENTRECRUZAMIENTOS Lisit-oxidasa
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Kstudios inmunolégicos sobre la molécula de coligeno indican que la actividad
antipénica reside en ambas cadenas, 'Ily 02 en el colageno tipo I; depende del
mantenimiento de la estructura nativa pero también se produce reaccidén antigé

nica frente a coldgeno desnaturalizado. Beil et al. (1973) clasifican los de

terminantes antigénicos en cuatro grupos diferentes:

- No aparecen al inmunizar con coldgeno desnaturalizado, localizados en la zo
na central de la triple hélice, por lo tanto determinantes antigénicos con
formacionales (cuaternarios).

~ Desaparecen al tratar al coldgeno nativo con proteasa y son independientes
del estado del colédgeno. Aparecen inmunizando con coldgeno nativo o con ge
latina. Estdn localizados en la regién no helicoidal, en las regiones termi
nales de los telopéptidos y son determinantes secuenciaiés.

- Aparecen inmunizando con colédgeno tratado con protéasaso con colageno desna
turalizado, localizados en la regidén central de la molécula, en la zona de
la triple hélice bero son determinantes antigénicos secuenciales.

- 8i la molécula con la que se realiza la inmunizaci6n es procolageno, apare
cen otra serie de anticuerpos ademids de los que corresponderian a las zonas
antes mencionadas de la molécula de coligeno. Estos determinantes antigénicos
estdn localizados en este caso en las extensiones no colagenosas y son deter

minantes de secuencia y conformacionales.

Los principales determinantes antigénicos estan localizados en los telopépti
dos. La regidn central posee antigenicidad aunque menor (Steffen et al., 1968)
Inmunizando con coldgeno tipo I, los anticuerpos formados en un primer momento

reaccionan frente a las zonas carboxilo-terminales de las cadenas ay a,y

2
posteriormente se biosintetizan anticuerpos frente a la regi6n aminoterminal
de a,con la consiguiente disminucidén de los anteriores (Timpl et al.,1972).
El tamafio de los determinantes varia de 4 a 6 residuos, todos incluyen Lys-Gly

y dos incluyen un residuo de Tyr en posicién 2.La secuencia de la regibn amino-

terminal reconocida es: Tyr-Ser-Asp-Lys-Gly-Val-Ala-Gly (Furthmayr y Timpl,1972)
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EXTRACCION DE COLACENO DE TEJIDOS

"En condiciones fisioldbgicas, la molécula de colageno se encuentra en forma
insoluble, formando fibras. El procoligeno o las formas intermedias entre
el precursor y el coldgeno recién biosintetizados se pueden solubilizar mas
facilmente.

La seleccidén del método de extraccidén depende de la naturaleza del tejido y
en Gltimo término de los tipos de colégeno que contenga el tejido selecciona
do. El procedimiento utilizado, variacidén de condiciones experimentales como
temperatura, pH y fuerza ibnica, incidird en la extraccién. La interaccidn
del colégeno con otros constituyentes del tejido conectivo también condicio
nan el‘método experimental. Asi, por ejemplo, el hueso se debe desmineralizar
(Glimcher et al.,1966) o eliminar proteoglicanos del cartilago (Miller y lLun

de, 1973) antes de proceder a la extraccidn del coléageno.

Las caracteristicas estructurales de los dos grandes grupos, colagenos inters
ticiales y de basamentos membranosos, condicionan la seleccién del material
bioldégico,de acuerdo con el tipo de colageno que se desee aislar.

Para el aislamiento de colagenos intersticiales se seleccionan tejidos jéve
nes, en desarrollo (embriones, pieles fetales etc.) que permitan no sbélo la
obtencidén de la molécula de coléigeno ;ino también la de los precursores de €s
ta. En este tipo de tejidos estd incrementada la biosintesis de colageno y

las fibras no presentan muchos enlaces entrecruzados, que posteriomente, con
la maduracién del tejido aparecerdn, dificultando la extraccién de la molécula
de colégeno.

Otro tipo de tejidos utilizados en estos aislamientos son los procedentes de
animales a los que se les administra p -aminopropionitrilo, animales latiri
cos: Como consecuencia de la inhibicidn de la lisil-oxidasa por el p-aminopro
pionitrilo, estos aminales adultos contienen fibras de colégeno con poco entre
cruzamiento molecular, facilitdandose la extraccidén de colégeno.

Las peculiaridades estructurales o diferencias que se observan en el colégeno
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tipo IV y coldgeno tipo V con respecto a los coligenos intersticiales hacen
que los procesos de extraccidn en estos casos sean diferentes. En el aisla
niento de coligeno tipo IV, no se obtiene la molécula intacta, ésta se rc

compone a partir de los fragmentos obtenidos en digestiones con enzimas pro

teoliticas.

Los métodos generales de extraccidn se basan en la eliminacidén de diferentes

tipos de enlace que estabilizan la fibra de coldgeno. Se agrupan en:

- Eliminacidn de interacciones no covalentes con agentes que de una forma no
degradativa despolimericen la fibra de colédpeno, como es la utilizacidn de
sales neutras (0.15-1 M) (Jackson y Bentley, 1960) o tampones citrato o
4dcidos diluidos (Rauterberg y Kiihn, 1971). Estos métodos se basan en la
hidrélisis del enlace entrecruzado aldimina.

El pH es uno de los factores experimentales que se debe controlar mds,ya que
la extraccidén en medio 4cido o neutro puede conducir a la parcial proteoliv

sis, por enzimas endégenas , de la fraccidén de procolageno presente en el te

s
Jjido .

Estos métodos no degradativos se utilizan para extraer coldgeno tipo I. El
coldgeno tipo II,III ,IV y V son mas insolubles y se extraen mejor por di
gestidén con enzimas proteoliticas (Epstein, 1974).

Tratamientos con enzimas proteoliticas como pepsina o pronasa quc eliminan
la regidn de los telopéptidos donde residen los enlaces entrecruzados. La
regidén de la triple hélice se obtiene intacta, resiste la accidn proteoli
tica cuando la temperatura de incubacidn es menor a la de desnaturalizaciodn
del coldgeno (Borstein y Piez,1964).

Empleo de agentes desnaturalizantes como urea o c¢loruro de puanidinio en los
tampones de extraccidn conduce a una mayor accesibilidad del disolvente a la
matriz sbélida. lLa molécula dc coldgeno se desnaturaliza, obtenicndose gela
tina. Sales como cloruro calcico o sulfocianuro potdsico reducen la tempera

tura de desnaturalizacidn del colageno (von llippel, 1967) y también son apen
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tes utilizados en las extracciones.

Las caracteristicas quimicas tan semejantes de los coldgenos no hacen posible
seleccionar una técnica para extraer un solo tipo de colédgeno. La separacién
de los diferentes tipos de colédgeno, una vez obtenido el extracto de colégeng
se realiza por fraccionamiento salino, en dependencia del limite de precipita
cidén de los diferentes tipos.

Las técnicas cromatogrificas se utilizan también para la separacién de diferen
tes tipos de coldgenos y para la separaci6n de las distintas cadenas que compo

nen la molécula de colageno.
AISLAMIENTO DE COLAGENOS INTERSTICIALES

El material seleccionado es piel fetal bovina. El esquema de aislamiento (Es
quema 1) empleado es una modificacidn del método de Timpl et al.(1975).

El proceso de extraccidn de la molécula de coligeno es una extraccidn salina
con lo cual en este tratamiento se va a obtener coldgeno tipo I, tipo III y
también procolégeno; en este caso, por tratarse de piel fetal bovina, la mo
lecula de procoldgeno que se encuentra en mayor proporcidén es el procolageno
tipo III con solo la extensidén adicional en el extremo amino-terminal, el

pN III. Esto condiciona todo el proceso de preparacidén del material biolbdgico,
debc ser rapido, llevarse a baja temperatura y, una vez homogeneizado el mate
rial, se deben afiadir al tampdn salino de extraccidn inhibidores de las acti
vidades protedsicas que actuarian sobre moléculas de pN III convirtiéndolas

en colégeno tipo I[II.

El coldgeno cxtraido del tejido se separa de las proteinas solubilizadas en el
mismo tampin por medio de una precipitacidn salina a 2.5 M de Na Cl, precipita
cién que puede realizarsc con NaCl s6lido ya que lo que se persigue es preci
pitar la fraccién colagenosa total. La precipitacién de todos los tipos de co
lagenos presentcs se consigue tras la agitacién a 4°C durante un minimo de

4 horas.

El precipitado obtenido en esta etapa sirve como material de partida para la
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separacién de los distintos colédgenos, por lo cual el precipitado se resuspen

de y dializa a una concentracidén de NaCl a la que todos los coligenos son so
lubles. Esta etapa permite también eliminar proteinas no colagenosas insolu
bles ocluidas en el precipitado.

La separacidn de los diferentes tipos de coldgenos,una vez solubilizados, se
realiza por medio de precipitaciones fraccionadas en funcidén de la distinta
solubilidad de las moléculas( tabla III). Para evitar la coprecipitacidn, en
este caso, en el momento de realizar un fraccionamiento, no se utiliza NaCl
sbélido para la precipitacidén sino que la concentracién de NaCl se incrementa
adicionando al medio lentamente una solucién tampdn con NaCl 5 M. El tiempo
en esta etapa es por tanto un factor a considerar, utilizdndose normalmente

12 horas para la precipitacidn salina de un tipo de colégeno.

Tabla III.Diferencias en la solubilidad de distintos tipos de colageno.

Rango de concentracidén molar de NaCl requerido
para la precipitacién.

Tipo Origen pH acido pH neutro
I 'piel 0.7-0.9 2.6

I trimero piel 0.7-0.9 4.0

II cartilago 0.7-0.9 3.5- 4.4
111 piel fetal 0.7-0.9 1.5- 1.7
v placenta 1.2 1.7- 2.0

v placenta 1.2 3.6- 4.5

La primera precipitacidén fraccionada se realiza a 1.7 M de NaCl con lo cual
se consigue la separacidén del coligeno tipo I, con rango de fraccionamiento
de 1.7 a 2.5 M, que permanece en el sobrenadante; el colédgeno tipo III y el

procolageno III quedan en el precipitado.
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Piel fetal bovina
Tampdédn tris 0.05 M pH 7.4 NaCl 0.2 M (A)
con p-Clmercuribenzoato y PMSF (50 ug/ml)
Relacién 1:2 (peso tejido/vol. tampdn)

Agitacidn 2 dias a 4°C

Centringacién 1h a 17000 rpm

Tejido residual Shte

Precipitacidn con NaCl sélido a 2.5M
Cer.trifugacién 1h a 17000 rpm

Sbte Ppdo
Proteinas no {colagenos tipos: I,III y pN III)
colagenosas N Redisolucién en tampén A

Didlisis frente a tampdn A

Centrifugacién 1h 17000 rpm

Precipitacién con NaCl 5M en tris 0.03M
- pH 7.4 a 1.7 M en NaCl

Centrifugacidén 1h a 17000 rpm

(tipos III y pN III) (tipo I)

Precipitacidén a 2.5 M

Didlisis frente a tampdn
con medio C

tris 0.03 M pH 8.4,urea 2.0M

entrifugacién
Didlisis frente a tampdn 1h 17000 rpm
tris 0.03 M pH 8.4,urea 2.0M s Pod
, e
NaCl 0.02 M (tampon B) — pee
Didlisis
DE-52 Acll 0.1 M
equilibrado en
4 , Liofilizacién
tampon B IC I i !
. . oldgeno tipo
Tratamiento a 42C geno P
retenido excluido Eliminacién de
(pN III) (Tipo III) proteoglicanos
Gradiente NaCl 0.02-0.2M Dislisis AcH 0.1 M en cromatogra

fia en DE-52

I Liofilizacidn

Elucibén pN III  DE-52
regeneracidn

Didlisis AcH 0.1M

e .. Colageno tipo 111
LlOflllZﬁClon £ P

Procoldgeno
tipo III

Esquema n2l. Aislamiento y purificacidn de colagenos intersticiales.
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El coldgeno tipo I se obtiene precipitando el sobrenadante anterior a 2.5 M
de cloruro sédico. El sedimento tras dialisis en 4cido acético 0.1 M se lio
filiza y se conserva a -202C. Este colageno tipo I, obtenido sélo por preci
pitacion salina tiene color grisaceo, debido a la presencia de azucares, mu
copolisacdridos y proteoglicanos.Estas moléculas pueden ser eliminadas en
una cromatografia de intercambio iénico, en condiciones experimentales seme
jantes a las descritas para la separacidén del coldgeno tipo III y procolige
ho tipo III.

El precipitado 1.7 M,conteniendo coldgeno tipo III y pN III,se redisuelve en
el tampén original y se reprecipita a 1.7M. Esta reprecipitacidén es necesaria
para eliminar totalmente el colégeno tipo I, componenfe mayoritario del teji
do y que posee propiedades cromatograficas similares a las del tipo III, ya
que contaminaria en las etapas posteriores de purificacibn al coldgeno tipo

III.

El precipitado conteniendo solamente coldgeno tipo III y procolageno tipo III
se dializa frente al medio en el que se va a realizar la primera etapa croma
tografica, tampdén tris 0.03 M, NaCl 0.2 M y urea 2.0 M. La urea es necesaria
ya que el coldgeno a baja fuerza ibnica puede precipitar y en esta etapa
avanzada de la purificacidén no quedaria soluble tras la didlisis. La concen
tracién de urea no modifica la estruct;ra de la molécula de colégeno, se ne
cesitan concentraciones mucho mas elevadas de agente desnaturalizante para
que se produzca la desnaturalizacidén de la molécula de colégeno.

La primera etapa cromatografica se utiliza para eliminar contaminantes no co
lagenosos. El coligeno en estas condiciones no queda retenido en la resina, no
interacciona con el DE-52 y si lo hacen otros componentes no colagenosos, por
ejemplo y por citar sélo uno de los componentes del tejido conectivo, los pro
teoglicanos que acompafian al colidgeno en todo el proceso de extraccidn salina
quedan retenidos en la resina cromatografica.

La parte no retenida en el DE-52, fraccién conteniendo colédgeno tipo III y

procolageno tipo III se dializa frente a tampdn tris 0.03 M, urea 2.0 M,
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NaCl 0.02 M ya que la separacién del coligeno tipo 1II y el pN I1II se va a
basar en la diferente interaccién de éstos con una resina de intercambio
iénico.

Con el tampén de didlisis-se equilibra la columna de DE-52 y se carga la mues
tra. Durante el proceso ei flujo de la cromatografia puede disminuir debido

a que las muestras son muy viscosas. Después de la carga y lavado, cuando la
absorcidén a 224 nm es nula, se aplica un gradiente lineal de NaCl entre 0.02
y 0.2 M de NaCl en el tampdn tris.

El diagrama de esta cromatografia estd representado en la figura n@l.

A 224 nm,

GRADIENTE

T
20 40 80 soN® fraccion

Figura n® 1.Perfil del eluido de ia cromatografia en DE-52 (5 x 20 cm),
equilibrada en tampén tris 0.03 M, urea 2.0 M, NaCl 0.02 M pH 8.4. La
elucién se realiza con un gradiente lineal de cloruro sédico entre los
limites 0.02 y 0.2 M.

Las fracciones de la parte excluida en la cromatografia corresponden a coléa
geno tipo III y en el gradiente se eluye el procoligeno tipo IIl. Por la na
turaleza del tejido o por el proceso de extraccidn, en el gradiente aparecen

otras fracciones (minoritarias), ademas del pN III. Estas corresponden a pro
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colapenos que contienen en distinta extensién la regidn amino-terminal y

aparecen como productos de degradacién de proteasa intracelulares.

Alicuotas de cada etapa de purificacidn se dializan frente a acido acético
0.1 My liofilizan para realizar una electroforesis en gel de poliacrilami
da en presencia de dodecil-sulfato sbédico (SDS) que en estos procesos es la
técnica empleada como criterio de pureza. En la figura n® 2 se puede observar

la movilidad relativa de las cadenas que constituyen la molécula de colageno.

Tipo I Tipo III pN III

- + - + - +

- B11
Bia

114(1)
pro- «a (111}
ul(I), a (111)

Figura n® 2. Diagrama de una electroforesis en gel de poliacrilamida (4.5%)
en presencia de SDS.Muestradesnaturalizada por la accidn del detergente y la
temperatura (-). Muestra en las mismas condiciones pero en presencia de Z-mer
capto-etanol (+).

El tratamiento con 2-mercapto-etanol no modifica el diagrama electroforético
del colageno tipo I y en él se observa la presencia dc las dos cadenas a guc
componen dicha molécula. Aunque las dos cadenas ”J(l) y @ 2(I) tienen ¢l mis
mo peso molecular (95 000), se observa un comportamiento elcclroforético anor
mal. La electroforesis se realiza en presencia de Sb$, por Lanto c¢n funcidn
del peso molecular pero las cadenas  se separan por la prescncia de hidratos
de carbono que modifican la interaccidn con el detergentce. Tambicn se pucde
indice de la presen

observar laexistencia de¢ componentes g , By Y /slq ,
o

cia de enlaces entrecruzados covalentes, ya quc ¢l aislamiento de esta moléeu
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la se realiza mediante una extraccién salina. Si en el proceso de extracciodn
se utiliza una enzima proteolitica, la zona de los telopéptidos que contienen
los enlacves entrecruzados se hidroliza y no aparecen en gran proporcidn estos
componentes- de peso molecular elevado.

El coligeno tipo III y pN III quedan en la parte superior del gel, la movili
dad electroforética de ambos coligenos es pequefia ya que la molécula presenta
como caracteristica propia la presencia de puentes disulfuro en la regién car
boxilo terminal. Al reducir con 2-mercapto-etanol el colageno tipo III apare
ce somo una banda en la posicién correspondiente a las cadenas « , la o (III).
Comparando la movilidad de esta cadena con las del coldgeno tipo I, se obser
va que la movilidad electroforética de la cadena «(III) es semejante a la
de la cadena ul(I). La cadena pro- « tiene una movilidad inferior a las de
las cadenas @ (I) o o (III).La molécula de procoligeno se aisla o solubi
liza como tal,lno forma fibras y por lo tanto no posee enlaces entrecruzados,

no observandose en este caso la presencia de comporentes p o p .

Caracterizacién de colageno tipo 1I.

L.a separacidon de los distintos compone:xtes en funcién del tamafio molecular se
realiza mediante una cromatografia de penetrabilidad en Agarosa 5.0m. El dia

grama de elucidn se puede ohservar en la figura n23.

1.5 -

Az225nm

0.5

40 50 ' 60 ' % ' 80 j 50 i 100 N2 fraccidn
Figura n3. Perfil del e¢luido en la cromatografia en Agarosa 5.0 m (4 x 150 cm)
Elucién en tampdn tris 0.03 M pil 7.5 conteniendo CaCl2 1 My azida sédica al
0.002%.
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Los componentes de mayor peso molecular, polimeros y componentes.y eluyen en
primer Tugar (fracciones 45-60). Entre las fracciones 72-82 eluyen los compo
nentes ﬁlly plz. En Gltimo lugar eluyen las cadenas ﬂl(I) N (YZ(I) en un

solo pico. La separacidén se realiza en presencia de iones calcio para evitar
la renaturalizacidn del coldgeno que previamente se desnaturaliza termicamen

te.

La separacién de las cadenas que componen la molécula de coligeno se efectua
por cromatografia de intercambio idnico, utilizando como soporte cromatografi
co carboximetil-celulosa. La muestra se desnaturaliza termicamente para sepa
rar las cadenas @, y (rzy todo el proceso cromatogréfico se realiza a 45°C.
El orden de elucidn en esta cromatografia es: cadena (rl, componentes ﬁlI’

componentes BysY cadena uz(figura ne4).

. 20
[
e
o
«
L]
<
1.5 ~
GRADIENTE
1.0
0.5

T T Y T

* 10 20 30 40 50
N2 fraccion
Figura n%4. Diagrama de elucidn de la cromatografia en carboximetil-celulosa
del colégeno tipo I ( ) ¥y mezcla de cadenas ohtenidas en la cromatografia
en Agarosa 5.0m ( - - - ).
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La mucstra se disuelve en tampén acetato 0.04 M pH 4.8 conteniendo urea 2M y
la desnaturalizacién térmica se consigue manteniendo la muestra a 459C duran
te 30 minutos.Los polimeros y componentes no aparecen ya que no se solubili
zan en estas condiciones.

La elucion se efectua con un gradiente lineal de cloruro sédico entre 0.01 y
0.1 M en el tampdn acetato. Las fracciones correspondientes a la cadena « 1(I)
absorben mds que las de las cadena o 2(I) no por una diferente composicidén en
aminodcidos aromiticos sino porque la concentracién de éstas es doble, ya que

la estequiometria de la molécula es « 1(I): & 2(I) = 2:1.

Las medidas de desnaturalizaci6n térmica se realizan disolviendo el coligeno
en tampén citrato 0.025 M pH 3.9 a una concentracién comprendida entre 0.5 y
1 mg/ml a temperatura ambiente. La temperatura en el polarimetro se incremen
ta constantemente ,129C en una hora,midiendo la rotacién 6ptica cada 15 minu

tos.

La temperatura de desnaturalizacion para el colageno tipo I es 37.49C (figura

nes5).

- Ca] 4053

¥ | | T T )
25 30 35 40 a5 50 55 &0

temperatura °C

El conovimiento del valor de la rotacién optica a 405 nm permite calcular la
concentracion de una solucidén de coldgeno ya que estos valores estdn relacio

nados por las ecuaciones (I) para la molécula de coligeno en estado nativo y
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(I1) para la molécula de coligeno desnaturalizada.

(I) (II)
(mg/ml )= _ Lot 1000 {mg/ml )= _laJ 1000
1040 360

La microscopia electrénica es utilizada en la caracterizacién de las moléculas
de coléageno para conocer la forma de éstas, longitud y tipos de enlaces entre
cruzados. El colageno tipo I aparece como una varilla con solo puntos de fle
xibilidad en la regidén de los telobéptidos. La molécula de procoligeno presen
ta en los extremos zonas globulares, correspondientes a los extremos amino y
carboxilo-terminales.

La técnica SLS especifica para colageno permite establecer homologias entre la
secuencia de aminodcidos de los distintos tipos de coligeno, especificamente
sirve para determinar la distribucién de aminoidcidos polares. La adicidn de
ATP a una eolucidn dcida de coligeno provoca la agregacidn lateral y paralela
de las moléculas de colageno, formando segmentos alineados. Despues de tefiir
con acetato de uranilo,que se une a aminoacidos écidos/o acido fosfotungsti
co,que se une a amincacidos basicos, se obtiene un diagrama de bandas alternan
tes claras y oscuras. Las regiones oscuras son localizaciones de aminoicidos
polares y las bandas claras regiones con aminodcidos neutros.

La secuencia de aminodcidos, por lo tanto el tipo de colédgeno,determinara el
diagrama obtenido. Una banda caracteristica para el coldgeno tipo I es la

llamada banda m y para el colageno tipo III la banda n (figura n%6}.

N '

Tipo I

Tipo III

T t
n m

Figura n¢6.Diagrama SLS :(segment long spacing) de coldgeno tipo I y colégeno
tipo III. Solo se representan las diferencias mis significativas de todo el
diagrama.
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La composicidn de aminodcidos de los coldgenos intersticiales aislados de
piel fetal bovina: tipo I, tipo III y procoligeno tipo III, se recogen a

continuacién.

Tipo I Tipo III p N III
4- Hyp 89 119 111
Asp 43 47 54
Thr 13 16 18
Ser 35 48 50
Glu " 80 71 75
Pro 141 106 110
Gly 341 341 321
Ala 125 95 87
val 19 16 19
Ile 9 14 17
Leu 22 18 20
Tyr 4 4 6
Phe 13 9 9
His 3 7 8
Hyl 5 7 6
Lys 33 28 27
Arg 52 45 44
Cys 1 10

Los resultados se expresan como residuos/ 1000 aminoicidos Llras una hidrol
sis con HCl 6N durante 24 horas. Se pueden observar lodas las caracteristi

cas de la composicidén de aminodcidos anteriormenie ya comenladas.
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AISLAMIENTO DE COLAGENO TIPO IV

La insolubilidad de los basamentos membranosos, donde se encuentra este tipo
de colégeno,.hace necesario recurrir a un procedimiento diferente para extraer
la molécula de colageno. Los distintos puntos de flexibilidad creados en las
regiones no colagenosas, en los que la secuencia del triplete Gly-X-Y queda
alterada por la inclusidén o deleccién de algin aminodcido, hacen que las carac
ferfsticas del colageno tipo IV sean diferentes a las de otros tipos de colage
nos (Glanville y Rauter, 1981) y este hecho es la base del proceso de extrac
cién.

La solubilizacién del colageno se efectua en este caso con la ayuda de una en
zima proteolitica, la pepsina. La diges?ién con pepsina solubiliza del basamen
to membranoso al colageno tipo IV, pero la accidn proteolitica recae en dife
rentes puntos de la molécula, obteniéndose por tanto,no una molécula intacta
sino fragmentos colagenosos pertenecientes a la molécula de colageno tipo IV.
A partir de la caracterizacidén de todos estos fragmentos obtenidos se recompo
ne la hipotética estructura del colageno de basamentos membranosos.

El proceso de extraccidn seguido es una modificacidén del método descrito por

Glanville et al (1979) y queda recogido en el esquema ne22.

El medio en el que sc¢ realiza la extraccidn, ya que el pH 6ptimo de actuacidn
de la pepsina es 4cido, es acido férmico 0.5 M o 4cido acético 0.5 M. El tiempo
dptimo de digestidén se fija en 16-20 horas a 4°C.

La presencia de zonas sensibles al atuue proteolitico de esta estructura sin
gular hace necesario un control de todas las condiciones de digestién: tiempo,
temperatura y cantidad de enzima proteofitica. En condiciones drasticas, a
20eC,digiriendo el tejido durante 20 horas y con una relacién 1/10 de tejido/

pepsina, el colageno tipo IV se llega a degradar totalmente.

El extraclo de coldgeno se precipita con cloruro sédico al 10% eliminando asi
proteinas no colagenosas que hayan resistido la accién de la pepsina.

En la etapa siguiente, al igual que en el esquema anterior, selleva acabo una
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Placenta (lavada con AcNa 0.4 M)

Trituracidn

Suspensién en acido férmico 0.5 M (1:3 p/v)
Digestibén con pepsina 1/2000 {(p/v)
Agitacién 16-20 horas a 42°C

Centrifugacion 1h a 17000 rpm

Tejido residual Ppdo
(Coldgenos tipos: I,11I1,1V y V)

Redisolucidn y dialisis en
tampdén tris 0.03 M pll 7.4
NaCl 0.2 M

Centrifugacién 1h a 17000 rpm

Shte

Ppdo
(tipos II1 y IV ) (tipos T y V)

Redisolucién en tampdn
tris 1 M pH 8.0

Reduccidén con 2-mercapto-etanol
0.02 M en atmbsfera de N2

Carboximetilacién con
iodoacetato

bialisis frente a acido formico
Digestidén con pepsina (16 horas a 4°C)
en iguales condiciones a la 12 digestidn

Precipitacién con NaCl sélido
al 6%

Centrigugacién 1h a 17000 rpm

Ppdo ) Sbte




Ppdo

Dialigis frente a tampbn tris
0.03 M pH 8.4, urea 2.0 M,NaCl 0.2 M

DE-§2-

Tratamiento a 49C

Fraccién ne retenida

!

Didlisis Dialisis en tampbn
AcH 0.1 M tris 0.03 M pH 7.6, NaCl 0.2 M
Liofilizacién " Desnaturalizacién térmieca

’ o
TIPD IV 3 horas T 45 eC

Precipitacién con NaCl a
3M (452C)

|
Centri acién 1h 17000 rpm

Ppdo Sbte
Di4lisis Acl 0.1 M

Liofili%acién

TIRO IV

Esquema n? 2.Aislamiento de coldgeno tipu IV de placenta humana.
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resuspension de la fraccidn colagenosa para proceder a la precipitacidn frac
cionada. Ya que el precipitado proviene de una precipitacidén en medio acido

y la resuspensién se realiza a pH neutro, es necesario un control del pH del
medio en esta etapa ( pH a 7.4) debido a que los limites de precipitacidén son
dependientes del pH {tabla n? 3). De este modo también se consigue la elimina
cidén de contaminantes que sean insolubles en medios neutros.

Por la naturaleza del material biolégico, ademds de colageno tipo IV, se en
cuentran aunque en menor cantidad los colagenos tipos I,III y V.La separa

cidén inicial se realiza por precipitacidn fraccionada.

En el precipitado 1.8 M se encuentran los coldgenos tipo III y tipo IV. En el
sobrenadante de esta precipitacién los colagenos tipos I y tipo V, que se se
parardn seg(n se indica posteriormente por precipitacidn salina, ya que este
sobrenadante es el punto de partida para el aislamiento del colageno tipo V.
Los rangos de precipitacidén del colageno tipe IV y colageno tipo III son simi
lares, la separacion de ambos colagenos no estard basada por tanto en diferen
cias de solubilidad.

El procedimiento que se sigue para lograr esta separacién consiste en una re
duccidn con 2-mercapto-etanol, en atmésfera de nitrdgeno,de los puentes disul
furo del colageno tipo III y posterior carboxilacidn de los grupos tidlicos
con iodoacetato. Al romper los puentes disulfuro e impedir la posibilidad de
unz nueva reoxidacién con la reaccibn o bloqueo de los grupos con iodoacetato,
se provoca una distorsién en la molécula de colédgeno tipo II} haciendo que la
estructura sea sensible al ataque proteolitico.

El iodoacetato en exceso se elimina del medio por una diilisis frente a acido
férmico 0.5 M, preparando de este modo también el medio para la digestidén con
pepsina.

La Gltima etapa del aislamiento es una precipitacidén con cloruro sddico al 6%.
Sin embargo,es necesario incluir otra serie de tratamientos para separar la

posible contaminacidn de coldgeno tipo III si no se ha producido en toda su
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extensidn la reaccidén de reduccidn y carboximetilacién. Estos tratamientos
consisten en una etapa cromatogrdfica y una desnaturalizacién a 45°C. La di
ferencia de estabilidad térmica entre el colageno tipo IV y III, que a esta
temperatura esta totalmente desnaturalizado,es lo que permite la ulterior

separacidén del coldgeno tipo IV por precipitacién salina.

Caracterizacién de colégeno tipo IV

La disociacién del colageno tipo IV en los componentes que integran esta es
tructura se realiza en presencia de cloruro calcico ¢ von Hippel, 1967). En
dependencia del tiempo de redisolucidn en un medio que contenga calcio, el
colageno tipo IV se disocia en distinto grado. Esta disociacién puede ser ob
servada en cromatografia de penetrabilidad en Agarosa 5.0 m. Un tratamiento
incompleto o redisolucidn rdpida conduce al perfil cromatografico (- - -) de
la figura n? 8, perfil que varia considerablemente cuando la muestra se diso

cia lentamente, a tiempos largos de contacto con el medio que contiene calcio.

A220 nm.

o
L

0.5

L U .y L) A 1 g
[ 70 8 9 100 e
40 so 0 o ° N2 fraccion

Figura n° 8. Perfil de elucién del colageno tipo IV en Agarosa 5.0 m(4 x 150 cm)
Elucién en tampdén tris 0.03 M pH 7.5, CaCl_ 1 M y azida -sddica 0.002% . Diso
ciacidén rédpida ( - - - }; disociacidén lenta (——).
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El colégeno tipo IV de placenta humana estd compuesto por dos cadenas polipep
tidicas (Yl(IV) y HZ(IV) de pesos moleculares 95000 y 70000 y otros componen
tes de elevado peso molecular. La reduccién del colédgeno tipn IV provoca la
aparicién de una serie de componentes proteicos de diversos pesos moleculares
que provienen de los polimeros. de elevado peso molecular (figura n29).

En la cromatografia en Agarosa se separan en una primera fraccidén los compo
nentes de peso molecular elevado en un pico asimétrico y posteriormente elu
yen las cadenas « . El volumen de elucidén de la cadena rxl(IV) es el corres

pondiente a la cadena (rl(I).

La movilidad electroforética del coldgeno tipo IV y las fracciones obtenidas

en la cromatografia en agarosa se representan en la figura n? 9.
Fracciones

Tipo I Tipo IV

|
+
1
+
1
+
|
+
|
+

‘e
=

Figura n? 9. Diagrama de una electroforesis en gel de poliacrilamida (4.5%)

en presencia de SDS. Muestra desnaturalizada por la accibn del detergente y

la temperatura (-). Muestra en las mismas condiciones pero en presencia de
2-mercapto etanol (+).

La movilidad electroforética de los componentes elementales 111(IV) v {yz(lv)
no se modifica en el proceso de reduccidén., El cambio observado en la reduccién

del colageno tipo IV es debido a la reduccidn de los polimeros de elevado

peso molecular (fraccidn 1).

Las curvas de desnaturalizacidn térmica del colédgeno tipo IV difieren de las
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obtenidag para otros coligenos. Se calculan dos temperaturas de désnaturali
zacibén. Una centrada a- los 372C, correspondiente a la desnaturalizacidén de
la triple hélice y otra a los 702C que corresponde a la desnaturalizacién
del componente de peso molecular elevado.

Por microscopia electrdnica las diferencias de este coldgeno con los inters
ticiales también se ponen de manifiesto. Se obtienen distintos diagramas de
bandas al obtener los "segment 1ong spacing'. La molécula de coligeno tipo
IV vista al microscopio electrénico presenta un aspecto peculiar. En la figu
ra n? 10 se representa el colédgeno tipo IV. Este colégeno estélconstituido
por mis de una triple hélice, cuatro triples hélices se asocian para compo
ner la molécula en una estructura superior que en orden equivale a la forma
cibén de fibras en los colégenos intersticiales. La asociacién en ciertas lo
calizaciones de cuatro hélices capacit; a este colageno para formar una red o

Colageno t;po o 2 \:/ \.—_/ \—_—:_/

7/
Colégeno s 75 £ .

W X Dominio Lo : Nc-2
30 nm e 330 nm ‘

96 nm
. »

4p'L

Figura n? 10. Estructura de la molécula de colégeno tipo IV.

La asociacidn de cuatro hélices se localiza en la zona de la molécula denomi
1
nada "dominio 75", El dominio no colagenoso 1 { ''NC-1") daria cuenta de la aso

ciacibn entre dos triples hélices para generar la matriz tridimensional.
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Ademas de este dominio globular, préximo a la regién 7S existe otro dominio
no colagenoso,también globular, el ''NC-2", que confiere a la molécula en esa

regi6én una amplia flexibilidad (Timpl et al.,1982).

AISLAMIENTO DE COLAGENO 7S

La porcidn colagenosa aislada de placenta humana denominada colégeno 7S posee
una zona central con un gran nimero de entrecruzamientos y unos brazos o cade
nas en triple hélice (Figura n210). La extensidn o longitud de los brazos con
fieren heterogeneidad a la molécula, dando origen a distintos tipos de colage
nos 7S que diferirdn en su tamafio molecular. Este coligeno corresponderia a la
zona de unidén de las cuatro triples hélices que forman el colageno tipo IV.
Como parte de la molécula de colageno tipo IV o como componente calagenoso de
la placenta, cl esquema indicado para extr;er el tolageno tipo IV, es el eri
gen de este aislamiento. La obtencién de las distintas especies moleculares
serd resultado de la metodologia empleada en el aislamiento.

La fraccién colagenosa total se conserva dializando frente a acido acético

0.1 M y liofilizando. El liofilizado conservado a -202C se utiliza para compa
rar el efecto de las digestiones con pepsina y colagenasa y diferentes condi
ciones de tratamiento proteolitico.

El liofilizado redisuelto a temperatura ambiente en Acido férmico durante una
noche, eliminando la parte no solubilizada por centrifugacidn,se digiere con
pepsina. El tiempo de tratamiento en todos los casos es de 16 horas,variando
las relaciones pepsina /muestra ( 1/10 y 1/100) y la temperatura de incubacién.
Finalizada la digestidn, con una didlisis y liofilizacién se obtiene el mate
rial digerido. La comparacién se puede establecer por electroforesis en gel de
poliacrilamida o por cromatografia de filtracidn en gel.

El incremento de la relacién de pepsina de 1/100 a 1/10 en la incubacidn no
afecta cuando la temperatura es.de 45°C, sin embargo a 30°C se obﬁerva una de
gradacidén de la cadena az(I) asi como de los componentcs de ‘elevado peso mo

lecular, reflejada en un pequefio incremento de la movilidad electroforética y
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nitidez de la banda.

El interés en este caso se centra al observar las variaciones ejercidas al mo
dificar la temperatura de incubacién. En las muestrs tratadas a 20 y 30eC, se
observa la presencia de bandas en posiciones correspondientes a las cadenas
de colageno tipo I, tipo V y componentes de elevado peso molecular que dan
cuenta de la presencia de colageno tipo III y tipo IV.La presencia de coléage
no tipo IV se aprecia en la muestra reducida, por la aparicidén de las multi
ples bandas caracteristicas de este colageno.

A 37°C se produce un cambio sustancial en el patron electroforétice. Los compo
nentes correspondientes a coldgeno tipo I ,tipo V y tipo III desaparecen, per
maneciendo solo la banda correspondiente al dominio 7S. Esto es un reflejo de
la estabilidad térmica de los distintos coldgenos. A 379C, temperatura proxi
ma a la de desnaturalizacién, las moléculas pierden la estructura en triple
hélice que le confiere resistencia al ataque proteolitico. Los colégenos in
tersticiales y coldgeno tipo V pierden esta propiedad, haciendose sensibles
a la pepsina y por tanto degradados.

La estructura del coligeno tipo 7S, reflejada en la diferente curva de transi
cién térmica, se mantiene a esa temperatura presentando resistencia al ataque
proteolitico. Es necesario desnaturalizar a 70°C el dominio 7S para que pueda
ser degradado totalmente,como en el caso de los coldgenos intersticiales, por
la pepsina. No obstante, el incremento de la relacidén pepsina/tejido en el
tratamiento a 45°C conduce a un desdoblamiento de la banda de peso molecular
elevado, en dos bandas no totalmente diferenciadas, indicando la posibilidad
de obtener por tanto diferentes estructuras en dependencia de la relacidén co
lageno/pepsina.

El medio de incubacién para la digestidn con colagenasa es tampdn tris C.02 M
pH 7.6, NaCl 0.2 My CaCl2 10 mM. Se procede como en el caso anterior pero an
tes de afiadir la colagenasa de bacterias se desnaturaliza al muestra a 459C.
La incubacién enzimitica se realiza a esa temperatura y se varia la cantidad

de colagenasa en el medio.
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El componente de mayor peso molecular, a medida que se incrementa la concentra
cién de colagenasa, se degrada convirtiéndose la banda neta en difuminada , IE
dice de una pérdida de peso molecular y la consiguiente aparicién de una estruc
tura no homogenea. La evolucién del dominio 7S hacia otros componentes queda
también de manifiesto en los geles reducidos. El correspondiente al -control de
la muestra presenta las bandas caracteristicas del coldgeno tipo IV, mientras
que en el tratamiento con colagenasa se obtiene una estructura mas resistente

a la reduccidén con 2-mercapto-etanol.

Las diferentes estructuras obtenidas con las digestiones con pepsina y colage
nasa de bacterias se han estudiado también por cromatografia de filtracién en
gel. La elevada resolucidn requerida se obtiene con una columna de Agarosa
5.0m (5 x 150 cm), equilibrada en tampdén tris 0.03 M pH 7.0 con CaCl2 1 M.

La calibracién de la columna se realiza eluyendo colageno tipo I. Los resulta
dos obtenidos en estas cromatografias se recogen en la figura n2ll. Sélo se
comparan cuatro muestra,y el control utilizado para la digestidén con colagena
sa,se utiliza de control para comparar las variaciones que se producen en los
tratamientos proteoliticos.

El diagrama de elucidn presenta un primer pico con un maximo en la fraccidn 47,
correspondiente a polimeros de elevalo peso molecular, otro centrado en la frae
cibn 68 que corresponde a coligeno tipo IV y a partir de la fraccién 100 elu
yen una serie de componentes con una amplia distribucién de pesos moleculares.
En las Gltimas fracciones predominan los de peso molecular bajo, correspondien
tes a productos de degradacién de la digestidn inicial de la placenta con pep
sina.

En las siguientes cromatografias se observa la transformacién del control. Los
polimeros de elevado peso molecular permanécen en las digestiones con pepsina
1/10 a 379C y 1/100 a 459C, sin embargo desaparecen totalmente en ¢l caso de
realizarse el tratamiento-a una relacién 1/10 y 45¢C.

El interés de la comparacidn se centra en las zonas cromatogrificas de elucién

entre las fracciones 60-90. Se observa la transformacidén del control, desplaza
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miento del miximo de la fraccibén 68 hacia volumenes superiores (tabla n2IV),
incrementandose esta diferencia cuando el tratamiento proteolitico se desarro

lla en condiciones mas drasticas.

Tabla IV. Modificacién del volumen de elucidén de la fraccidn correspondien
te al dominio 7S en distintos tratamientos.

Tratamiento Fracciones Maximo a 220 nm
Control 62 - 74 68

Digestién con pepsina

1/10 a 379C 65 - 83 73
1/100 a 45°C 71 -~ 87 80
1/10 a 45°C 75 ~ 87 83

AISLAMIENTO DE COLAGENC TIPO V

El coldgeno tipo V se ha aislado de placenta humana. Las primeras etapas son
comunes al aislamiento del coldgeno tipo IV, hasta la precipitacidén con clo
ruro sédico a 1.7 M. En el sobrenadante de dicha precipitacién se encuentra
el colageno tipo 1,acompafiando al colageno tipo V.Ambos se peuden separar por
una precipitacidén salina basandose en ¢l diferente intervalo de precipitacién
(tabla ITI1) segln el esquema no3,

Las movilidades clectroforéiicas de las cadenas que componen el colageno tipo
V son menores a las del coldgeno tipo I. Esld compuesto por dos tipos de cade
nas , llamadas % ](V) y « 2(V) o Ay B, en estequiometria ABZ’ siendo
la movilidad de la cadena A superior a la de la B.

La eleclroforesis de la fraccidon denominada tipo V presenta una caracterfsti
ca diferencial del clasico coldgeno tipo V. Se ha descrito la presencia de
una banda que acompafia a estas dos, la denominada banda C o JYS(V). El colé
geno Llipo AB2 se aisla cuando se utiliza como material biolodgico de extrac

¢ion parte de la placenta humana, las membranas amnion y corion (Sage et al.,
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Placenta
ipestidén con pepsina
recipitacién con NaCl al 10%
entrifugacién 1h a 17000 rpm

Ppdo (Colédgenos I,III,IV y V)
Redisolucién y diilisis en

tampén tris 0.05 M pH 7.4,NaCl 0.2 M

Precipitacién con NaCl 5M
tris 0.05 M pH 7.4 (tampén B)
al.7M

Centrifugacién 1h 17000 rpm

Ppdo Sbte (Colagenos tipos I y V)
(Colagenos tipos Precipitacién con B hasta
III y IV) 2.5 M

Centrifugacién 1h 17000 rpm

Sbte Ppdo

Precipitacidn a 4M con TIPO I
NaCl sélido

Centrifugacién 1h 17000rpm

do Sbte 4 M

Redisolucion” en tris
0.03 M pH 7.4 NaCl 2M
Centrifugacién

1h 17000 rpm

Redisolucién y didlisis en tris 0.05 M
pH 7.4, NaCl 0.2'M

Precipitacién con B a 3M de NaCl

Centrifugacién 1h 17000 rpm

Ppdo Sbte Ppdo 3M Sbte
Precipitacién con B ) l »
a3 M Precipitacién a 4 M
- con NaCl
Ppdo Sbte
B . Centrifugacién
NaCl sélido a 4 M Sbte Ppdo
' Centrifugacic’m :
TIPO V
Sbte . Ppdo

Lsquema n® 3. Aislamiento de coldgeno tipo V.
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1981). Si en la experimentacién se utiliza placenta humana a la que sélo se
le elimina el corddén umbilical (contaminacién de coligeno tipo II), la cadena
C aparece en las preparaciones.

En el material utilizado para el aislamiento de coldgeno tipo V,placenta huma
na aparece la cadena C, por tanto el trabajo con este tipo de coldgeno se ceﬂd
tra en un intento de explicar cual puede ser la relacidén de esta cadena con
las normales caracterizadas para el coligeno tipo V, las cadenas A y B.

Segln las conclusiones publicadas por Rhodes y Miller, las tres cadenas se en
cuentran en relacién 1:1:1 por los resultados obtenidos en electroforesis en
gel de poliacrilamida. Asi, se podria-afirmar la presencia de dos tipos de
moléculas de colégeno tipo V, AB, y ABC. Sin embargo, en las electroforesis
realizadas se ha observado que la intensidad de la banda correspondiente a la
cadena C es menor que la de las otras cadenas y con una movilidad electroforé

tica semejante a la de la cadena B.

La presencia en este precipitado,3-4 M de cloruro sédico, de polimeros de ele
vado peso molecular asi como de un componente no descrito de bajo peso molecu
lar que acompafian al coligeno tipo V indujo a introducir nuevas etapas en la

purificacidn de este colageno.

Siguiendo la metodologia empleada por Benzt et al.(1978), se procede a la uti
lizacidn de métodos cromatograficos para separar los polimeros. Los resulta
dos obtenidos en las distintas cromatografias realizadas a 15°C en columna

de DE-52 se recogen en la figura n212. La elucidén se realiza con un gradien
te lineal de cloruro sddico entre los limites 0.02 a 0.32 M en tampén tris
0.05 M, pH 8.5 y urea 2 M.

En esta separacion cromatografica no sélo se eliminaﬁ los polimeros, sino
tambien se puede conseguir separar la proteina de bajo peso molecular. En
las fracciones excluidas aparéce el coldgeno tipo V desnaturalizado. las ca
denas A,B y C se eluyen en las primeras fracciones del gradiente. En la segun

da zona cromatografica se encuentra el componente de bajo peso molecular y por
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Gltimo ;iu&en los polimeros de alto peso molecular. Los proteoglicanos que
acompafian al colédgeno se retienen fuertemente en la resina y se eluyen pos

teriormente en el proceso de regenerado del DE-52.

1.0

J T T T
40 50 60 70 80 0 100

N2 fraccidn
Figura r® 12. Perfil del eluido de la cromatografia en DE-52 (2.5 x 25 ¢m),
equilibrada en tampén tris 0.05 M pH 8.5, urea 2.0 M y NaCl 0.02 M.Elucién
con un gradiente lineal de NaCl de 0.02 a 0.32 M.

La movilidad electroforética del coldgeno tipo V y de las fracciones obteni

4 . : [y “ ) v .
das en la cromatografia de intercambio iénico se representan en la figurd 13.

Tipo I " Tipo V(ABz) Tipo V(placenta) Fracciones
1 2 3

Figura n?® 13.Electroforesis en gel de poliacrilamida (4.5%) en presencia de SDS.
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La proximidad o solapamiento entre las fracciones correspondientes a las cade
nas de colégenc tipc V y el componente de bajo peso molecular se resuelve en

etapas recromatogrificas (figura n2 14)

0.5

Azze nm

T T T T T
40 50 €0 70 80

N? froceidn

Figura n® 14. Perfiles de elucién de las recromatografias de las fracciones
obtenidas en la separacién cromatogrdfica del colégeno tipo V. Las condicio
nes experimentales son iguales a las de la cromatografia de la figura n212.
(A) Recromatografia de las fracciones 38-50, (B) de las fracciones 51-65.
Dos hechos se pueden resaltar , el primero de ellos es la ausencia del compo
nente de bajo peso molecular en las primeras fracciones del eluido y la apa
ricién del mismo posteriormente,contaminando a las cadenas que componen el

colégeno tipo V. El segundo de ellos se refiere a las cadenas adel colage

no tipo V. En la electroforesis se aprecia la distinta presencia de la cade
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na C. Aparece en las primeras fracciones y con la aparicion del componente
de bajo peso molecular, no se detecta. Asi, la presencia de las tres cade
nas u homogeneidad en la fraccién del colageno tipo V no queda totalmente
clar#.

La pérdida de rendimiento en las etapas recromatogrificas hace necesario la
bisqueda de nuevas condiciones de elucién. Los limites de cloruro sédico en
el gradiente lineal se restringen a 0.0 — 0.15 M. Los resultados obtenidos

en estas condiciones se recogen en la figura ne 15.

—_——— 75

l GRADIENTE

0-0.15 M,
0-0.2 M.

1.5

0.5

100 10 120 130 140 150 160 170 180 190
N® fraccion

Figura nv15. Perfiles de elucién en diferentes condiciones de la fraccién co

lagenosa correspondiente al colageno tipo V.

En estas cromatografias, la fraccidén excluida corresponde al producto de una

parcial desnaturalizacién, como componente mayoritario aparece la cadena B.

Al aplicar el gradiente el diagrama de elucién se modifica, se amplia la zo

na o fracciones donde eluye el colageno tipo V.

En los primeros eluidos aparecen como componentes mayoritarios las cadenas

de colageno tipo V y no se aprecia la presencia de la banda de bajo peso mo
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lecular, que si contamina a las dltimas fracciones donde eluyen las cadenas
de tipo V.A continuacidn, eluye este componente y por Gltimo, la fraccién
més retenida son los polimeros.

La electroforesis de estas fracciones (figura n¢16) revela ia presencia en
las primeras fracciones eluidas de solo dos bandas, correspondientes a cade
nas Ay C. Esto indica la presencia de otra molécula de colageno tipo V. En
la molécula de este tipo de coldgeno, la presencia de la cadena C esta expli
cada por su asociaci6n a la cadena A, formando una riveva molécula de colage
no no descrita hasta ahora.

La intensidad de las bandas parece indicar que las cadenas A y C se encuentran
en una relacidén estequiométrica 2:1. La composicién molecular de este nuevo

tipo de colageno aislado parece ser por tanto A2C.

Tipo AB2 Tipo A2C Fracciones
1 2 3 4

Figura n?¢ 16. Elezctroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

de coléageno tipo V.

La posibilidéd de que la cadena C provenga de una degradacién proteolitica de
la cadena B que cambie sus propiedades quimicas debe descartarse.lLas experien
cias realizadas cambiando condicionesdedigestidén conpepsina indican la pre
sencia constante de esta cadena en todas las preparaciones , y es independiég
te de las condiciones experimentales de extraccién.

¢(Es esta nueva molécula de coligeno aislado , el coligeno A2C, una molécula
de colédgeno nativo o es .simplemente un artefacto obtenido en el aislamiento?
Los estudios de Dicroismo Circular realizados con la molécula A2C han eviden

ciado la presencia de una banda positiva a 220 nm, indicando por tanto que
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esta estructura corresponde a una molécula de colégeno nativo.

Si esta molécula existe como entidad propia, ¢(la cadena A que acompafia a esta
nue{? cadena C es la misma que forma parte del colégeno tipo ABZ? 0 ¢ies una
cadena polipeptidica con las mismas propiedades electroforéticas que la que
compone el colégeno A32 pero con diferente qugosicién en aminodcidos?.

El aislamiento de las cadenas A,B y C para separarlas posteriormente y poder
establecer comparaciones en cuarto a la composicién de aminodcidos se realiza
en una cromatograf{a de filtracién en gel en Agarosa 5.0 m, en las condicio °
nes descritas anteriormente. Los resultados obtenidos, al desnaturalizar

la fraccién colageno tipo V indican la presencia de polimeros, eluido con un
maximo en la fraccién ne? 50, moléculas intactas, no disociadas (60-90), cade
nas individuales (90-100) y componente de bajo peso molecular (115-125)(figu

ra nel7).

24

ixd LA AL L 1 p T 1
50 60 10 80 80 , 100 ~ o 120

Figura n® 17, Perfil del eluido de la cromatografia en Agarosa 5.0 m del co
lageno tipo V.

La separacién de las cadenas de la molécula de coldgeno tipo V, fracciones

90-100 de la cromatografia anterior se realiza por.medio de una cromatografia
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liquido de alta eficacia...En la: figura n? 18 se compara el perfil obtenido
para esta muestra con el del colageno tipo A82 j colégeng tipo AZC' La cade

na C puede ser separada de las otras dos, pero se necesitan distintas condi
! i N K} - ° 3 N € -

. .

ciones’ para lograr la separacién de las cadenas A y B y poder establecer la

comparacidén entre ambos tipos de colégenos.

D.O

0.4 ’ |

30 40 50 GRADIENTE

Figura n? 18, .Separacién en cromatografia liquido de alta eficacia de las ca
denas que componen el coldgeno tipo V.(- - ~ - ) AB_; G————ﬂrjﬁzqi (== Jmez
cla ABC. - '
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