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IN TRODUCCION 

El c olágeno es uno de los principales componentes del tejido conectivo a ni 

vel de matriz extracel ul ar . La importancia de esta proteína es evid ente si 

se considera qu e. constituye l a tercera parte de l contenido proteico totai d el 

cuerpo humano . 

En un crganismo, la org.an ización de l a mat r iz extracelul ar no solo depend e 

del tejido si no tamb ién del estado de l mi s~o , maduración y desarrollo, y es 

un reflejo de Ja asociación de l a mol éc ul a de co l ágeno con otras estructuras 

(proteoglicanos , g J jcoproteinas , etc) en diferentes ord enac i ones de superior 

comp lejidad , que confieren al tejido características es peciales . 

El co l ágeno está ampJ jamente d istribu i do , encontrándose di ferentes tipos, en 

c lara dependenc i a con la f unción fisiológica a desemp ehar (tabla I) . 

La te rm inología empl eada c uando se trata de la molecula de colágeno es co mpl~ 

ja. Así , monóme ro es l a estructura formada por tres cadenas poli peptid icas 

en conformación de tri pl e hélice , estructura qu e como unidad integradora de 

l a fibra de colágeno tamb ién ha sido denominada ' tropocolágeno . La va r iedad de 

cadenas " que comp017 en esta mol écul a dan lugar a los di stintos t ipos de colá 

geno y en e l seho de la mol éc ul a de colágeno de un determinado tipo, las ca 

dena s 11 pu eden ser iguales o diferentes. El término colágeno se empl ea 

tambi én para exp r esa r de manera · genérica a cualqui era de los tipos de co lág~ 

no , en su forma monomérica o en las di stintas estructura s s uperiores qu e es 

te monómero puede formar . 

Como proco l ágeno o protropocul6geno se designa al precursor biosintético del 

co l ágeno , constitui do por tres cadenas pro-11 , con una región centra l en 

triple héli ce y dos regiones no c olagenosas qu e poseen caracter í sticas d if~ 

r entes a l a regi ón en triple hélice , en las extens iones ami no y carboxi l o ter 

minales de la mol écula de procolágeno . 

La mol éc ul a de procolágeno se puede clas ificar dependi endo de que existan l os 

dos dominios o un o solo d ~ ·ellos , asi se encuentran procolágenos con extens i ón 

sólo en la zona amino- termi nal (pN) o en l a zona carboxil o- terminal (pC) . Ca 
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da un;i de es Las mu 1ée u1 as pu ede tener prolongada só l o l ó 2 de las eadenas 11 

,·01· 1Tspond e11 esLas est rucLura s a intermediarios en Ja conve r sión de l procol! 

geno u L·ol [1ge110 . 

l·:I r1 ·u Lm·olágt:no es la mol éc u la dt: co l ágeno no hidroxi.lada o con baja propo.::, 

,·ión <lt: l1 i u1 ·ox il at: ión, debido a que la biosíntesis nos<:: ha producido normal 

mente . 

l.us L·umpon<.:n Les /! son u í meros J e 1 as cadena s 11 uni.das por enJ a ces cova le:i. 

Les . l·:stas uniones pu eden ser int1·amoleeulares s i derivan de una mol écula de 

c·"l (1gcno mon omér i eo o intermolt:cuJa1 ·es si provienen de forma s poliméricas del 

L'O J Úg(:•JlO. 

l.os l'omp onentes r son trímeros de cadenas 11 un i das por enlaces cova lentes, 

s i <::nu" diferente esta estruc tur·a a la molécul a de co lágeno ya que las cadenas 

que c:omp oncn J a forma r prov ienen de d i sti ntas mol écul as de colágeno. 

El t érmino qu ~ se ut il i za para des ignar a l a molé cul a de colágeno desnatural! 

zada , no formando t ripl e héli ee , l a me zc la de cadenas libres o fragmento s de 

moléeulas es ge l at ina . 

IJe Jo s einco tipos de colágenos descritos hasta ~ l momento , los más c onoc idos 

son los co lágenos ti po I , II y Ill llamados colágenos intersticiales (Piez, 

1976 ; fietzek y KUhn, 1976; Miller, 1976) englobados en este gran grupo por 

un a serie de earacterísticas genera les . El c olágeno tipo IV, no tan caracte 

rizado como los anteriores, y eon unas propiedades di fe rentes (Sato y Spiro, 

1976 ; Frey tag et a l . , 1976; Ti mpl e t al., 1978) formarí a un segundo grupo dE 

nominado de basamentos membran os os .En este grupo tamb ién se incluye e l co.lág!: 

no tipo V pero las características y p eculiaridades de este tipo de co lágeno 

ha cen que se parezca también a los colágenos inters ti ciales . 

Recientemen te en cartílago y cultivos celulares se han descrito dos nu evos ti 

pos de colágenos , los denor.1 i nados RST y M ( Burgeson y Hol lister, 1979) . 

La molécula de colágeno se puede representa r como la estructura resul tante 

Fundación Juan March (Madrid)
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de la repetición del triplete Gly-X-Y . Por tanto , un a tercera part e de .l os 

aminoácidos que componen esta proteína es glicoccJa , qu e ocupa Ja primera p~ 

sición en el triplete, requerimiento necesa r io para la formación de la triple 

hélice . 

Otra característica en la composi ción de aminoácidos es la presenc i a de amino 

ácidos hidroxilados. Estos no se incorporan como tales en la etapa de traduc 

ción sino qu e residuos de prolina y lisi na son hidroxilados en etapas po str~ 

duccionales, en la cadena polipepLí dica (t abl a II) . 

El contenido en iminoácidos es elevado, del 15 al 30'.l'o de Jos res iduos , y Ja 

presencia de éstos está relacionada con l a estabilidad de Ja tri pl e hélice . 

La hidroxilaci ón de prolina se produce en la pos ición 4 , predom inando Ja 4-

hidroxiprolina en todos los tipos de c olágeno sobre otro tipo de hidroxil~ 

ción que se produce en la posición 3 . La 3- hidroxiprol ina es característica 

de colágenos de basamentos membranosos (Kefalides,1975). En cuanto a l a posi 

ción de los iminoácidos en el triplete, la prolina ocupa la posic ibn X, al 

igual que la 3-hidroxiprolina y la 4-hidroxiprolina se enc uentra pre fere nt~ 

mente en la posic ión Y del triplete. 

La presencia de hidroxili sina está delimitada a la posi ci ón Y del triplete, 

siendo la función de este residuo de li sina modificado doble; está a l igual 

que la lisina implicado en el entrecruzamiento molecular y es e l centro de 

unión de las moléculas de hidratos de carbono qu e se integran en la mol écula 

de colágeno . La extensión de la hidroxilación depend e del tipo de colágeno 

así como del tejido del que proceda el colágeno, 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 , relaci onado c on la presencia de hidrox i 

lisina, difiere dentro del mismo animal en los dife rentes tejidos. Se pu eden 

encontrar glicosilados desde un 0.4% de los residuos de lisina en pi e l (Butter 

et al .,1967; Aguilar et al ., 1973) , un 4% en cart ílago (miller,1971) a un 

12% en colágenos de basamentos membranosos (Kefa lides,1973). 

Fundación Juan March (Madrid)
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Los principales hidratos de carbono que componen la molécula de c olágeno son 

la glucosa y galactosa, encontrándose tambi~n otros dif~rentes en colágen6s 

d e invertebrados (Katzman y Kang, 1972) o en colágenos de bas a mentos me mbra 

nosos (Kefalides, 1973) . 

La unión es de tipo 2- 0- ¡; U-glucosi l-0- /l D- galactosil - hidroxili si na o IJ - /l IJ 

galactosi l-hidroxil isina, encontrándose la forma monosacárida y d i sacár ida e r 

igual proporción en colágenos intersticiales y preponderancia d e di sacári dos 

en colágenos d e basamentos membranosos . Se unen preferentemenle a h i dt"OX i l isl 

nas situadas entre argininas y residuos hidrofóblcos (Sal em y traub,1975) . 

La composición en a minoácidos y sec uencia de las cadenas polipeplídi cas que 

componen la molécula de colágeno es por tanto poco frec uente, dislinla d e In> 

encontradas en el resto d e las proteínas .La presenci a de hidroxi 1 i sino e hidr 

xiprolina , casi exclusiva d e las prote ínas c olage nosas de te rmin a e n cicrlu me 

do la estructura de la molécula de c olágeno y s irve pa ra d etc r·mina r· el conlc 

nido de colágeno en tejidos . 

La pre sencia de h idroxilisina está ljmitada al co lágeno y a alguna gl i co pr · ~ 

teina estructural (Robert y Conte, 1968) p ero e l ba jo conlenidu , de 4 a ; 

residuos / 1000 hacen dificil s u determinación. 

La hidroxiprolina se encuenlra además en l a e la s lina, aunque e n ba, i a pr·opo_r_: 

ción, 10 residuos /1 000 frente a los 50- 130 / 1000 en co lágeno, en el c·om por1c.'.'. 

te c
1
qdel compl emento (Reíd, 1974) , en glicoprotcínas (llhall:iclwr'.''.'' ª el :.11., 

1975) y en acetilcolinesterasa (Angllst e r et al . ,1976). l. a det<.: L'L'i i'm d e cslc 

iminoác ido, tras la digestión d e l material, se puede r·eali za r· por· med io d e mé-

todos colorimétricos(LeRoy , 1967) , uti 1 i zando marcadores isolópivos (.111\·a .'· 

Prockop, 1966) o por aná li sis de am in oácidos (l·:ilrl i c: hel el al., 1 ~¡¡,¡1 . 

La moléc ula d e c:olágeno formada por tres cadenas " , en 1 a que cad a c· ad c11:i p~ 

lipeptidica eslá en conformac ión hel ic:o i dal, sur·ge por el ¡.ir·r·ol l:imi cnl.o d<: ,··s 

tas sobre sí mismas , e n una estructura en lripl c héli ce a dc1·c l'i1as . 1·:l '".' " ' ' "' 

d e esta superhéliee es d e 2 . 9 A y e l número d e re s iduo s por · vuel La <' S J e :i . :i . 

Fundación Juan March (Madrid)
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Las tres cadenas se unen entr e si mediante puentes de hi drogeno , cuya direc 

ción es transversa a l eje longitudi nal de la molécula de colágeno . 

La molécula tiene un peso molecular de 280000 , una longitud de 280 nm y un 

diámet r o de 1. 4 nm, pudiéndose disti nguir en e ll a dos regiones de secuencia 

estructural y f uncionalmente diferentes. A ambos lados de la región centr al 

en tri ple hélice se ext i enden unas zonas denominadas telopéptidos que pueden 

oscilar entre 5 y 50 residuos (Fietzek y Kühn , 1976) que no se encuentran en 

trip l e hé l ice . En esta s r egiones es donde se encuentran los grupos f un cion~ 

les que permiten establecer los enlaces ent re moléculas que estabil i zan l a fi 

bra de colágeno , la lisina e hidroxilisina o s us corres pondientes a ld ehi dos . 

l.a estructura de la molécul a de colágeno no queda limitada a la tri ple hélice , 

se forman estructuras de orden superior por interacción entre distintas molé 

culas de colágeno . En colágenos intersticiales , esta estructura m acro mol ec ~ 

lar o forma ci ón de fibrillas y fibras en el espacio extracelular es un p roc ~ 

so controlado por l a distribución de aminoáci dos y por la i nteracción con 

componentes no colagenosos . La d i strl bución de aminoácidos cargados (Haute! 

berg y Kühn , 1968) , resi duo s hidrofóbicos (llu l mes et al. , 1973) y la presei:i_ 

cia de carbohi dratos son factores i mpl ic;itl"s en el emsambL:i je molecular . La ca 

pacidad de agregar en fi bras no sol o dcp1.:11tl1· tic la secuencia de aminoácidos ya 

que Jos disti n tos ti pos de colágenos 1 , 11 y ·111 con disti nta sec uencia agregan 

de l a misma manera (Kühn y von dcr Mark, 1978) . 

La presencia de en laces entrec ru za dos , :inlercadena y c ovalentes , estabi li zan la 

f i bra de c olágeno . Estos en laces cova l entes entre las cadenas se establecen 

entre resi duos de lisina o hldroxiJisinu y a ldehi dos derivados de estos en un 

proceso de desaminaci ón oxidativa ca ta l i~a d o por Ja lisi l oxidasa . Una de las 

caracterí s li c'as de estos enJac.:es es que pueden ser reducidos con la consiguiei:i_ 

Le pérdida de solubilidad de l colágeno (Tanzer , 1973). 

J·:n el .colágeno ·tipo lV Ja región heJic.:oldaJ está inter r ump i da : por secuencias 

~-no c.:o lagenosas forma das por la inclusión o delección de a m i n ~~ . cicios en eJ tri 

Fundación Juan March (Madrid)
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plete Gly- X- Y (Timpl et a l., 1978). Estas cortas secuencias camb ian la d i re c 

ción de la tri pl e hélice produc iendo unas estructuras con mayor flexi bil_idad 

pero ha cen que este colágeno sea sensible al ataq ue proteolít ico . La insolubi 

lidad de los basamentos membranos os y esta última cáracterística hacen que en 

su solubilización c on pepsina aparezcan fragmen~os con dist inta longuitud 

(Glanville y Rauter,1981). 

La triple héli ce res ponsabl e del ensamblaje mole cul a·r en est ructuras fi brosas 

resultado de la distribuci ón de aminoácidos ca r gados e h i drofób icos en d ete ~ 

minadas regiones de la mol écula en el caso de col áge nos inte r sticiales , no da 

cuenta en el caso de c olágenos de membranas basales de l a fo rmac ión de fibras 

El colágeno tipo V ha sido ais l ado de membran as fetales (Burgeson et al .,lg7H 

de piel y paredes de aorta (Chung et al . , 1976). El peso mo l ec ul ar y la resi~ 

tencia al ataque proteoliti co en estado nat i vo l e confi eren características de 

colágeno intersti cia l, así como l a di stribuc ión de aminoác idos cargados , que 

es semejante a l as de los colágenos t i po I y tipo lll . A pesar de estas analo 

gí.as , este colágeno no forma fibras y a l igual qu e el colágeno L i po l V no es 

hidrolizado por c olagenasas que degradan a l os colágenos lnlers licial es . 
1 

La biosíntes is de l a moléc ul a de colágeno transcurre en var ias etapas , in l 1«1 

celulares y extracelulares, resum i das en la tab la II . 

El precursor bios intético de l colágeno es e l proco 1 ágeno . Es Lú fo 1·mado poi · un 

dominio central en triple hé l ice (corres pond :ienl e a l o que pos l e rio1·mcnt.c se 

rá la molécula de co l ágeno) y dos regiones no en Lrip l e hé li ce qu e son el imi_ 

nadas por proteol isis en l a conversión 11 co lúgeno . l.a comp osici6n de aminoúc i 

dos de l a región ami no- termin a l y carbox i.l o-Lermina l dif'ie1·cn de 111 de las c·a 

<lenas ,, y no son eompa t i h 1 es con una es Lru ctura en Lr i p 1 e li é 1 ice. 

En la r egión amino-te rmina l ex i ste una zona en la que s e r·epile el L1·iplcle 

( Gly-Pro-llyp), separada de 1 a reg i ón ecn t r a l por un pcquciio segmcn to en e 1 

cua l l a secuencia se interrumpe, s i endo éstC' el pun to e.l e alaqu c ra1·a que 111 

pep ti dasa .Lo conv i er la en c u l ágeno ( Bec ker e l a 1. , 1 976) . 
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Otra característica de estas regiones ~s l a presencia de cisteína que sa lvo en 

el colágeno tipo III , no aparece en la región co l agenosa. Se han descrito pu e~ 

tes di sulfuro en las cadenas pro- n (f ess l ae r et al. , 1973) , quedando limitados 

los puentes disulfuro i ntercadena a l a región carboxilo- terminal (Byers et a l., 

1975) . En el domi nio carboxilo- terminal tamb ién se ha detectado la presencia 

de tri ptofano y heteropolisacáridos compuestos por manosa y N - acetil - glucos~ 

mina (Duks in y Bornstein ,1 977). 

Varias funciones biológicas se han asignado al procolágeno, es el r esponsa ble 

de l a correcta asociación intramolecular o a lineamiento de cadenas que facil ~ 

ta la formación de la tripl e hElice , inhibe la fibrillogenesis i ntracelular , 

facilita el transporte al , espacio extracelular y , asociandose a molEculas de 

' colágeno, se produce la agregación apropiada para la formación de la fibra . 

Tab la II. Eta pas y sistemas enzimáticos implicados en la biosíntesis de colágeno 

IN TH/\CELUl.AHES 
- THANSC RlPCION y TH/\DUCCION 

- POSTH/\DUCC I ON/\J.ES 

II idroxiJat:i.ón de prolina y 1 isina 

Gl.i eosi l aeión 

Formación dc pu enles di su l furo 

Formación de Ja lrip l c h6liec 

Trans porlc al complej o de Colgi 

- S J·:c HEC J ON 

J·:XTH/\C I·: l.U J./\Hl·:S 

- l'roeolagcno ~ coJúgeno 

- F113HII.I.OCENESIS 

- FOHM/\C 1 ON JJJ-: ENTHECHLl/./\M 1 ENTOS 

Pro l il - ~ - hidroxilasa 

Prolil - 3-h i droxilasa 
Lisil-hidrox i lasa 
Galaclosil - transferasa 
Glucos il - transferasa 
Manos i 1- transferasa 

l'rocol¡geno- N-pcptida sa 
Proco lágeno C- pe pt idasa 

I. isi 1-oxidasa 
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Estudios i nmunol6gicos sobre la mol ~c ul a de colágeno indican que la actividad 

antigénica reside en ambas cadenas , 1•
1
y 11

2 
en el colágeno t i po I ; depende del 

manteni miento de la est ru ~tu ra nativa pero tamb ién se produc e r eacc i6n a ntig~ 

nica frente a coligeno desn¡¡turali zado. Beil et a L (1973) c lasifican los de 

t e rminantes ant igénicos en . cuatro grupos diferentes : 

- No aparecen al inmuni zar con c olágeno desnaturali zado, localizados en la zo 

na central de la tripl e hélice, por lo tanto determinantes ant igéni cos con 

fo rmaciona l es (cuaternarios) . 

- Desaparecen a l tratar a l colágeno nativo con proteasa y son independientes 

del estado del col ágeno . Aparecen inmunizando con colágeno nativo o con g~ 

latina . Es'tán loca l izados en la regi6n no heli coidal, en las regiones termi 

na les de los telopéptidos y son determinantes secuenciales . 

- Aparecen inmun izando con colágeno tratado con proteasas o con colágeno desn~ 

turali zado , locali zado s en l a regi6n central de la molé cul a , en la zona de 

la tripl e hél ice pero son determinantes antigénicos secuenc iales. 

- Si la molé cul a con l a que se realiza la i nmuni zaci6n es procolágeno, apar~ 

cen otra seri e de anticuerpos ademá s de los que corresponderían a las zonas 

antes men cionadas dela molé cula de colágeno. Estos determinantes antigénicos 

e~tán locali zados en este caso en las extensiones no colagenosas y son deter 

minantes de secuencia y conformacional es . 

Los princ ipales determinantes antigénicos están loca l izados en los telopépt~ 

dos. La . regi6n central pos ee antigeni cidad aunque menor (Steffen et al., 1968) 

Inmunizando con colágeno tipo I, los ant i cue rpos formados en un primer momento 

r eacci onan frente a las zonas carboxilo-terminales de las cadenas a
1 

y a
2 

y 

posteriormente se biosinteti zan anticuerpos frente a la regi6n aminoterminal 

de ªzcon l a consiguiente disminuci 6n de los anteriores (Timpl et al ., 1972). 

El tamaño de los de terminantes varía de 4 a 6 residuos, todos i ncluyen Lys-Gly 

y dos incluyen un residuo de Tyr en posi ci 6n 2 .La secuencia de la regi6n amino­

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

· En condiciones fisiológicas, la molécul a de co lágeno se encuentra en forma 

insoluble, formando fibras . El procolágeno o las formas intermedias entre 

el precursor y el colágeno recién biosinteti zados se pueden soi ubil izar mas 

facilmente. 

La selección del método de extracci&n depende de la natural eza del tejido y 

en último término de los tipos de colágeno qu e contenga el tej ido se le ccion~ 

do. El proced imiento utili zado, variación de condiciones experimentales como 

temperatura, pH y fuerza iónica, incidirá en la extracción . La interacción 

del colágeno con otros constituyentes del tejido conectivo también condicio 

nan el método experimental. As í, por ejemplo, el hueso se debe desminerali za r 

(Glimcher et al. ,1966) o eliminar proteogli canos del cartílago (Miller y Lun 

de, 1973) antes de proceder a la extracción del colágeno . 

Las características estructurales de los dos grandes grupos, colágenos inter! 

·ticiales y de basamentos membranosos , condicionan la se lección del materi al 

biológico,de acuerdo con el tipo de colágeno que se desee aislar. 

Para el aislamiento de colágenos intersticiales se seleccionan tejidos jóv~ 

nes, en desarrollo (embriones, pieles fetales etc.) que permitan no sólo la 

obtención de la molécula de colágeno sino también la de los precursores de és 

ta . En este tipo de tejidos está incrementada la biosíntesis de colágeno y 

las fibras no presentan muchos enlaces entrecruzados, que posteriomente, con 

la maduración del tejido aparecerán, difi cultando la extracción de la molécula 

de colágeno . 

Otro tipo de tejidos utilizados en estos aislamientos son los procedentes de 

animales a los que se les administra fi -aminopropion itrilo, animales latír~ 

cos; Como consecuencia de la inhibición de la lisil-oxidasa por el fi -aminopr~ 

pionitrilo, estos aminales adultos contienen fibras de colágeno con poco entre 

cruzamiento molecular, facilitándose la extracción de colágeno. 

Las pecul1aridades estructurales o diferencias que se observan en el colágeno 
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tipo IV y co lágeno tipo V con respecto a los colágenos intersticiales hacen 

~ue los procesos de extracción en estos casos sean diferentes . En el aisla 

niento de colágeno tipo IV, no se obtiene la molécula intacta, ésta se re 

~o mpone a partir de los fragmentos obtenidos en digestiones con enzi mas pr~ 

te olí ticas . 

Los métodos generales de extracción se basan en la eliminación de diferentes 

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

- Eliminación de interacciones no cova lentes con agentes que de una forma no 

degradativa despolimericen la fibra de colágeno, como es la utilizac ión de 

sales neutras (0 . 15-1 M) (Jackson y Bentley, 1960) o tampones citrato o 

ácidos diluidos (Rauterberg y Kühn, 1971) . Estos métodos se basan en la 

hidrólisis del enlace entrecruzado aldimina. 

El pH es uno de los factores experimentales qu e se debe controlar más,ya que 

la extracción en medio ácido o neutro puede conducir. a la parcial proteoll 

sis, por enzimas endógenas , de la fracción de procolágeno presente en el te 

jido . 

Estos métodos no degradativos se util izan para extraer colágeno tipo 1. El 

colágeno tipo II,III ,IV y V son más insolubles y se extraen me jor por di 

gestión con enzimas proteoliticas (Epstein, 1974). 

Tratamientos con enzimas proteolíticas como pepsina o pronasa que el im i nan 

la región de los telopéptidos donde residen los enlaces entrecruzados . · 1~ 

región de la triple héli ce se obtiene inta cta, resiste la acción proLeoll 

tica cuando la temperatura de incubación es menor a la de desnaLuraJ i zac ión 

del co lágeno (Borstein y Piez,1964) . 

Empleo de agentes desnaturalizantes como urea o cl oruro de guanidini.o cn los 

tampones de extracción conduce a una mayor acccsib i l i dad de 1 <li so 1 Vl'll te " l ;i 

matri z sólida. I.a molécula de colágeno se desnaLura l.iza, obLcni1:11dose g1:I~ 

tina. Sa les como cloruro cilcico o sulfoc i an uro poL~sico r educen 111 Lcmpc •'! 

tura de desnaturalización del co lágeno (von llippel , 1967) y Lambién son agcn 
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t~s utili zados en l as extr acciones. 

Las car acteríst i cas quími cas tan semejantes de los colágenos no hacen posible 

seleccionar una técnica para ext raer un solo tipo de colágeno . La separación . 

de los diferentes tipos de co l ágeno , una vez obtenido e l extracto de colágenq 

se realiza por fraccionamiento sal ino, en dependencia del límite d e . precipit~ 

ción de los diferentes tipos. 

Las técnicas c r omatográficas se uti lizan también para la se paración de di fe ren 

tes tipos de colágeno s y para la se paración de las distintas cadenas que co mp ~ 

nen la molécula de colágeno . 

AISLAMIENTO DE COLAGE NOS INTERSTICIALES 

El material seleccionado es piel fetal bovina. El esquema d e aislamiento (Es 

quema 1) emp leado es una modificación del método de Ti mp l et al. (1975) ; 

El proceso de extracción de la molécul a de col ágeno es una extracción salina 

con lo cual en este tratamiento se va a obtener colágeno ti po I , ti po III y 

también proco l ágeno ; en este caso , por trata r se de pi e l feta l bovina , la m~ 

lecula de procolágeno que se enc uentra en mayor proporción es el procolágeno 

tipo III con sólo la extensión adicional en e l ext r emo ami no-t e rminal, el 

pN III . Esto cond iciona todo el proceso de preparación del material biológi co , 

debe ser r ápi do, llevarse a ba j a temperatura ~ un a vez homogeneizado el ma te 

r i al , se deben añadir al tamp ón sa lino de ext r acción inhi bidores de las ac ti 

vidades pro teásicas que actuarían sobre mol éc ul as de pN III convirtiéndolas 

en co l ágeno t ip o Ill . 

El colágeno cxlri; ido del tejjdo se se para de las proteínas sol ubi l i zadas en ei" 

mismo tamp ím por medio de una pr eci pi tación sa lina a 2 .5 M de Na Cl , pr ec ipit~ · 

ción que puede rea l izarse con NaC l sóli do ya que lo qu e se pe r sigue es prec! 

pitar Ja fraccj ón col agenosa total . !.a preeipi tación de todos los tipos de e ~ 

lágenos presentes se consigue tras la agitación a 42C durante un mín i mo de 

4 horas . 

El preci pitado oblenido en esta etapa sirve como materi al de partida para la 
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separación de los distintos colágenos, por lo cual el precipitado se resuspe~ 

de y dializa a una concentración de NaCl a la que todos los colágenos son s~ 

lubles. Esta etapa permite también eliminar prote ínas no colagenosas insolu 

bles ocluidas en el precipitado . 

La separación de los diferentes tipos de colágenos ,una vez solubilizados,se 

realiza por medio de precipitaciones fraccionada~ en f unción de la distinta 

solubi lidad de las mol éculas( tabla III) . Para evitar la coprecipitación , en 

este caso , en el momento de realizar un fraccionamiento, no se utiliza NaCl 

sóli do para la precipitación sino que la concentración de NaCl se incrementa 

adicionando al medio lentamente una solución tampón con NaCl 5 M. El tiempo 

en esta etapa es por tanto un factor a consi derar, utilizándose normalmente 

12 horas para la precipitación salina de un tipo de colágeno. 

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

Tipo Origen 

I piel 

I trímero piel 

II cartílago 

III piel fetal 

IV placenta 

V placenta 

Rango de concentración molar de NaCl requerido 
para la precipitación. 

pH ácido pH neutro 

0 . 7-0 . 9 2 . 6 

0 . 7-0 . 9 4 .0 

0.7-0.9 3 . 5- 4 . 4 

0 . 7- 0.9 1 . 5- 1 . 7 

1.2 1 . 7- 2 .0 

1.2 3.6- 4 . 5 

La primera precipi tación fraccionada se realiza a 1 . 7 M de NaCl con lo cual 

se consigue la separación del colágeno tipo I , con rango de fraccionamiento 

de 1 . 7 a 2 . 5 M, qu e permanece en el sobrenadante; el colágeno tipo III y el 

procolágeno III quedan en el precipitado . 
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Piel feta l bovina 
Tamp6n tris 0.05 M pH 7.4 NaC l 0 . 2 M {A) 
con p-C l mercuribenzoato y PMSF (50 ug / ml ) 
Relaci6n 1:2 {peso tejido/vol. tamp6n) 

Agitaci 6n 2 días a 4ºC 

Ce ntrif~ gaci6n lh a 17000 rpm 

Tejido residual Sbte 

1

Precipitaci6n con NaCl s6l ido 

~~~~ ~~~ --1-. c ~ er _ . t_ r _ 1~ "f ug aci6 n lh a 17000 rpm 

a 2 . 5M 

Sbte 
Proteínas no 
colagenosas 

Ppdo 
{tipos III y pN III ) 

1 . 
Diilisis frente a tamp6n 
tris 0.03 M pH 8 . 4,urea 2. 0M 

1 
Diilis is fren te a tamp6n 

Ppdo 
!coligenos tipos: I ,I II y pN III) 

.. Redi so luci6n en tamp6n A 
Diilisis frente a tamp6n A 
Centrifugaci6n lh 17000 rpm 
Precioitaci6n con NaCl 5M en tris 0.03M 
pH 7.4 a 1.7 M en NaCl 
Centrifugaci6n lh a 17000 rpm 

Sbte 
(~ipo I) 

~
re ci pi taci6n a 
on med io e 

ent rifugac i6n 
h 17000 rpm 

~~~~~~~~ 

2 . 5 M 

tris 0 . 03 M pH 8.4,urea 2 .0M 
NaCl 0 . 02 M {tamp6n B) 

Sbte Ppdo ~~~ ~~~ ~ 

:::::ibcodo '" 1 
tamp6n B 

Tratamiento a 4ºC 

retenido 
{pN III) 

. 1 1 Gradiente NaC 0.02- 0 . 2M 

1 DE- 52 

exclui do 
{Tipo III) 

Diilisis Acll 0.1 M 

Liof ili zaci 6n 
Eluci6n JN III 

Diilisis ~ c H 0 . 1Mregeneraci 6n 
1 Coligeno tipo 1.lI 1 

Liofil izaci6n 
1 

1 

Procolágeno ¡ 
tipo IU 

Diilisis 
AcH 0.1 M 

Liof il izac i6n 
lcoligeno ti po r 1 

J::limi nac i 6n de 
proteog 1.icanos 
en c romatogr~ 

f' .Ía en JJE-5 2 

Esqu ema nºl. Aislamiento y purificaci6n de coligenos i nterstie.ia l es . 

Fundación Juan March (Madrid)



21 

El colágeno tipo I se obtiene· precipitando el sobrenadante anterior a 2.5 M 

de clorurbsódico . El sedimento tras diálisis en ácido acético O. 1 M se Ji o 

filiza y se conserva a - 202C . Este colágeno tipo I, obtenido sólo por pr ec~ 

pitación sa lina tiene color grisaceo, debido a la presencia de azucares, m~ 

copolisacáridos y proteogli canos .Estas molécula s pueden ser eliminadas en 

una cromatografía de intercambio iónico, en condi ciones experimentales seme 

jantes a las descritas para la ~epara_ción del colágeno tipo III y pr ·ocolág~ 

no tipo III . 

El precipitado 1 . 7 M,conteniendo colágeno tipo III y pN III,se redisuelve en 

el tampón original y se reprecipita a l . 7M . Esta reprecipitación es necesaria 

para eliminar totalmente el colágeno ti po 1 , componente mayoritar io del tej i 

do y que posee propiedades cromatográficas similares a las del tipo III , ya 

que contaminaría en las etapas posteriores de purificación al colágeno tipo 

III . 

El preci pitado conteniendo solamente colágeno ti po III y procolágeno ti po III 

se dializa frente al med io en el qu e se va a realizar la primera etapa crom~ 

tográfica, tampón tris 0.03 M, NaCl 0 . 2 M y urea 2 . 0 M. La urea es necesaria 

ya que el colágeno a baja fuerza iónica pu ede precipitar y en esta etapa 

avanzada de la purificación no quedaría soluble tras la diál isis . La caneen 

tración de urea no modifica l a estructura de la molécula de colágeno , se ne 

cesitan concentraciones mu cho mas elevadas de agente desnaturali zante para 

que se produzca la desnaturali zación de la molécula de colágeno . 

La primera etapa cromatográfica se utili za para eliminar contaminantes no c o 

lagenosos. El colágeno 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 sólo uno de los componentes del tejido conectivo, los p r ~ 

teoglicanos que acompañan a l colágeno en todo el proceso de extracción salina 

quedan retenidos en la resina cromatográfica. 

La parte no retenida en el DE-52, fracción conteniendo co lágeno ti po III y 

procolágeno tipo III se diali za frente a tampón tris 0 . 03 M, urea 2 . 0 M, 
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NaCl O. 02 M ya que la separación del colágeno tipo III y el pN III se va a 

basar en la diferente interacción de éstos con una resina de intercambio 

i ón.ico. 

Con el tampón de diálisis · se equilibra la columna de DE- 52 y se carga la m ue~ 

tra . Durante el proceso el flujo de la cromatografía puede di sminuir debido 

a que las muestras son muy viscosas . Después de la carga y lavado, cuando la 

absorción a 224 nm es nula, se aplica un gradiente lineal de NaCl entre 0 . 02 

y 0.2 M de NaCl en el tampón tris . 

El diagrama de esta croma tografía está representado en la figura n21 . 

GRADIENTE 

i 

20 40 60 ao N2 fracción 

Figura n2 !.Perfil del eluído de ia cromatografía en DE-52 (5 x 20 cm) , 
equilibrada en tampón tris 0 . 03 M, urea 2 . 0 M, NaCl 0 . 02 M pH 8 . 4. La 
elución se realiza con un gradiente lineal de cloruro sódico entre los 
límites 0 . 02 y 0 . 2 M. 

Las fracciones de la parte excluida en la cromatografía corresponden a col! 

geno tipo III y en el gradi ente se eluye el procolágeno tipo III. Por la n~ 

turaleza del tejido o por el proceso de extracción, er. el gradien~e aparecen 

otras fracciones (minoritarias), además del pN III . Estas corresponden a pr~ 
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colágenos -que contienen en distinta extensión la región amino- terminal y 

aparecen como productos de degradación de proteasa intracelulares . 

Alícuotas de cada etapa de purificación se dializan frente a ácido acético 

0.1 M y liofilizan para realizar una electroforesis en gel de poliacrilam~ 

da en presenc ia de dodecil-sulfato sódico (SDS) que en estos procesos es la 

técnica empleada como criterio de pureza . En la figura nº 2 se pu ede observar 

la movilidad relativa de las cadenas que constituyen la mol écul a de colágeno . 

Tipo I Tipo III pN III 

+ + + 

F 

rt ( I ) 
2 

pro- e1 ( I I l) 
e1

1
{I), e1 (lII) 

Figuranº 2 . Diagrama de una electroforesis en gel de poJi acrilamida (4 . 5%) 
en presenc ia de SOS.Muestra desnaturalizada por l a acción del detergen Le y la 
temperatura (-). Muestra en las mi s mas condi c iones pero en presencia de 2-mer 
capto-etanol {+) . 

El tratamiento con 2-mercapto-etanol no mod i fica el diagmma <:'1ectrofo1·éLil'o 

del colágeno tipo - I y en él se observa la presencia de Jas dos cadenas, , que 

componen dicha molé cul a . Aunqu e las dos cadenas e1
1 

(JJ y e1 
2

(1) Li cncn el mi_:;_ 

mo peso molecular (95 000), se observa un comportamiento e l cl'lrofo1·éticu ¡11101· 

mal. La el ec trof ores is se realiza en presenl' ia de SUS , por· Lw1 Lo en f'unc i é111 

del peso mol ecular pero Jas cadenas se separan por l a p1 ·csc11<: ia <le hi<l1 ·alos 

de carbono c¡ue modifi can la interacción con el deter·genlc. Tambi én se puede 

observar la existencia de componen Les /1 , /1
11 

y /1 Ín<l ice <le 1 a p1·csL·_11 ] 2 , 

cía de en laces entrecruzados ·cova lentes, ya qu e .el a is lam iento <le csla moléc 11 
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la se realiza mediante una extracción salina . Si en el proceso de extracción 

se utiliza una enzima proteolítica , la zona de los telopéptidos que contienen 

los enlaces entrecruzados se hidroliza y no aparecen en gran proporción estos 

componentes- de peso molecular elevado . 

El colágeno ti po III y pN III quedan en l a parte superior de l gel, la movili 

dad electroforética de ambos co lágenos es pequeña ya que la molécul a presenta 

como característica propia la presencia de puentes disulfuro en la región ca~ 

boxilo terminal. Al reducir con 2-mercapto-etanol el colágeno tipo III apar~ 

ce Gomo una banda en la pos ición correspondiente a las cadenas 1.r , la a ( III) . 

Comparando la movi lidad de esta cadena con las del colágeno tipo I, se obser 

va que la movilidad electroforética de la cadena c.r(III) es semejante a la 

de la cadena u
1 

( I). La cadena pro- 1t tiene una movilidad inferior a las de 

las cadenas a (I) o 
1 

a (III) . La molécula de procolágeno se aisla o solubi 

li za como tal, no forma fibras y por lo tanto no posee enlaces entrecruzado s , 

no observándose en este caso la presencia de compol'!entes /l o V • 

Caracterización de colágeno tipo I. 

La separación de los distintos compone ~ tes en función del tamaño molecular se 

realiza med iante una c romatograf(a de penetrabilidad en Agarosa 5 . 0m. El dia 

grama de e lución se puede ohservar en la figura n º 3. 

"' N 
N 

<t 

1.5 

0 . 5 

40 50 60 1 o N9 f r a cci ón 

Figura n º 3 . Perfil del eluído en la cromatografía en Agarosa 5.0 m (4 x 150 cm) 
Elución en Lamp&n tris 0.03 M pH 7 . 5 conteniendo CaC1

2 
1 M y azida bÓdica al 

0.002% . 
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Los componentes de mayor peso molecular, polímeros y componentes . p eluyen en 

primer lllgar (fracciones 45~60). Entre las fracciones 72- 82 eluyen los co mp~ 

nen tes /\
1 

y 13
12

. En último lugar e luyen las cadenas '\ (I) ~ · r t 
2 

( I) en un 

solo pico. La separación se realiza en presencia de iones calcio para evitar 

la renaturalización del colágeno que previamente se desnaturaliza termicamen 

te . 

La separación de las cadenas que componen la molécula de colágeno se efectua 

por cromatografía de intercambio iónico, utilizando como soporte cromatográfi 

co carboximetil-celulosa. La muestra se desnaturali za termicamente para se p~ 

rar las cadenas í1' 
1 

y <t 
2
y todo el proceso c romatográfi co se realiza a 45ºC. 

El orden de elución en esta cromatografí a es: cadena "
1

, componen tes ¡¡
11

, 

componentes 

• . 
o ... 
N 

et 

f1.
12

y cadena rt 
2 

(figura nº4) . 

2.0 ....--------------------------. 

1.5 

GRADIENTE 

1. 0 

0 .5 

10 20 30 40 50 

Nº fracción 

Figura nº4. Diagrama de elución de la cromatografía en carboximetil - cel ulosa 
del colágeno tipo I (--) y mezcla de cadenas obtenidas en la cromatografía 
en Agarosa 5.0m ( - - - ). 
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La muestra se disuelve en tampón acetato 0 . 04 M pH 4.8 conteniendo urea 2M y 

la desnaturalización térmica se consigue manteniendo la muestra a 45ºC duran 

te 30 minutos . Los polímeros y componentes no aparecen ya que no se sol ubili 

za n en estas condiciones . 

La elución se efectua con un gradiente lineal de cloruro sódico entre 0.01 y 

0 . 1 M en el tampón acetato . Las fracciones correspondientes a la cadena O( 

1
(1) 

absorben más que las de las caden a a. 
2

(I) no por una diferente composición en 

aminoácidos aromáticos sino porque la concentración de éstas es doble, ya qu e 

la estequiometría de fa molé cul a es O( 

1 
( I): Cl( 

2 
( I) 2 : 1 . 

Las medi da s de desnaturali zación térmica se realizan di s olviendo el colágeno 

en tampón citrato 0 . 025 M pH 3.9 a una concentración comprendida entre 0.5 y 

1 mg / ml a temperatura ambiente. La temperatura en el polarímetro se incremen 

ta constantemente ,12ºC en una hora ,midiendo la rotaci ón óptica cada 15 minu 

tos . 

La temperatura de desnaturalización para el colágeno tipo I es 37 . 4ºC (figura 

nº5). "' o ... 
n 
\' 
u 

tempera t ura ºC 

1::1 conoe i.miE:nto del valor de l a rotaci ón optica a 405 nm permite calcular la 

eoncentración dE: una so lución dE: colágeno ya que estos valores est'n relacio 

nados por las ecuaciones (I) para la molécula de colágeno en estado · nativo y 
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(II) para· la molécula de colágeno desnaturalizada. 

( I) (II) 

(mg/ ml )= 
[rr) 1000 

(mg / ml )= 
[1.r j 1000 

1040 360 

La microsc opía electrónica es utili zada en la caracterización de las moléculas 

de colágeno para conocer la forma de éstas , longitud y tipos de enlaces entr~ 

c ruzados. El colágeno tipo I aparece c omo una varilla c on solo puntos de fl~ 

xibilidad en la región de los telopéptidos. La molécula de procolágeno prese~ 

ta en los extremos zonas globulares, correspondientes a los extr emos amino y 

ca.rboxi lo- terminal es. 

La técnica SLS específica para c olágeno permite establecer homologías entre la 

secuencia de aminoácidos de los distintos tipos de colágeno, específicamente 

sirve para determinar la distribución de aminoácidos polares . La adición de 

ATP a un a eoluci ón ácida de colágeno provoca la agregación lateral y para lela 

de las moléculas de colágeno, formando segmentos alineados. Despues de teñir 

con acetato de uranilo, que se une a aminoácidos ácidos, o ácido fosfotúngsti 

co,que se une a amínoácidos bási cos , se obtiene un diagrama de bandas alternan 

tes c laras y oscuras. Las regiones oscuras son locali zaciones de aminoácidos 

polares y las bandas c laras regiones con aminoácidos neutros. 

La secuencia de aminoácidos, por lo t anto el tipo de colágeno, determinará el 

diagrama obtenido. Una banda característica para el colágeno tipo I es la 

llamada banda m y pa ra el colágeno tipo III la banda n (figura nº6). 

N --- --
-------, ------~ ~·e 

::::::J_ :::::: __ :::: 
1 t 
n m 

Tipo 

Tipo III 

.!:i_g_ura n º 6 . Diagrama SLS :(segment long spacing) de colágeno tipo I y colágeno 
tipo III. Sólo se representan las diferencias más significativas de todo el 
diagrama . 
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La ·composición de aminoácidos de los colágenos intersticiales aislados de 

piel fetal bovina : tipo I, tipo III y procolágeno tipo III, se recogen a 

continuación. 

Ti E o 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 l. 9 16 19 

lle 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 10 

Los res ultados 

sis con HCl 6N 

se expresan como residuos / 1000 am}noácidos tras una l 1 idr~I 

durante 24 horas . Se pueden observar Lodas la s caracler í sLJ 

cas de la composi c ión de aminoácldos anter i ormente ya comen ladas . 
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AISLAMIENTO DE COLAGENO TIPO IV 

La insolubilidad de los basamentos membranosos, donde se encuentra este tipo 

de colágeno, hace necesario recurrir a un procedimiento diferente para extraer 

la molécula de colágeno . Los di stintos puntos de flexibilidad creados en las 

regiones no colagenosas , en los que la secuenci~ del tri pl ete Gly-X-Y queda 

alterada por la inclusión o delección de algún aminoácido, hacen que las carac 

terísticas del colágeno tipo IV sean diferentes a las de otros ti pos de colág~ 

- ~~s (Glanville y Rauter, 1981) y este hecho es la ba~e del proceso de extrae 

ción . 

La solubilización del colágeno se efectua en este caso con la ayuda de una e~ 

zima proteolítica, la pepsina. La diges~ión con pepsina solubiliza del basame~ 

to membranoso al colágeno tipo IV, pero la acción proteolítica recae en dife 

rentes puntos de l a molécula, obteni~dose por tant~no una molécula intacta 

sino fragmentos colagenosos pertenecientes a la molécula de colágeno tipo IV. 

A partir de la caracterización de todos estos fragmentos obtenidos se recomp~ 

ne la hipotética estructura del colágeno de basamentos membranosos . 

El proceso de extracción seguido es una modi ficación del método descrito por 

Glanville et al (1979) y queda recogido en el esquema n22. 

El medio en el que se realiza la extracción , ya que el pH óptimo de actuación 

de la pepsina es ácido, es ácido fórmico 0.5 M o ácido acético 0.5 M. El tiempo 

óptímo de digestión se fija en 16-20 horas a 42c . 

La presencia de zonas sensibles alata:¡ue proteolítico de esta estructura sin 

gular hace necesario un contro l de todas las condiciones de digestión: tiempo, 

temp eratura y cantidad de en z ima proteolítica. En condiciones drásticas, a 

202c,digiriendo el tej ido durante 20 horas y con una relación 1/ 10 de tejido/ 

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

El extracto de colágeno se precipita con cloruro sódico al 10 ~ eliminando así 

proteínas n~ colagenosa~ que hayan resistido la acción de la pepsina. 

En la etapa siguiente, al igual que en el esquema anterior , ée lleva a cabo una 
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Placenta (lavada con AcNa 0.4 M) 

Trituración 

Suspensión en ácido fórmico O.o M (1:3 p/ v) 

Digestión con pepsina 1/ 2000 (p/v ) 

Agitación 16-20 horas a 42C 

Centrifugación lh a 17000 rpm 

Teji do residual Ppdo 

(Colágenos tipos: I,III,IV y V) 

Ppdo 
(tipos III y IV ) 

Red iso lución en tampón 
t ris 1 M pH 8 . 0 

Reducc ión con 2- mercapto -etanol 
0.02 M en atmósfera de N

2 
Carboximetilación con 
iodoacetato 

Uiálisis frente a ác i do fórmico 

Redisolución y diáli sis en 
tampón tris 0 . 03 M pH 7.4 
NaCl 0.2 M 

Centrifugación lh a 17000 rpm 

Sbte 

(ti pos y V ) · 

Digest ión con peps i na (16 horas a 42C) 

en iguales condi ciones a la 1ª digestión 

Precipitación con NaCl sólido 
al 6% 

Centrigugación lh a 17000 rpm 

Sbte 
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1 Ppdoll 

Diálisis frente a tampón tris 

0 . 03 M pH 8.4; urea 2 .0 M,NaCl 0 . 2 M 

DE-5'1 
Tratamiento a 4ºC 

" 1 "d Fracci.on ne1 reteni a 

Diálisis Dialisis en tampón 

AcH 0.1 M 

. f · 11. . , Lio 1 1zac1on 

tris 0.03 M pH 7.6, NaCl 0 . 2 M 

Desnaturllización tbrmica 

1. TIPO IV 
3 horas a 45 ºC 

1 

Precipitación con NaCl a 

3M (452C) 
1 

Centrifugación lh 11roo rpm 

Ppdo 

. ,-1 . 1 
DLa LSJ.S Acll 0.1 M 

Liofilización 
I· 

TIPO IV 

1 

Sbte 

Esquema nº 2 . Aislamiento de colágeno tipu lV de placenta humana . 
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resuspensión de la fracción colagenosa pa ra proceder a la precipitación fra~ 

c ionada . Ya que el precipitado proviene de una precipitac ión en medio ácido 

y la resuspensión se reali za a pH neutro, es necesario un control del pH del 

medio en esta etapa ( pH a 7 . 4) debido a que los límites de precipitación son 

dependi entes del pH (tabla nQ 3). De este modo tamb i én se cons igue la elimina 

ción de c ontaminantes que sean insolubles en medios neutros . 

Por la naturaleza de l material bi ológico, además de colageno tipo IV, se e~ 

cuentran aunque en menor cantidad los colágenos tipos I,III y V.La separ~ 

c ión i ni c i al se real i za por precipitac ión f ra cc ionada . 

En e l prec ip itado 1 . 8 M se encuentran los co lágenos tipo III y tipo IV. En el 

sobrenadan te de esta preci pitación los col ágenos tipos I y tipo V, que se S! 

pararán s egún se i ndi ca posteriormente por precipitaci ón salina, ya que este 

sobrenadan te es el pun to de partida pa ra el aislamiento del ~ olágeno tipo V. 

Los rangos de precipitación de l colágeno tipo IV y colágeno tipo III son simi 

lares, la separación de ambos colágenos no estará basada por tanto en diferen 

cias de sol ubilidad. 

El procedimiento que se sigue parn l ograr esta separac ión consiste en una re 

ducc ión con 2- mercapto- etanol, en atmósfe r a de n i trógeno ,de los puentes di su.!_ 

furo del co l ágeno tipo 111 y posterior carboxilación de los grupos tiólicos 

con iodoacetato . Al romper los puentes di s ul f uro e i mpedir la posibilidad de 

una nu eva reoxidación con l a reacción o bloqueo d e los grupos con iodoacetato, ,. 

se provoca una d i s to r·sión en la mol é·cula de colágeno tipo I I I hac iendo que la 

estructura sea sens ib le a l ataque proteolíti co . 

El iodoacetato en exceso se el i mina de l medio por un a diálisis frente a ácido 

fórmico 0 . 5 M, pre parando de este modo tamb ién el medio para la digest ión con 

pepsina . 

La úl ti ma etapn del aislami ento es un a pr~ ci p itació n con c loruro s ódi co al 6% . 

Sin embargo , es necesario i nc lu ir otra serie de tratami entos para separar la 

posi bl e contaminación de co l ágeno tipo III s i no se ha producido en toda su 
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extensión la 'l\eacción de reducción y carboximetilación . Estos tratamientos 

consisten en una etapa cromatográfica y una desnaturali zación a 45ºC . La di 

ferencia de estabil i pad térmica entre el c olágeno tipo IV y III
1

que a esta 

temperatura está totalmente desnaturalizado1 es lo que permite la ulterior 

separación del colágeno tipo IV por precipitación salina . 

Caracterización de colágeno tipo IV 

La disociación del colágeno tipo IV en los componentes que integran esta es 

tructura se realiza en presencia de cloruro cálcico ( van Hippel, 1967) . En 

dependencia del tiempo de redisolución en un medio que contenga calcio, el 

colágeno tipo IV se disocia en distin~o grado. Esta disociación puede ser o~ 

servada en cromatografía de penetrabilidad en Agarosa 5 . 0 m. Un tratamiento 

incompleto o redisolución rápida conduce al perfil cromatográfico (- - -) de 

la figura nº 8, perfil que varía considerablemente cuando la muestra se diso 

c ia lentamente, a tiempos largos de contacto con el medio que conti ene calci o. 

E 
e 
o 
N 
N 

<{ 

1.5 

1.0 

0 .5 

40 eo 

Figura n2· 8 . ' Perfil de 
Elución en tampón tris 
ciación rápida ( - - -

60 70 

elución del colágeno 
0 . 03 M pH 7.5, CaCl 
); disociación lent~ 

8 0 90 100 
N2 f racc i ón 

tipo IV en Agarosa 5 . 0 m(4 x 150 cm) 
1 M y azida ·sódica 0.002%. Diso 
(--). 
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El co lágeno tipo IV de placenta humana está compuesto por dos cadenas polipeE 

tídicas <Y 
1 

(IV) y rY 
2 

(IV) de pesos moleculares 95000 y 70000 y otros compone.!:'_ 

tes de elevado peso molecular . La reducción del colágeno tipo IV provoca la 

aparición de una serie de componentes proteicos de diversos pesos mole culares 

que provienen de los polímeros . de elevado peso molecular (figura nº9). 

En la cromatografía en Agarosa se separan en una primera fracción los comp~ 

nentes de peso molecular elevado en un pi co asimétrico y posteriormente el ~ 

yen las cadenas 1x • El volumen de elución de la cadena 1t 
1 

(IV) es el corres 

pondiente a la cadena a 
1 

( I). 

La movilidad electr cforética del colágeno ti po IV y las fracciones obtenidas 

en la cromatograffa en agarosa se representan en la figura nº. 9. 

Tipo I Ti po IV 
Fracciones 

2 3 ----
+ + 

{) ( I) 

Figura nº 9 . Diagrama de una electroforesis en gel de poliacrilamida (4.5%) 
en presencia de SDS . Muestra desnaturalizada por la acción del detergente y 
la temperatura (-). Muestra en las mi s mas condiciones pero en presencia de 
2-mercapto. etanol (+). 

La movilidad electroforética de los componentes elementales 

no se modifi ca en el proceso de reducción . El camb io observado en la reducción 

del colágeno tipo IV es debido a la reducción de los polímeros de elevado 

peso molecu l ar (fracción 1) . 

Las curvas de desnaturali zación térmica del colágeno tipo IV difieren de las 
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obtenida ~ para otros c.olágenos. Se calculan dos temperaturas de désnaturali:_ 

zación. ~na centrada a . los 37ºC, correspondiente a la desnaturalización de 

la triple hélice y otra a los 70ºC que corresponde a la desnaturalización 

del componente de peso molecular elevado. 

Por microscopí.a electrónica las diferencias de . este colágeno con los ínter.:!_ 

ticiales también se poneri de manifiesto. Se obtienen distintos diagramas de 

bandas al obtener los "segment long spacing". La molécula de colágeno tipo 

IV vista al microscopio electrónico presenta un aspecto peculiar. En la fig~ 

ra nº 10 se representa el colágeno tipo IV. Este colágeno está constituido 

por más de una triple hélice, cuatro triples hélices se asocian para comp~ 

ner la molécula en una estructura superior que en orden equivale a la forma 

ción de .fibras en los colágenos · intersticiales. La asociación en ciertas lo 

calizaciones de cuatro hélices capacita a este colágeno para formar una red o 

malla muy flexible. 

~-­
. /:~ 

/ / ' 

I 

Colágen~ 

~ . 
~ . 

· ~ 

~ 
96 nm 

' 
' .. 

330 nm 

Figura nº 10. Estructura de la molécula de colágeno tipo IV. 

La asociación de cuatro héli.ces se locali za en la zona de la molécula denomi 

nada "dominio 7S". El dominio no colagenoso 1 ( "NC-:-1") daría cuenta de la aso 

ciación entre dos triples hélices para generar la matri z tridimensional. 
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Además de este dominio globular, próximo a la región 7S existe otro dominio 

no colagenoso, también globular, el "NC-2", que confiere a la molécula en esa 

región una amplia ·flexibilidad (Timpl et al. ,1982). 

AISLAMIENTO .DE COLAGENO 7S 

La porción colagenosa aislada de placenta humana denominada colágeno 7S posee 

una zona central con un gran número de entrecruzamientos y unos brazos o cad~ 

nas en triple hélice (Figura nºlO). La extensión o longitud de los brazos co~ 

fieren heterogeneidad a la molécula, dando origen a distintos tipos de colág~ 

nos 7S que diferirán en su tamaño molecular. Este colágeno correspondería a la 

zona de unión de las cuatro triples hélices que forman el colágeno tipo IV. 

Como parte de la molécula de colágeno tipo IV o como componente ca.J.agenoso de 

la placenta, el esquema indicado para extraer el éolágeno tipo IV, es e.J ori_ 

gen de este aislamiento. La obtención de las distintas espec ies moleculares 

será resultado de la metodología empleada en el aislamiento. 

La fracción colagenosa total se conserva dializando frente a ácido acético 

0.1 M y liofilizando. El liofilizado conservado a -20QC · se utiliza para comp~ 

rar el efecto de l ·as digestiones con . pepsina y colagenasa y diferentes condi 

ciones de tratamiento proteolítico. 

El liofilizado redisuelto a temperatura ambiente en ácido fórmico durante una 

noche, eliminando la parte no solubilizada por centrifugación, se digiere con 

pepsina. El tiempo de tratamiento en todos los casos es de 16 horas,variando 

las relaciones pepsina /muesL·a ( 1/10 y 1/100) y la temperatura de incubación. 

Finalizada la digestión, con una diálisis .y liofilización se obtiene eil mate 

rial digerido. La comparación se puede establecer por electroforesis en gel de 

poliacrilamida o por cr9matografía de filtración en gel. 

El incremento de la relación de pepsina de 1/100 a 1/10 en la incubación no 

afecta cuando la temperatura es . de 45ºC, sin embargo a 30ºC se observa una de 

gradación de la cadena a 
2

(I) así como de los componentes de ·elevado peso mo 

lecular, reflejada en un pequeño 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 incubación . En las muestra; tratadas a 20 y 30ºC, se 

observa la presencia de bandas en posiciones correspondientes a las cadenas 

de colágeno tipo I, tipo V y componentes de elevado peso molecular que dan 

cuenta de la presencia de colágeno tipo III y tipo IV.La presencia de colág~ 

no tipo IV se aprecia en la muestra reducida, por la aparición de las multi 

ples bandas características de este colágeno. 

A 37ºC se produce un cambio sustancial en el patrón electroforético . Los compE 

nentes correspondientes a colágeno tipo I ,ti po V y tipo III desaparecen, pe! 

maneciendo solo la banda correspondiente al dominio 75. Esto es un reflejo de 

la estabilidad térmica de los distintos colágenos . A 37ºC, temperatura proxi 

ma a la de desnaturalización, las moléculas pierden la estructura en triple 

hélice que l e confiere resistencia al ataque proteol ítico . Los co lágenos i~ 

tersticiales y colágeno tipo V pierden esta propiedad, haciendose sen3ibles 

a la pepsina y por tanto degradados. 

La estructura del colágeno tipo 75, reflejada en l a diferente curva de transi 

ción térmica, se mantien e a esa temperatura presentando resistencia al ataque 

proteolitico . Es necesario desnaturalizar a 70ºC el dominio 75 para que pueda 

ser degradado totalmente,como en el caso de los colágenos intersticiales , por 

la pepsina . No obstante, el incremento de la relación pepsina/ tejido en el 

tratamiento a 45ºC conduce a un desdoblamiento de la banda de peso mol ecular 

elevado, en dos bandas no totalmente diferenciadas, indicando la posibilidad 

de obtener por tanto diferentes estructuras en dependencia de la relación co 

lágeno/ pepsina. 

El medio de incubación para la digestión con colagenasa es tampón tris C.02 M 

pH 7 . 6, NaCl 0.2 ~y CaC1
2 

10 mM. Se procede como en el caso anterior pero a~ 

tes de afiadir )a colagenasa de bacterias se desnaturaliza al muestra a 45ºC . 

La i ncubación enzimática se reali za a esa temperatura y se varia l& cantidad 

de colagenasa en el medio. 
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El co mpo n e~te de mayor pes o molecular, a medida que se incrementa la concentra 

ción de colagenasa , se degrada convirtiéndose la banda neta en difuminada , í ~ 

di ce de una pérdida de peso mo lecular y la consiguiente aparic ión de una estr u~ 

tura no homogenea. La evolución del dominio 7S hacia otros co~ponentes queda 

también de ~ani fiest o en los geles reducidos . El correspondiente al -control de 

la muestra presenta las bandas características del colágeno tipo IV, mientras 

que en el tratamiento con colagenasa se obtiene una estructura más resistente 

a la reducción con 2-mercapto-etanol. 

Las diferentes estructuras obtenidas C•)n las digestiones con pepsina y colag~ 

nasa de bacterias se han estudiado también por cromatografía de filtración en 

ge l . La elevada resol ución requerida se obtiene con una co lumna de Agarosa 

5.0 m (5 x 150 cm), equili~rada en tampón tris 0.03 M pH 7.0 con CaC l 1 M. 
2 

La calibración de la c olumna se reali za eluyendo colágeno tipo I . Los re s~lt ~ 

dos obtenidos en estas c romatografías se re cogen en la figura n211 . Sólo se 

comparan cuatro muestra ,y el control utilizado para la digest ión con colage n~ 

sa , se utiliza de control para comparar las variaciones que se producen en los 

tratamientos proteolíticos . 

El diagrama de e lución presenta un primer pi co con un máximo en l a frac ci ón 47 , 

correspondiente a polímeros de elevcrlo peso molecular , otro centrado en la frac 

ci ón 68 que corres ponde a c olágeno tipo IV y a partir de l a fracción 190 el u 

yen una serie de componentes con una ampli a d istribución de pesos molecul ares . 

En las últimas fracci ones predominan los de peso molecular bajo, cor respondie~ 

tes a productos de degradaci ón de la digestión inicial de la placenta con peE 

sina . 

En las siguientes cromatografías se observa la transformación del control . Los 

polímeros de e l evado peso molecu l ar permanecen en las digestiones con pepsina 

1/10 a 372C y 1/1 00 a 452c, sin embargo desaparecen totalmente en el caso de 

real izarse el tratamiento · a una relación 1/10 y 452c. 

El interés de la comparación se centra en las zonas c romatográficas de elución 

entre l as fracciones 60-90 . Se observa l a transformación del control , d esplaz~ 
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miento del máximo de la fracción 68 hacia volµmenes superiores (tabla n2IV), 

incrementándose esta diferencia cuando el tratamiento proteolítico se desarro 

lla en condiciones mas drásticas . 

Tabla I V. Modificación del v olumen de elución de la fracción correspondie~ 
te al dominio 7S en distintos tratamientos . 

Tratamiento Fracciones Máximo a 220 nm 

Control 62 - 74 68 

Digestión con pepsina 

1/10 a 37 2c 65 - 83 73 

1; 100 a 452c 71 - 87 80 

1;10 a 452c 75 - 87 83 

AISLAMIENTO DE COLAGENO TIPO V 

El colágeno tipo V se ha ais lado de placenta humana . Las primeras etapas son 

comunes al aislamiento de l colágeno tipo IV, hasta la precipitación con el~ 

ruro sódi co a 1 . 7 M~ En el sobrenadante de di cha precipitación se encuentra 

el co lágeno ti po !,acompañando al colágeno tipo V.Ambos se peuden separar por 

una preci pi taeión salina basandose en el d i fe rente intervalo de precipitación 

(tabla III) según e l esquema nQ3. 

Las mov i 1 i dad es eJ ectrof'cwé f. i cas de l as · cadenas que componen el colágeno tipo 

V son menores a Jas de l co lágeno ltpo l'. Está compu esto por dos tipos de cade 

na s , llamadas 11 (V) o 
2 

A y B, en estequiometría AB
2

, siendo 

la mov ilidad de Ja cadena A s uperior a l a de l a B. 

l.a e Jecl rof'oresis de Ja f'ra cción denominada ttpo V presenta una ca racterÍst! 

ca di ferenci a l del c lásico colágeno ti po V. Se ha de scrito la presencia de 

una banda que acompaña a es.ta s dos , l a denominada banda C o :t 
3 

(V). El co lá 

geno lipa AB
2 

se ais l a c uando se utiliza como material bio lógico de extrae 

ci ón parle de la pl acenta humana, las membranas amnion y corion (Sage et al . , 
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Ppdo 

(Colágenos tipos 
III y IV) 

Podo 

Redisolución en tris 
0.03 M pH 7 . 4 NaCl 2M 

1 

Centrifugación 
lh 17000 rpm 

Sbte 

41 

Placenta 
Digestión con pepsina 
Precipitación con NaCl al 10% 
~e ntrif u gación lh a 17000 rpm 

Ppdo (Colágenos I,III,IV y V) 

Redisolución y diálisis en 
tampón tris 0 . 05 M pH 7.4,NaCl 0.2 M 

Precipitación con NaCl 5M 
tris 0 . 05 M pH 7.4 (tampón B) 

al.7M · 

Centrifugación lh 17000 rpm 

Sbte 

Sbte (Colágenos 

F cipitación 

1 :~:t:ifugación 

Precipitación a 4M con 
NaCl sólido 

Centrifugación lh 17000rpm 

tipos I y V) 

con B hasta 

lh 17000 rpm 

Ppdo 

TIPO I 

Sbte 4 M 

Redisolución y diálisis en tris 0.05 M 

pH 7 . 4, NaCl 0.2 ·M 

Precipitación con B a 3M de NaCl 

Centrifugación lh 17000 rpm 

Ppdo 

' f ooi pi tooi ó" con B 
3 M 

3M Sbte 
-1 

Precipitación a 4 M 

con NaCl 
Sbte 1 -- Centrifugación 

NaCl sólido a 4 M Sbte Ppdo 
Centrifugación 

1 TIPO V 1 

Sbte 

1 TIPO V 1 

Esquema n2 3 . Aislamiento de colágeno tipo V. 
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1981). Si en la experimentación se utiliza placenta humana a la que sólo se 

le elimina el cordón umbilical (contaminación de colágeno tipo II), la cadena 

C aparece en las preparaciones. 

En el material utilizado para el aislamiento de co lágeno tipo V,placenta hum~ 

na aparece la cadena C, por tanto el trabajo con este tipo de colágeno se ce~ 

tra en un intento de explicar cual puede ser la relación de esta cadena con 

las normales caracterizadas para el colágeno tipo V, las cadenas A y B. 

Según las conclusiones publicadas por Rhodes y Miller, las tres cadenas se en 

cuentran en relación 1:1:1 por los resultados obtenidos en electroforesis en 

gel de poliacrilamida. Así, se podría afirmar la pre sencia de dos tipos de. 

moléculas de colágeno tipo V, AB
2 

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 sódico , de polímeros de ele 

vado peso molecular así como de un componente no desc rito de baj o peso mol ecu 

lar que acompañan al colágeno ti po V induj o a .introducir nuevas etapas en la 

purificación de este colágeno. 

Siguiendo la metodología empleada por Benzt et al.(1978), se procede a l a ut.!_ 

lización de métodos cromatográficos para separar los políme ros. Los resulta 

dos obtenidos en las distintas cromatografías realizadas a 15 2c en columna 

de DE-52 se recogen en la figura n212 . La elución se real.iza con ur. gradie~ 

te lineal de cloruro sódico entre los límites 0.02 a 0 . 32 M en tampón tris 

0.05 M, pH 8.5 y urea 2 M. 

En esta separación cromatográfica no sólo se eliminan los polímeros, sino 

tambien se puede conseguir separar la proteína de bajo peso molecular. En 

las fracciones excluidas aparece el colágeno tipo V desnaturalizado . Las ca 

denas A,B y C se eluyen en las primeras fracciones del gradiente. En la segu~ 

da zona cromatográfica se encuentra el componente de bajo peso molecular y por 
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último ~Í ~~e n los polímeros de alto peso molecular . Los proteogli canos que 

acompañan al colágeno se retienen fuertemente en la resina y se eluyen po~ 

teriormente en el proceso de regenerado del DE-52 . 

E 1.5 

., .. .. 
< . 

t.O 

0.5 

40 50 

Figura ¡;¡2 12 . Perfil del eluído 
equilibrada en tampón tris 0.05 
con un gradiente lineal de NaCl 

60 70 

de la cromatografía en 
M pH 8 . 5, urea 2.0 M y 
de 0 . 02 a 0.32 M. 

80 90 'ºº 
N º fra cci ón 

DE-52 (2.5 x 25 cm), 
NaCl 0.02 M.Elución 

La movilidad electroforética del colágeno tipo V y de las fracciones ob t en~ 

das en la cromatografía de intercambio iónico se representan en la fig ura 13. 

·Tipo I Tipo V(AB
2

) Tipo V(placenta) Fracci ones 
2 3 

Figura n º 13.Electroforesis en gel de poliacril ami da (4.5%) en presenc ia de SDS. 
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La proximidad o solapamiento entre las fracciones correspondientes a las cad! 

nas de colágeno tipo V y el componente de bajo peso molecular se resuelve en 

etapas recromatográficas (figura n 2 14~ 

A 

50 60 7 0 80 

B 

1.0 

0 .5 

40 50 60 70 60 

NP fracción 

Figura n2 14. Per·files de elución de las r ecromatografías de las fracc iones 
obtenidas en la separación croma tográfica del colágeno tipo V. Las con d ici~ 

nes experimentales son igua l es a las de l.a cromatografí a de i.,a figura nºl2 . 
(A) Recromatografía de las fracciones 38-50, (B) de las fracciones 51-65. 

Dos hechos se pueden resa.l tar , el pr i mero de ell os es la ausencia del comp~ 

nente de bajo peso molecul ar en l as primeras fracciones del eluído y la ap~ 

rición del mj s mo pm;teriormente, contaminando a las cadenas que componen el 

colágeno ti po V. El segundo de el los se refiere a las cadenas a de l colág! 

no tipo v. En la e l ectroforesis se aprecia la distinta presencia de la cade 
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na C. Aparece e ~ las primeras fracciones y con la aparición del componente 

de bajo peso molecular, no se detecta. Así, la presencia de las tres cade 

nas u homogeneidad en la fracción del colágeno tipo V no queda totalmente 

clara. 

La pérdida de rendimiento en las etapas recromatográficas hace necesario la 

búsqueda de nuevas condiciones de elución. Los límites de cloruro sódi c o en 

el ~radiente lineal se restringen a O.O - 0.15 M. Los resultados obtenidos 

en estas condiciones se recogen en la figura n2 15. 

! GRADIENTE O - 0 . 15 M. 
0-0 .2 M . 

~ t . 5 
/ 

/­
/ 

N 

<( / 
I 

I 
I 

1.0 I 

o.~ / 

N2 fracc ión 

Figura n" l5. Perfiles de elución en diferentes condiciones de la fracción co 
lagenosa correspondiente al colágeno tipo V. 

En estas cromatografías, la fracción excluída corresponde al producto de una 

parcial desnaturali zación, como componente mayoritario aparece la cadena B. 

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

na o fra.ccio~es donde eluye el colágeno tipo V. 

En los primeros eluídos aparecen como componentes mayoritarios las cadenas. 

de colágeno tipo V y no se aprecia la presencia de la banda de bajo peso mo 
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lecula~ que si contamina a las últimas fracciones donde eluyen las cadenas 

de tipo V.A continuación, eluye este componente y por último, la fracción 

más retenida son los polímeros. 

La electroforesis de estas fracciones (figura n ºl6) revela ~a presencia en . 

las primeras frac ciones eluídas de solo dos bandas, co rrespondientes a ca d~ 

nas A y C. Esto indi ca la presencia de otra molécula de co lágeno tipo V. En 

la molécula de este tipo de c olágeno, la presencia de l a cadena C está expl~ 

cada por su asociación a la cadena A, formando una nueva molécula de colág ~ 

no no descrita hasta ahora . 

La intensidad de las bandas parece indicar que las cadenas A y C se encuentran 

en una relación estequiométrica 2:1. La composición molecular de este nu evo 

tipo de colágeno aislado parece ser por tanto A
2

C. 

Tipo AB
2 

Fracciones 
2 3 4 

Figura nº 16. El~ctroforesis en gel de pol iacrilamid a en presencia de SOS 
de colágeno tipo V. 

La posi bilidad de que la cadena C provenga de una degradación proteol ítica de 

la cadena B que camb ie sus prop iedade s químicas debe descartarse .Las experie~ 

cias realizadas cambiando condicionesdedigestióh conpepsina indican la pr~ 

sencia constante de esta cadena en todas las preparaciones , y es independi~~ 

te de las condiciones experimentales de extracci.ón . 

¿Es esta nueva molécula de colágeno aislado , el colágeno A
2

C, una molécula 

de colágeno nativo o es .simplemente un artefacto obtenido en el ais lamiento? 

Los estudios de Dicroísmo Circular reali zados con la mo l écula A e han eviden 
2 

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 colágeno nativo. 

Si esta molécula existe como entidad propia, ¿la. cadena A que acompaña a esta 

nueva cadena C es la misma que forma parte del colágeno tipo AB ? o ¿es una 
2 

cadena polipeptídica con las mismas propiedades electroforéticas que la que 

compone el colágeno AB pero con diferente composición en am'inoácidos?. 
2 

El aislamiento de las cadenas A,B y C para separarlas posteriormente y poder 

establecer comparaciones en cuanto a la composición de aminoácidos se realiza 

en una cromatografía de filtración en gel en Agarosa 5.0 m, en las condicio 

nes descritas anteriormente. Los resultados obtenidos, al desnaturalizar 

la fracción colageno tipo V indican la presencia de polímeros, eluído con un 

máximo en la fracción n2 50, moléculas intactas, no disociadas (60-90 ), cad~ 

nas individuales (90-100) y componente de bajo peso molecular (115-125)(fig~ 

ra n217). 

1 5 

'·º 

50 60 70 ea 90 100 110 1 ¿o 

Figura n2 17. Perfil del eluído de ~a .;roma.togr·af'.í a en Agarosa 5.0 m ucl (.'(_) 

lágeno tipo v. 
La separación de las cadenas de la molécula de co lágeno tipo V, frat' Cioncs 

90- 100 de la cromatografía anterior se rea.li za por medio de una c1•nmalog·1·ufía 
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líquido de alta eficacia . .. En la. figuranº 18 s e comp ar a e l per f il ob te ni do 

pa ra esta muestra con el del co l 6geno t j po AB
2 

y c oligen ? ti po A
2

C. La cad! 

na C puede ser separada de las otras dos, pero se ne ces itan di s t i ntas c ondi 

c iones pa ra lograr la se~aración de las cadena s A y B y pod e r es t abl ece r la 

compa r ac i ón entre ambos tipos de colágenos. 

O.O 

0.4 

0 . 3 

0 . 2 

0 .1 

·-;..- .... _ ~;:.. /. 

30 

í\ , , 
I 1 
, 1 

I 
I 

I 
I 

1 
I 
I 

40 

1 ·-·. 

50 GRAD IENTE 

fi gura n º 18 . Se paraci ón en c romatogra fí a liquido de a l ta e fi cacia de las ca 
denas que comp onen e l col6geno t i po V. (- - - - J AB

2
; {------ )A

2
C; (-·-·- ) m e~ 

v 1 a ABC . 
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