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Obtencion y caracterizacion de colagena tipo | a partir de tendon bovino
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La colagena como biomaterial aplicada en la rama de la medicina, proporciona soporte a diversos tejidos. La fuente de
procedencia de esta proteina, asi como las técnicas empleadas para su procesamiento resultan en biomateriales con
diversas propiedades. En este trabajo se reporta un procedimiento adecuado para la obtencion de colagena tipo I,
empleando tendon de bovino. La extraccion se hizo a partir de un tratamiento enzimatico usando pepsina, lo cual permite
obtener una gran cantidad de colagena en soluciéon y reducir una respuesta inmunologica en el organismo. El proceso
llevado a cabo permiti6 la extraccion, caracterizacion, purificacion y cuantificacion mediante espectrofotometria, de la
colagena.
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Collagen as a biomaterial applied in the field of medicine provides support to various tissues. The source of origin of this
protein as well the processing techniques used derive in biomaterials with different properties. In this paper we reports a
suitable procedure for obtaining collagen type I from bovine tendon. The extraction was using an enzymatic treatment
using pepsin, which allows obtain great amount of collagen in solution and minimize the immunological response in the
body. The process was carried out has allowed the extraction, characterization and purification of collagen and the
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collagen quantity was quantified using spectrophotometry.
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1. Introduccién

Las colagenas forman parte de la familia de las proteinas
fibrosas, su principal funciéon es la de soporte estructural y
celular.  Particularmente la coldgena tipo I es el
componente mas abundante en piel, tendén y hueso,
constituyendo aproximadamente el 25% de la masa total de
proteina en los mamiferos [1].

La molécula de colagena tipo I esta constituida por tres
cadenas polipeptidicas denominadas cadenas «, dos
cadenas a idénticas designadas como al(I) y una cadena o
diferente a2(I) que se enrollan sobre si mismas formando
una superhélice con una longitud de 300 nm, un didmetro
de 1.5 nm y un peso molecular de 300 kDa. La estructura a
su vez, se divide en dos segmentos: la parte central
(helicoidal) y la parte no helicoidal conocida como
telopéptido correspondiente a los extremos terminales de la
cadena (N-terminal y C-terminal). Las cadenas al(I) estan
conformadas por una secuencia de 1052 aminoacidos de
los cuales 1011 corresponden a la parte central, 16 al
extremo N-terminal y 25 al extremo C-terminal [2],
mientras que la cadena o2(I) estd formada por 1029
residuos aminoacidos [3].

Su estabilidad se debe principalmente a los
entrecruzamientos intermoleculares. Atn después de
solubilizar la  coladgena, se conservan algunos
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entrecruzamientos, por lo que generalmente las soluciones
obtenidas contienen una mezcla de oligomeros. Los
telopéptidos son los responsables de la posible respuesta
inmunogénica que puede presentar un biomaterial a base de
colagena, para eliminar este problema, se remueve los
telopéptidos mediante el empleo de enzimas proteoliticas
como la pepsina [4].

La extraccion de la colagena a partir de un tejido es un
proceso que debe ser controlado, ya que cualquier cambio
en las condiciones de trabajo produce variaciones en la
concentracion de coldgena, que estda directamente
relacionada con el rendimiento del producto final y en las
propiedades fisicoquimicas y mecanicas del biomaterial.

Debido a lo anterior, el objetivo de este estudio consistio
en determinar las variables que influyeron en las
propiedades arriba mencionadas al introducir cambios en
las condiciones del proceso de extraccion de coldgena a
partir de tendon bovino.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales y reactivos quimicos
Tendon bovino (se obtuvo del rastro Tipo TIFF de la

Cuenca del Papaloapan). Pepsina proveniente de mucosa
gastrica porcina (Sigma-Aldrich). Acetona, agua
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Figura 1. Esquema del proceso realizado para la obtencion de colagena
tipo L.
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Figura2. Curva Estandar de hidroxiprolina.
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Figura3. Patron electroforético de: (1) 20 pL de muestra control; (2) y (3)

20 pL y 10 pL muestra G, respectivamente; (4) 20 uL de muestra A
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desionizada, acido acético, acido clorhidrico, Cloruro de
sodio, Refrigerador, Homogenizador Polytron
HSIANGTAL

2.2. Metodologia

La extraccion de colagena se hizo modificando el
proceso reportado por Miller y Rhodes [5], mediante el uso
de acetona en lugar de la solucion de NaCl (0.15-1 M) para
retirar del tendon el tejido adiposo y otras proteinas
diferentes a la coldgena, con lo que se evita la disolucion
de la colagena del tendon.

2.2.1. Preparacién del tendén

El tendon fue lavado con agua desionizada y se cortd en
pequenos fragmentos, después se sumergio en acetona y se
dejé en refrigeracion por 12 h, para disolver el tejido no
deseado. Luego se retird la acetona y se lavd nuevamente
con agua desionizada con el fin de retirar por completo el
tejido adiposo. Una vez ya limpio el tendon se liofilizé y
guardo hasta su uso.

2.2.2. Extraccién de la colagena y digestion enzimatica

El proceso de extraccion se llevd a una temperatura de
4°C.
Se tomo una muestra de 10 g de tendon liofilizado el cual
se mezclo en 50 volimenes de acido acético al 0.5 M, con
un pH 2.5 (ajustado con HCl 1M) wusando un
homogenizador Polytron HSIANGTAI del00 RPM,
Modelo HG300D, con lo que se forma una masa
gelatinosa debido al hinchamiento de las fibras de colagena
por la intromision de las moléculas de 4cido acético que
provocan la pérdida de la estructura secundaria de la
proteina. Esto dificulta la solubilizacion de la mezcla.
Se tomaron 50 g de la masa gelatinosa y se agregd acido
acético hasta su completa homogenizacion, esta solucion se
filtr6 empleando gasas y decantacion. El tejido que se
retuvo en la gasa nuevamente se solubilizd en acido
acético. Posteriormente, se adiciona la pepsina con una
relacion en peso de 1:10 (enzima/tejido) y se agita por 24 h
con objeto de que la proteina se desprenda de los
aminoacidos terminales para eliminar una posible respuesta
inmunoldgica. Finalizado el tratamiento con la enzima, se
agrega a la solucion viscosa obtenida (A) un volumen igual
de acido acético con el fin de diluirla (B) para poder tener
un mejor manejo de la misma antes de ser centrifugada, ver
Figura 1. Con objeto de retirar la proteina no solubilizada,
se centrifugd en un equipo Sorvall, modelo RC-5B y rotor
SS34, y tnicamente consideramos el sobrenadante.

2.2.3. Purificacion de colagena
En esta etapa se aisld la colagena tipo I del sobrenadante

obtenido durante el proceso de extraccion. Primero el
sobrenadante obtenido antes se somete a una primera
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Tabla 1. Absorbencia promedio y concentracion de las alicuotas tomadas
durante el proceso de extraccion.
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Muestra Absorbencia Hidroxiprolina  Colagena
(ng/mL) (mg/mL)
A 0.22335 1.1821 1.1431
B 0.1168 0.5429 0.7467
C 0.0450 0.1122 0.2037
D 0.0887 0.3743 0.5783
E 0.09545 0.4148 0.4268
F 0.0219 - -
G 0.0994 0.4383 0.3814
Control 0.9957 5.8152 7.1325

precipitacion selectiva (salting out) adicionando cristales
de NaCl con agitacion constante durante un periodo de 24
h. Luego, se centrifugd a 11, 500 g x 2 h, desechandose el
sobrenadante, el precipitado se resuspendié en acido
acético con la finalidad de volver a disolver proteinas no
deseadas, durante 24 h. Se llevo a cabo una 2 precipitacion
selectiva con las mismas condiciones arriba descritas. Una
segunda centrifugacion, eliminandose el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en acido acético 0.5 M.
Finalmente se dializ6 la solucion en membranas
semipermeables de la marca Spectra/Por a fin de retirar las
sales que pudieran haberse quedado durante Ia
precipitacion contra un amortiguador de acetatos 5 mM. Se
liofiliz6 para su caracterizacion.

En la figura 1 se observa el diagrama de flujo del
desarrollo experimental arriba mencionado. Para dar
seguimiento al cambio en la concentracion de colagena
durante el proceso se tomaron alicuotas para su
cuantificacion. Estas alicuotas se designaron con letras: A,
B, C, D, E, F y G, siendo la muestra de mayor interés para
este trabajo la G. Se emple6 una muestra de colagena pura
comercial obtenida a partir de piel porcina proporcionada
por la empresa ASPID, como muestra control.

2.3. Caracterizacion de la colagena
2.3.1. Cuantificacion de colagena

La colagena esta conformada por tres cadenas a y a su
vez cada cadena a, esta constituida por una secuencia
unica de aminoacidos. La anterior secuencia esta
compuesta por unidades repetitivas de tres aminoacidos,
esta unidad repetitiva es Gly-X-Y, en donde la posicion X
esta ocupada por el aminoacido prolina y en la posicion Y
generalmente se encuentra el aminodcido hidroxiprolina.
La hidroxiprolina constituye aproximadamente el 10 % de
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la composicion en la coldgena y se encuentra
exclusivamente en este tipo de proteinas (colagenas). Por lo
anterior, es posible cuantificar la concentracion de
colagena a partir de la determinacion de hidroxiprolina.

En la literatura existen varios métodos para cuantificar la
colagena, todos ellos emplean la técnica de
espectrofotometria. En este estudio se emple6 el método de
Woessner [6], el cual consiste en hidrolizar las muestras
con HCI 6N a 105°C durante 18 h en ampolletas selladas.
Las ampolletas se abrieron y el contenido se vertid en
matraces aforados, lavandose las ampolletas con NaCl
0.2M y se ajusto el pH de la solucion a un valor entre 6 y 7,
con NaOH IN y HCl 0.IN correspondiendo a una
coloracion ligeramente naranja. De la solucion anterior se
tomaron 0.2 mL que se colocaron en un tubo de ensayo de
16x150 mm, se agregaron 0.8 mL de NaCl 0.2M, solucion
oxidante 0.05 M (cloramina T, 2-metoxietanol,
amortiguador de citratos), y acido perclérico 3.15 N para
eliminar la cloramina T y se mezcld durante 5 minutos,
finalmente se agregd una solucion de p-dimetilamino-
benzaldehido al 20%. La solucion anterior se mezcla y se
calienta a 60°C durante 20 min. en un baflo maria. Al
término del cual se dejo enfriar por 5 min. La absorbancia
de las soluciones fue medida por espectrofotometria a
557nm, se consider6 una solucion estandar de
hidroxiprolina con concentraciones de 0 a 6 pg/mL.

Como se habia mencionado anteriormente, la unidad
repetitiva por las que estan conformadas las cadenas o
poseen un aminoacido de hidroxiprolina que se repite a lo
largo de las cadenas en n veces, es a partir de este
razonamiento que se hace uso de un factor de conversion
con valor de 7.46, para calcular la concentracion de
colagena [7].

2.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE)

La pureza de las soluciones de colagena fue analizada
por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS,
basandose en el método de Laemmli [8]. Las muestras se
mezclaron con un amortiguador de muestra (0.5 M Tris-
HCI pH 6.8, SDS al 10%, glicerol, azul de bromofenol,
agua desionizada) en relacion 1:1, se calentdé durante 10
min a ebullicién y se dejé enfriar a temperatura ambiente,
se cargaron 20ul de muestra al gel de poliacrilamida. Un
sistema discontinuo de gel de poliacrilamida fue empleado
con una concentracion de 7.5% para el gel separador y 4%
para el gel concentrador y se realizo la corrida a 20mV
durante 2 h. Al término de ésta se retir6 el gel de la camara
(Dual Mini-Vertical Units Z37240-4 de Sigma-Aldrich), se
tifid en una solucidén de azul de Comassie R-250, acido
acético, isopropanol durante toda la noche, para finalmente
destefiir con una solucion de metanol 40%(v/v), acido
acético 10% (v/v) y agua desionizada 50 % (v/v). Dentro
de la corrida también se anexo una muestra estandar (H) y
un marcador de peso molecular (Kaleidoscope Prestained
Standards de Bio-rad).
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3. Resultados y discusién
3.1. Determinacién del contenido de colagena

Se determind la cantidad de hidroxiprolina a partir de la
medida de la absorbancia (ver Figura 2), mediante el factor
de conversion adecuado se calculdo el contenido de
colagena en cada muestra tomada durante el proceso de
extraccion y de purificacion.

Durante cada etapa del proceso se extrajo una alicuota, la
cual posteriormente fue analizada. Como se observa en la
tabla 1, la concentracion de cada una de estas muestras fue
disminuyendo conforme se tiene un avance en el proceso,
sin embrago no pudo determinarse una concentracion para
la muestra F, se presume que lo anterior se debe a la
ausencia de colagena tipo I en solucion. La concentracion
de interés de este trabajo recae en la muestra G
(concentracion de 0.38 mg/mL y un rendimiento de 54.3
%) que se encuentra muy por debajo de la concentracion
representativa de la muestra control con un valor de 7.13
mg/mL. Sin embargo, el rendimiento obtenido en este
trabajo es mayor que el obtenido por otros autores [9] con
un rendimiento del 41.02%.

3.2. Caracterizacion de la muestras por SDS-PAGE

En el patron electroforético de las figura 3, se observa
que todas las muestras, asi como el control presentan como
principales constituyentes las cadenas al, a2, dimeros y
trimeros (B y y) a partir de lo cual se asume que se obtiene
colagena tipo 1. Los entrecruzamientos entre las moléculas
de colagena se concentran en la region telopéptida,
impidiendo una completa solubilizacién de la proteina. Una
incision de esta zona mediante el uso de pepsina facilita la
solubilizacion sin alterar la integridad de la molécula y en
consecuencia se obtiene una disminucion en el peso
molecular y una mayor intensidad de las bandas a y B,
correspondiente a los péptidos que se desprendieron de la
region telopéptida. Del patron electroforético se puede
observar una desnaturalizacion en la muestra control (1), es
decir, bandas con un peso molecular inferior a la cadena a2
(128, 941 Da). En las columnas (2) y (3) se muestra el
patron de la muestra G (producto final), siendo la Unica
variable la cantidad de proteina insertada en el gel y
perceptible en el espesor de las bandas correspondiendo a
una menor cantidad de moléculas en la columna (3). El
grado de pureza de las muestras aumenta conforme
progresa el proceso de extraccion, ya que durante la
trayectoria se pierde material no colagenoso e inclusive
colagena de un tipo diferente a la I en cada una de las
centrifugaciones y precipitaciones. En el patron
electroforético, este fendmeno se exhibe como la ausencia
de bandas entre las bandas o, B y B, y. Con base a lo
anterior es evidente que en la columna (4) se tiene una
muestra impura, siendo esperado este resultado, debido a
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que corresponde a una muestra (A) que no ha sufrido
ningun proceso fisico que contribuya en la separacion de
sus componentes.

4, Conclusiones

El proceso propuesto para la obtencion de colagena tipo I

proporcion6 un rendimiento alto, no es superior al de la
muestra control pero si es significativo al compararse con
los obtenidos por otras vias. Por otro lado, la adiciéon de
pepsina a pesar de mejorar la compatibilidad del
biomaterial, puede presentar desventajas al hidrolizar por
completo la proteina (coldgena), esto se puede prevenir
desactivando la pepsina al llevar el pH de la solucion de
25a6.
Se obtuvieron muestras con un alto grado de pureza cuya
determinacion fue posible a través del patron
electroforético de la figura 3, lo anterior indic6 que la
metodologia empleada fue adecuada para la obtencion de
colagena en solucion. La solucion anterior posteriormente
puede ser tratada quimicamente tanto fisicamente para dar
forma a otro de tipo de biomateriales a base de colagena,
como son membranas y andamios celulares.
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