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Resumen

El colageno es la proteina mas abundante en los animales forma fibras colagenas que constituyen parte
primordial de la matriz extracelular; el colageno tipo | esta presente en huesos, piel, cérnea y los
tendones [1]. En este proyecto se probd un protocolo de extraccién de colageno, el cual puede ser
utilizado en la elaboracidon de biomateriales. El colageno extraido fue caracterizado quimicamente por
espectroscopia infrarroja y se verificd la presencia mayoritaria de proteina de colageno por medio de
una electroforesis SDS-PAGE.

Abstract

Collagen is the most abundant protein in animals, this which forms fibers that are a primary part of the
extracellular matrix; Collagen type | is the most common and is present in bones, skin, cornea and
tendons [1]. In this project a collagen extraction protocol was tested, which can be used in the
elaboration of biomaterials. The extracted collagen was chemically considered by infrared spectroscopy
and the majority presence of collagen protein was verified by SDS-PAGE electrophoresis
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INTRODUCCION

El colageno es una proteina fibrosa que forma el tejido conectivo, y que en los mamiferos y aves constituye
una proporcion muy importante de las proteinas totales, aproximadamente un 25%. Una de las caracteristicas
mas importantes del colageno, es que tiene una gran flexibilidad, pero a la vez ofrece gran resistencia.

Existen 28 tipos diferentes de colageno. El colageno tipo I, es el mas abundante, la unidad estructural
constituyente es el tropocolageno, una proteina de alrededor de 300.000 macromoléculas de peso molecular,
constituida por tres cadenas del mismo tamafo, dos de ellas idénticas y otra ligeramente distinta. Esta
presente sobre todo en los huesos, en la piel, en la cérnea y en los tendones; sus principales funciones son
denotar al organismo la capacidad de estiramiento y resistencia.

El colageno extraido de tenddn de rata puede ser utilizado para investigacion en la industria farmacéutica y
cosmética.

Este colageno puede ser usado para recubrir el interior de material de laboratorio como recipientes de cultivo
de células. En la industria cosmética, el colageno de cola de rata se utiliza como aditivos de jabones, también
se utiliza en cremas o lociones [3]

En este trabajo se reporta un procedimiento para la obtencion y caracterizacién de colageno tipo |, empleando
tendén de cola de rata. La extraccion y purificacion de colageno se realizé con el protocolo establecido en el
Laboratorio de Biomateriales de la Division de Ciencias e Ingenierias.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Colas de rata, bisturi, tijeras, tabla de diseccién, kit de diseccion, solucidon desinfectante, agitadores
magnéticos, tubos falcon 50ml, vasos de precipitados de 50ml, tubos Eppendorf, charolas desechables de
pesaje, molde de silicén, marcadores, mortero de agata, toallas de papel, espatulas, cepillo, kit formador de
pastilla para IR, micro pipetas, pipeta Hamilton, puntas para micro pipeta, placa de 96 pozos, flotador para
tubos Eppendorf, plato, espatula, recipiente de plastico.

Equipo:

Parilla de agitacién, agitador orbital, potenciometro, balanza digital, refrigerador, espectrofotémetro infrarrojo,
PC, horno, UV-VIS, camara de electroforesis, fuente de poder.

Métodos

Tratamiento de las colas de rata y extraccién de coldgeno

Se siguio el protocolo para la obtencion de colageno reportado por Rajan con algunas modificaciones descrito
a continuacién [2] : Después de ser disecadas las colas, se preparo el area de trabajo, donde se les realizé un
corte en piel de la parte distal de la cola hasta encontrarse con una zona blanquecina, la cual corresponde a
los tendones; al extraer los tendones se colocaron en etanol para desinfectar durante un minuto, a
continuacion se colocaron en PBS hasta terminar por completo la extraccién de tendones. Al finalizar las colas
se lavaron en dH:20, para la descelularizacién de los tendones estos se sumergieron en una solucién
compuestas por triton x100, EDTA y PBS 1x para que actuase como un surfactante durante una hora y
después de volverse a lavar, se sometieron a la hidrolisis en HCI y manteniéndose en agitacion por 7 dias.

Cumplidos los 7 dias se transfirieron las soluciones de acido con colageno hidrolizado al molde de silicon y se
pusieron en congelacién por 24 horas.
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Procesamiento del coldgeno hidrolizado en un horno de secado al vacio.

El colageno hidrolizado se puso a secar durante 4 dias en un horno al vacio a 35°C, para evitar que el
colageno obtenido se desnaturalizara, permitiendo separar la solucién acida y obtener colageno seco [4].

Caracterizacién del coldgeno.
e Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) ayudo a detectar las vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales
quimicos presentes en el colageno.

Para comenzar con la caracterizacion se preparé primero una pastilla “blanco” pulverizando un poco de KBr y
colocandolo en el kit formador de pastillas para IR. Una vez que se midié la muestra, se retiré y con la ayuda
del cepillo y acetona se limpi6 el kit para poder realizar la siguiente prueba.

Del colageno seco se tomd una muestra y se formé una pastilla con un poco de KBr pulverizado. Con una
espatula se vertié en el kit formador de pastillas para IR y se preparé la pastilla que se colocé en el lector del
espectrometro infrarrojo el cual tomo la muestra blanca y arrojo las lecturas del colageno seco y de la misma
manera con el colageno comercial.

e Electroforesis proteica

La electroforesis sobre gel de SDS-poliacrilamida es el método empleado para el analisis cualitativo de
proteinas. Particularmente es util para monitorear la purificacién de una proteina, ya que el método esta
basado en la separacién de las subunidades proteicas segun su tamafo, este puede ser usado para
determinar el peso molecular relativo de las proteinas. [5]

La electroforesis proteica consta de las siguientes etapas, la primera es la obtencién de la proteina recogiendo
las muestras del colageno hidrolizado; la segunda es la cuantificacion de la concentracion de la proteina con
ayuda del kit Pierce BCA Protein Assay, lo que permite identificar la cantidad de muestra a cargar en el gel
para la electroforesis; la siguiente etapa es la preparacion y corrimiento del gel de acrilamida 7.5%. En este
gel se desarroll6 la corrida de las proteinas gracias al gradiente eléctrico generado por la fuente de poder.

Formado el gel, se transfirié a un recipiente de plastico, donde se tifio y después fue lavado con las soluciones
preparadas para poder observar las subunidades de la proteina.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvo una cantidad de 5154.00 mg de colageno.

El secado al vacio colageno se realizé de manera correcta, puesto que el colageno no se desnaturalizo a la
temperatura de 35°C, ya que se pudo percibir en la espectroscopia infrarroja

Ya terminado de ejecutar el protocolo de obtencion del colageno se caracterizé la proteina para eliminar la
posibilidad de que haya estado contaminada y/o conteniera alteraciones de las cadenas proteicas.

Espectroscopia Infrarroja (IR)

Al comparar el colageno comercial y el colageno extraido, se observaron espectros similares, obteniendo
bandas de absorcidon que correspondian a la amida | en 1650 cm-!, la amida Il a 1560 cm™' y la vibracién de
bandas caracteristicas de la amida Ill a 1245 cm'. También se muestra un aumento notable a 3400 cm' en
el espectro debido a la formacién de puentes de hidrégeno, que se unen a las moléculas de colageno. [6]
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Imagen 1. Espectro infrarrojo del colageno. Grafica comparativa entre colageno comercial y el colageno extraido.

Por medio de la electroforesis se percibié que la proteina no estaba contaminada y el colageno obtenido era
mayormente puro

CONCLUSIONES

Al finalizar la ejecucion del protocolo mencionado anteriormente, en base a las técnicas de caracterizacion, el
colageno obtenido conserva la presencia de las amidas |, Il, y lll sin embargo, la diferencia del espectro en el
intervalo de 2500 a 3700 cm-! sugiere que el colageno extraido sufrié algin cambio en su composicion
quimica.
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