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1 Introduccién

El Colageno del tipo | es el principal
componente de la piel. Existen todavia
cuestiones sin responder sobre el mecanismo
de curticion, las cuales hacen necesario
continuar investigando sobre este tema,
ademas de comprender mejor la interaccion
entre coldgeno y el agente curtiente que tiene
lugar durante la curticién.

2. Materiales y métodos

Estudiamos el auto-ensamblaje in vitro del
coldgeno de piel vacuna partiendo de los
monomeros hasta las fibrillas mediante
espectroscopia de UV-VIS y microscopia de
fuerza atomica (AFM). La fibrilacion en una
solucion de mondmero en condiciones &cidas
se inicia al aumentar la temperatura a 30
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°C y manteniendo el pH a condiciones neutras
[1].

La figura 1 muestra la formacion esquematica
de fibrillas a partir de monomeros via
microfibrillas. En la figura 2 se muestra el
proceso de ensamblaje a partir del espectro
cinético obtenido mediante espectroscopia UV-
VIS. En espectroscopia, se usa el efecto del
tamafio medible a longitudes de onda entre 200
nm y 400 nm. A 340 nm los monémeros no
dispersan la luz, mientras que las fibrillas si lo
hacen. La pendiente desplazada demuestra que
hay un estado de transicion entre monémeros y
fibrillas.
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Figura 1. Representacion esquematica del ensamblaje del colageno.

0.5

0.4 -

absorbance

024

microfibrilg
n«(ers

o)
&
y
0.0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

time/min

ad

Figura 2. Dependencia del tiempo del
asemblaje del coladgeno desde los mondmeros
hasta las fibrillas.

Las medidas espectroscdpicas de turbidez
permiten sacar conclusiones de la interaccion
entre el agente curtiente y el colageno a

Los resultados obtenidos se analizan por medio
de un modelo simple, asumiendo que las
microfibrillas  se comportan como un
intermedio esencial. Se estudian los cambios
de morfologia de las fibrillas a través de AFM
como informacion  complementaria  del
proceso.

Ademés, hemos desarrollado un método
adicional para estudiar el desensamblaje de
fibrillas, en el cual los monémeros se separan
de las fibrillas a valores de pH bajos. Los datos
de turbidez obtenidos dependientes del tiempo,
proporcionan informacion acerca de la
astringencia de la union del aditivo al coldgeno

13].

3. Resultados y discusion
Los agentes curtientes afectan
considerablemente al autoensamblaje y al
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desensamblaje del colageno. En procesos Las graficas presentadas en la figura 3
de curticion se usan polimeros basados en muestran la cinética de ensamblaje
acrilatos. En particular, estudiamos la llevadas a cabo con aditivos de hasta 2
influencia del &cido poliacrilico y acido pumol de &cido poliacrilico (izquierda) y
polimetacrilico los cuales se diferencian acido polimetacrilico (derecha). En negro,
solamente por un grupo metilo de la se muestra una curva estandar como
cadena lateral de su estructura y también referencia. En dichas figuras se pueden
en sus propiedades curtientes. El observar intervalos de tiempo mas largos
Polimetacrilato tiene un gran impacto en la causados tanto por el poliacrilato como por
cinética, mientras que el uso del el polimetacrilato. Las flechas en rojo
poliacrilato conduce a cambios muestran dicho efecto. Cuando se afiade
considerables en la morfologia de las acido polimetacrilico el efecto de
fibrillas ensambladas [2]. extension es mucho mas fuerte.
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Figura 3. Espectro UV/Vis del ensamblaje del colageno en presencia de: sin producto (negro), 0.1

pmol (azul marino), 1 umol (azul claro) and 2 umol (verde claro) &cido poliacrilico (izquierda) y
acido polimetacrilico (derecha).

Como un segundo resultado, presentamos poliacrilico, se produce repulsion o
en la figura 4 imagenes de AFM que ensamblaje defectuoso que da lugar a
muestran los resultados del ensamblaje. A centros de dispersion adicionales lo que
diferencia de la fibrilla mostrada en la explica los mayores niveles de curvas
imagen de la izquierda que fue ensamblada planas en los espectros de UV/VIS.

en condiciones standard, se puede ver
como el relieve acaba en la fibrilla
formada en presencia de poliacrilato
(imagen derecha) [3]. Al usar &cido

Figura 4. Iméagenes AFM de las fibrillas de colageno ensambladas sin (izquierda) y con 1umol de
acido poliacrilico (derecha).
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Los datos obtenidos en los experimentos
de desensamblaje se presentan la figura 5.
Al aumentar el tiempo de proceso, la
concentracion de colageno aumenta debido
a que hay mas monomeros separados de la
matriz de fibrilla al afadir el &cido
clorhidrico 100 mM. Este incremento en la
concentracion de colageno se mide en
continuo por medio de la intensificacion
del pico a 200-220 nm causado por el
enlace peptidico.
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Figura 5. Incremento del pico de péptidos
durante el desensamblaje del colageno.
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4. Conclusiones

La alternativa de estudiar ensamblaje y
desensamblaje de colageno con
compuestos adicionales proporciona un
mejor entendimiento en la interaccion a
nivel molecular del agente curtiente y
matriz de colageno y asi ayuda a entender
mejor el proceso de curticion. Para casos
particulares, hemos discutido resultados
obtenidos en este estudio combinado
teorico-experimental.
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