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INTRODUCCION

Una de las proteinas mAs importantes mara los metazoarios es la co
légena, ya que es el componente mAs abundante del tejido conectivo y
les da forma y rigidez. Se encuentra desde la espongina, que funciona
como un esqueleto en las esponjas, las cuales son consideradas como los
metazoarios mAs primitivos, en donde narcce tener ademfs funciones de
red de comunicacibn para la movilidad celular (Garrone and Rozenfeld,
1981), hasta los vertebrados, organismos relativanente recientes donde
forma parte de cartflago, cbrnea, nembranas basales, dientes y muchas o
tras estructuras (Groas, 1961; Trelstad, 19381).

Gsta nrotefina cs una nolécula formada por tres subhunidades denomi-




n

nadas alfa, compuestas de aproximadamente 1050 residuos de aminofcidos
cada una y con un peso molecular aproximade de 100 000. Estas subunida
des tienen en el espacio un giro hacia la izquierda en forma de tirabu
zén abierto, y las tres se unen para formar un bastén triple helicoidal,
en el que las subunidades alfa van girando una sobre otra hacia la dere
cha (figura 1), Este trimero tiene una longitud aproximada de 280 nm ¥y
un ancho de 1.5 nm, esta alta asimetrfa en la molécula hace que las so-
luciones en las que se encuentre sean muy viscosas, lo que da pie a que
por medio de medidas de viscosidad sec hagan estudios para caracterizar
a la proteina. Ademfs, esta estructura de hélicc abierta es ideal para

formar fibras que resistan tensiones (Riehl, 1980), ya que al tener 1la
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Figura 1. A) Cadena alfa con giro a la izquierda. B) Cadena alfa con su
propio giro y mostrando su curvatura a la derecha cuando se encuentra
formando el trimero. C) Molécula de colfigena. (Modificado de Gross, 1961),




hélice ten abierta, la molécula no sufre estiranientos considerables, a
diferencin de 1la queratina, cuya conformacibn de h&lice alfa, estabili-
»ada por puentes de hidrbgeno, puede sufrir estiramientos notables, ese-
to iltimo da propiedades diferentes a las fibras de queratina menos rew
sistentes a tensiones pero mhs elhsticas,.

Como en todas las protefnas, la estructura tridimensional es la
responsable de las caracterfsticas funcionales, pero a su ven, esta es-
tructura estf determinada por la secuencia de los aminoficidos que la
componen, ct decir por gu estructura primaria, que en el caso de la co-
1lhgena es 1ln repeticibn del tripéptido Gly-X=Y, en el que Gly es cl re-
siduo del aminofcide glicina que juepga un papel muy importante en la ad
quisicibn de la estructura triple helicoidal. X y Y son cualquier otro
residuo de aminofcido, existiendo en la posicibn X gran cantidad del re
siduo de prolina y en la posicibn Y de hidroxiprolina. Ambos aminofci~
dos parecen tener un papel fundamental en la estabilizacibn de la molé-
cuia. Existen modelos que proponen que estos aminofcidos le dan estabie-
lidad térmica a la moléculaj; Al aumentar 1la temperatura a un determina-
do valor llamado temperatura de desnaturalizacibn, la colfigena pierde
su conformacibn nativa, y parecc haber una relacibn entre la cantidad
de prolina e hidroxiprolina y la temperatura de desnaturalizacibn
(Josse and Harrington, 1964). Cabe decir que la hidroxiprolina es un a-
minoficido casi exclusivo de la colfigena, particularidad itil cuando se
trata de medir concentracibn de colfpgena mediante la cuantificacibn de
este aminofcido. Otro aminoficido hidroxilado es la hidroxilisina a 1la
que sc¢ le unen asticares y la que junto con la lisina interviene en las

uniones covalentes intra ¢ intermoleculares.

’




Como ya se mencig
nd, la importancia fun
cional de la colfgena
radica en que las molf
culas a modo de bastbn,
pueéen asociarse para
formar superestructuras
fibrilares que forman
parte del tejido coneg
tivo. Estas fibras se
forman por la asociacibn
de moléculas que se so-
brelapan con un despla-
zamiento de 1/4.4 de 1la
longitud de la molfcu-
la, lo gue provoca que
las fibras aparezcan
con un espaciamiento de
67 nm que es aproxima-
damente 1/4.4 de los
230 nm que mide la mo-

lécula y que se ha lla
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Fipura 2. A) Fibra de colfigena como ae ve~
rfa en el microscopio electrbdnico mostrane
do la periodicidad D. B) Representacibn de
la molBcula de colfgena que se usa en C)
para mostrar el arreglo de las moléculas

‘en la formacibn de fibres. La zona '‘hueca!

corresponde a Q.6 D y 1lu de sobrelapanien=
to a O.4 D. Este arregle provoca que se ve
an estriaciones en las fivras, (Modificado
de Trelstad, 1981).

mado periodicidad D. Cada periode D estd formado por una zona “hucca"

(0.6 D), en la cual se encuentran "agujeros" que corresponden a la dige-

tancia entre dos moléculas, y zonas de sobrelavamiento (0.4 D), en las

cuales encontramos siempre sobrelapamiento (Gross, 1974; Trelstad, 1981),




“v1

Uno de los tinog celulares ndn tipicos que sintetizan colfigena son
los fibroblastos, que fueron las uriseraz células utilisadas nara estu-
diar la sfntesis de esta narotefna, aunque tambien es sintetinada por o=
tros tinos conmo cllulas enitelinles, odontovlastos, condroblastos, cte.
(Gross, 19743 Prockon et al, 1979). La col&genn se empieza a sintetizar
en los ribosomas en el retfculo endoulasmAtico, ahi ne forma la cadena
polipentf{dica. En un r(rincipio se sintetican subunidades marores que las

que encontramos en las fiuras, esto se debe a que tienen m&s aminofcei-

0

dos en ambos lados (fipura 3), el ladeo amino terminal tiene una prolon-
gacibn con un peso wmolecular de 20 200 y el lado carboxilo terminal uno

de 30 a 35 mil denendiendo de que subunidad sea; a estas prolongaciones

de los extremos se les llaman nronfntidosy entre otras caracterfsticas,
estos pron8ptidos ticnen cisteina v nor lo mismo la capacidad de formar
puentes disulfuro., A la cudena alfa junto con esos propbptidos se le 1lla

ma cadena vroalfa, ¥ tres cadenas nronlfa unidas forman la procolfigena.

Cada cadena nroalfa es modificada postraduccionalmente de la siguiente

[ey
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manera: muchos de los residuos de prolina en la posicibn Y son hidroxi-
lados por una enzima llamada prolil-b-hidroxilasa, que requiere como co
factores nara su funcionamiento de ién ferroso, oxigeno, alfa-cetogluta
rato y fcido ascdrbico. Ctra enzima, la lisil-hidroxilasa, requiere de
los mismos cofactores, pero lidroxila n los residuos de lisina en la ngo
sicibn Y. Ademfis de estas modificaciones, hay una adicibn de axzficares a
los residuos de hidroxilisina, catalizada wor dos enuinmas, la galacto-
sil transferasa que asresa galactoosa, - la slucosil transferasa que une
~lucosa. Ambas transferasa reguieren de un catidn divalente vara su fun=-

sionanmiento. Dstas ennimas, cowmo las hidroxilasa, necesitan que las cae
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Figura 3. Sf{ntesis de colfgena. Se observa que en el rcticulo endonlasmé
tico se efectua la A) sintesis de las cadenas proalfa, B) hidroxilacibn
de los residuos de ligina y de prolina para formar hidroxilisina e hi-
droxiprolina, C) adicibn de azdcares (galactosa y glucosa) a los residuos
de hidroxilisinae. D) Unibdn de los propévtidos para formar la triple hé&li
ce de procolfigena en E), a la cual se le corta el extremo carboxilo terw
minal, es secretada, y se le corta el extremo del amino terminal F) para
dar origen a la mol8cula de coldgena G) que posteriormente se unirf con
otras mollculas para formar superestructuras fibrilares. (Modificado de
Prockop et al, 1979).

denas proalfa no estén en la forma triple helicoidal, para peder llevar

a cabo las reacciones. Es probable que los procesos que se mencionan o=




curran en las cisternas del retfculo endoplansmltico ;¥ del avarato de Gol
gi (figura 3).

Existe la formacibn de puentes disulfuro tanto intra come intercate
narios pero sblo u nivel de los propéuntidos, pues como ya se nmencion$,
es la Gnica repgifn donde hay cistefna. Ya que se formaron estos, la molé
cula adquiere gu conformacibn triple helicoidal, s¢ le corta el propépti
do del extremo carboxilo terminal por medio de una enzima, y entonces es
secretada via grﬁnuios de secrecidn que parten del aparato de Golgi. Apa
rentemente la molécula sale en forma de agregados (Cho and Garant, 1981;
Trelstad, 1931) y posteriormente se le cortn el propéptido del extremo a
mino terminal por medio de una enzima, aue requiere de metales divalen-
tes como el calcio. Posteriormente, ocurren uniones covalentes centre las
moléculas que csthn formando las fibras y entre las cadenas de la mi:on
molécula. Ln formacibn de estas uniones procede de la siguiente manera:
primeramente la lisil oxidasa modifica algunoo residuos de lisina e hie-
droxilisina formando aldehidos, los cualesg reaccionan espontancamnente
con el grupo amino de lisina o hidroxilisina de cadenas vecinas para
formar bases de Schiff.

Cuando las fibras no tienen demasiadas uniones, lns moléculas se
pueden solubilizar si cambiamos el pH hacia la zona &cida y as{ obtene~
mos colfpgena soluble, que puede volver a formar fibras in vitro si regre
samos a pH neutro y a 3700. Gross y sus colaboradores encontraron que po
dfan hacer otros dos tipos de asociaciones de moléculas de colégena in
vitro a las que llamaron 3SLS (Segment Long Svacing) y FLS(Fibrous Long
Spacing). lLos SLS son cristalitos con un bandeado caracterfstico, asimfe

trico y de aproximadamente 280 nm de largo, lo que hace vensar que en es




tas estructuras las moléculas de collgenan ectfn juntas como lineas parae
lelas y orientadas en la misma direccidn sus extremos amino y carboxilo
terminales (figura ). Las bandas de estos cristales son un reflejo de

las zonas hidroffbicans e hidrofflicas, por lo que una comparacibn entre
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Figura 4. A)Cristalitos de SLS en —— 1
los que las moléculas estén parale

las y oricntadas en la misma diregc

cibn. B) Fibras FLS en dondc las ——
moléculas son paralelas pero apun-

tan en ambas direccionese. La prin-

cipal diferencia entre estas estruc

turas, radica en la orientacibn de

las moléculas, que en los SLS pro=-

voca un bandeado asim8trico y en

los FLS uno centrosimétrico (Modificado de Gross, 1961).

pristales nos da una idea gruesa de su s8imilitud en el patrbdn de amino-
!

fcidos (Bruns and Gross, 1973), cstos cristales pucden hacerse agregando

ATP a una solucibn de colfgena en Acido acdtico. Los FLS son estructuras

con un patrén de bandas centrosimétrico repetido cada 280 nm, lo que ha-

ce proponer que las moléculas se unen a modo de lineas paralelas pero no

orientadas en la misma direccibn, lo que da la simetrfa del bandeado (fi

gura 4), y blogues de estos se unen parn formar la fibra. Uste tipo de a




grepgados se forman cuando adicionamos una molécula prande y carpgada nee-
pativamente, como la gliconrotefna alfa-1 derivada del suero sanguineo,
a una solucibn de colfigena en Acido acético.

Todas las protefnas do la familia de la colfyena (Solomon, 1930),
se apegan al nabrbn descritoe. ¥n enta familia de proteinas hmy'diforen-
tes genes que codifican para diferentes tivos de colégena, tanto a nivel
de especies como o nivel de tejidos cn un individuo, y sne han dado cier=-
tos criterios para poder decir si una protefina es colapgénica o no. Algu-
nos de estos criterios son: el caracterfstico fnpgulo de Adifraccibn de ra
Yoo X dado por su estructura triple helicoidal, la repeticibn del tripép
tido Gly-X=Y, asi como también el alto contenido en prolina ¢ hidroxipro
lina.

Las colfgenas que mfs se han estudiado son las de los vertebrados,
y en particular cinco tipos especificos (Byre, 1980): La de tipo I, que
se 9ncuentrn en hueso, tendbdn, piel, dentina, etc., que posee dos cadenas
alfa iguales y una diferente; la de tipo II de ecartflago hizline, con
tres cadenas alfa iguales y gran cantidad de hidroxilisina; la de tipo
IIT en piel, arterias y fitero que como peculiaridad poseo cistefna. Es-
tas colfigenas se apegan muy bien al modelo desbrito, mientras que las de
las membranas basales (tipo IV) y la del exocitoesqueleto (tipo V), ade
mAs de estar poco estudiadas, bparecen poseer otras peculiaridadese

En los otros grupos de metazoarios, es decir los invertebrados, tam
biln se han encontrado protefnas del tivo de la coligena (Adams, 1978),
Qriples hé&lices con aproximadamente el 33% de glicina y las otras carace-
terfsticas como el tener hidroxivrolina y pesos moleculares de alrededor

de 300 000, Se han estudiado en esponjas, celenterados, platelmintos, mo
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luscos, artrdpodos y otros. Claro esth que ce obsorvan diferencias impor
tantes on cadn Phylum debidas a la separacibn filogenética que se ha e-
fectuado a través de la evolucibn, por ejemplo: Las de moluscos como el
pulpo, calamar, abulbdn y ostra,.y crustaceos como el cangrejo azul y la
langosta, tiencn en promedio tres veces mas hidroxilisina que las de ver
tebrados, pero menos lisina (Kimura et al, 1969) y la de vulpo y caolamar
una temperatura de desnaturalizacibn baja, de 27.k y 2?.200 respectiva=-

mente, en relacidn a otros invertebrados marinos. La temperatura de dese

naturalizocidn de una ascidia {(Halocynthia roretzi), ea de 2200, realmen
te muy baja, y tiene una viscosidad intrinseca de 9 d1l/g, en contraste
con los valores de 11 o 16 de la mayoria de las colfgenas (Ximura et al,
1972), La del mflsculo del nemfAtodo Ascaris conticne cistefna (Fujimoto,
1968), nl iguanl gue 1la de la membrana basal de sus intestinos (Hung et al
1980), que adem&s narcce formar unidades cgiructurales constituidas por
dos triples h&lices unidas nor puentes disulfuro y otros p8ptidos (lHung

et al, 1981). La de mesenterio de cucaracha (Periplancta americana) con

temperatura de desnaturalizsacibn de 38.5% (Frangois et al, 1980). La de

Cisticercus cellulosae aque corresponde a un estado de vida de la tenia,

que no contiene hidroxiprolina (Torre Blanco and Toledo, 1981). La de u-

na anémona (Actinia eguina) y 1l de Fasciola hqp&tica' vardsito del higa

do, tienen un porcentaje en peso de hexosas mls alto que en los vertebra
dos (14,1 y 12.8 ¥ respectivemente) (Nordwipg and Hayduk, 1969).

Cuando se empezaron a extender los estudios sobre col&penas de in-
vertebrados, los investigadores se dieron cuenta que las cutfculas que
revisten el cuerpo de anélidos y de nemfAtodos, estaban constituidas en

gran parte por colfigena y empezaron a aislarla y caracterizarla, ¥ se en
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contraron que eran triple helicoidales pero con diferencias notables que
a continuacibn se mencionan (Adams, 1978; Tanzer, 1978).

La colfpgena cuticular de los andélidos tiene un peso molecular de a=-
proximadarente 1 400 000 a 1 700 000 devendiendo de la especie, en con-
traste con los 300 000 de las colfpgenas comuncs. Parece estar formada
vor dos tipos de subunidades de 470 000 de peso molecular (Kimura and
Tanzer, 1977), no tienc hidroxilisina, muy pocs lisina, apenas 1.9 resi-
duos por mil, y su relacibn hidroxiprolina/prolina es de 7.6 a 20, depen
diendo de la especie (Kimura, 1971; Kimura,atid Tanzer, 1977), que es muy
alta si la comparamos con la relacibdn en los vertebrados que es de aproxi
madamente 0.7 a 1.7 y a otras de invertebrados que pe encuentran entre
0.6 y 2. Tiene un 33 75 de glicina y no contiene cisteina. Tiene una vige
cogidad intrfnseca muy altm, de 62 a 70 d1/p, y para algunas especies de
109 dl/g, como es de esperar de una molfcula tan larga, ya que se estimn
que tiene una longitud de 950 nm y un ancho de 1.6 um. Ademfs se ha detec
tado un disachrido muy especial, el glucuronosil manitol, unido a reai-
duos de treonina (Spiro and Bhoyroo, '1980),

La colfigena cuticular de los nemftodos posee peculiaridades muy di-
ferentes a 1a de los anélidos; Tiene un veso molecular aproximado de
52 000(Evans et al, 1976) y cuando se¢ desnaturaliza no se observa cambio
en el peso molecular, lo que hace pensar que la trivle hélice est& forma
da por una sola cadena que se enrrolla sobre s{ misma, parece haber mis

de un tipo de cadenas (5vans et al, 1976; Ouazana and Herbapge, 1981).
El andlisis de aminokcidos revela que en lugar de el 33 & de glicina, &s
ta se encuentra s8lo en un 27 ¥, lo que darfa como el 20 % de regiones

no formadoras de trinle hélice, gque serf{an necesarias para el doblez de
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1la cadenn al auto

[ 1] o .
A SRR 2RISR 2R enrrollarce (figu

ra 5). Otra carac
8 e T o S D s ST

terfstica es que

esta colégena tie
Figura 5. A) Molécula de col&pena cuticular de Ag-

caris. Se observa que es una triple hélice formadn ne cisteira, 1la
por una sola cadona enrrollada sobre sf misma, nn-

ra tal efecto existen reosiones que no conticnen cual parece con-~
glicina para formor las zonas extremas que se do=-

blan. B) Esquema de la formacibn de agregados en tribuir a la for-
la cutfcula de Agcaris. Las moléculas se unen por

medio de enlaces disulfuro. macibn de agrega-

dos moleculares.
Tiene mucha prolina, al rededor de 200 residuos por mil (Evans et al,
1976; Fujimoto and adamg, 19G4), y muy poca hidroxiprolina, entre 10 y
12 residuos por mil, por lo que su re¢lacidn hidroxiprolina/prolina as
bajfsima (0.05) y anarenta poseer una unidn intracadena que produce un a
minofcido muy especial: la isotritirosina (Fujimoto et al, 1981),

Antes de pasar adelante, es nccesario familiarizarse con el organisg
me con el que trabajamos (Barnes, 1977; Cockrum y McCauley, 1967), Es un
nem&todo llamado comumente lombriz intestinal,que parasita al cerdo y
al hombre. Sus sexos se diferencian por que la hembra es mAs grande Yy el
macho tiene el extremo posterior recurvado. En sus caracteres externoas,
encontramos cuatro lineas longitudinales, una ventral, una dorsal y dos
laterales. La boca se abre en el exiremo anterior con tres labios redone-
deandos, y el ano se abre cerca del extremo posterior del cuerpo en la
parte ventral. La parcd del cuerpo estd formada del exterior hacia el in
terior por: Una cutfcula de¢ colligenn y alpunas otras protefnas; una epif

dermis que es una capa celular en forma de sincitio; y una cana final de
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Figura 6. Corte transversal de nemAtodo (lYiodificado de Barnes, 1977).

misculos longitudinales estriados oblicuamente y dispuestos en bandas,
en las cuales la base de la c&lula que contiene la fibra contrfctil, es-
tf situada junto a la hipodermis, y el lado de la célula con el nficleo
est& dirigido hacia el seudoccloma, en el que se encuentran los 6rganos
internos que pertenecen vasicamente a los aparatos digestivo y genital

(figura 6).
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OBJETIVOS

Al empezar a encontrar tantas novedades en las coldgenas cuticula~
res, las investigaciones se centraron en éstas, y se ignord un poco a
las colfigenas de log tejidos internos de estos organismos, de las cuales
se han hecho relativamonte pocos trabajos.

El objetivo de este trabajo es aislar y caracterizar a la colfgena
de la capa muscular de Ascaris, es decir realizar varios estudios que
nos den informacibn sobre la molécula. Para tal efecto, e¢s necesario ob=-
tener la protefna con alto grado de pureza, y posteriormente estudiar
por metodos electroforéticos su peso molecular y su composicibn en subue-

nidades, por viscosimetrfa su temperatura de desnaturalizacibn y viscosi




Figura 7. Ramas filoge
néticas de la colfigenna.
‘ A) Rama evolutiva de
las colégenas intersti
‘ ciales de todos los me
tazoarios, B) y C) Se=
| paraciones de las colf
genas cuticulares de a
nélidos y nemitodos.

dand intrinseca, y por =micronconia electrbnica
¢l tanafio de 1la molfcula y su arreslo en 1a ca
pa muscular del organiamo.

Sabemos que las colfgenas intersticiales
de todogs log orpganismos hasta ahora estudiadosg
son, a pesar de sucs diferencias dadoas por modi
ficaciones individuales, muy scmejantes entre
5% v que han sepuido una 14nea a través de 1la
evolucidn, mientras que las colfigenas cuticula
res de los anélidos por un lada, y de los neml
todos por otro, parecen ser unas especializae
ciones muy diferentes que forman dos 1lincas se¢
paradas, quizls sin relacibn estrecha (firura
7).

Por estas razones, propusimos la hipbte=-
sis de que la colfigena del mfisculo de Ascaris,
pertenece a la 1lfnea evolutiva de las colfge-

nas intersticiales, y no a la de su cutfcula,
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MATERIALES Y METODOS

1 DISECCION DE ASCARIS

Los Ascaris se colectaron de cerdos infestados, en el rastro munici
pal de Xochimilco. Se congelaron a -17°C y se¢ descongelaron conforme se
iban requiriendo para la diseccibn, Esta fltinma consiste en lo siguiente:
ya descongelado el animal, se cortan los extremos anterior y posterior,
pues tanto la faringe como el ano tienen un recubrimiento de cutfcula, ¥y
de este modo eliminamos una posibilidad de contaminacibén con colfigena cu
ticular. Después se hace un corte longitudinal a través del verme y se
extraen los 8rganos intermos, los aparatos digestivo y genitale Al final
se separan de la cutfcula las capas de la parcd del cuerpo, la epidermis

Yy en su mayor parte tejido muscular.
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2 CONCENTRACION DE COLAGENA

Para medir la concentracibn de colfgena se utilizd el m8todo de
Woessner para hidroxiprolina (Woeasner, 1961). Este ¢s un mftodo colori-
métrico que sirve para medir la cantidad de este aminofcido, que como ya
sc dijo es casi exclusivo de la colfigena, asi que al medirlo, sabremos
la cantidad de protefna. Como el mbftodo mide hidroxiprolina libre, pri-
mero hay que hidrolizar la proteina poniendo la solucibn o tejido proble
ma a una concentracibn 6 N de HC1l en una ampolleta cerrada. Se incuba a
110°C durante 20 a 24 horas, dospubs se abre y se seca. Ya que se sech,
se redisuelve el contenido con agua destilada para tener asi una solu-
cibn de aminofcidos.

El mBtodo de Woessner consiste en oxidar la hidroxiprolina con clo-
ramina T, para dar como producto el &cido pirrol,2-carboxilico. Después
se forma un compuesto colorido al agregar p-dimetil, amino,benzaldehido,
y se mide la intensidad del color en un espectrofotbédmetro, que es propor

cional a la concentracibn.

3 MICROSCOPIA DE TEJIDO MUSCULAR

Sc¢ cortaron pedazos de aproximadamente 1 mm de lado de la pared del
cuerpo de un ejemplar de Ascaris vivo y se fijaron en glutaraldehido al
2.5 % en amortiguador de cacodilatos 0,15 M pH 7.2. Se postfijaron con
tetrabxido de 8smio en el mismo amortiguador. Se deshidrataron en alcohg
les graduales y se incluyeron en EPON. Se hicieron cortes semifinos con
un ultramicrotomo MT1 Sorvall, y se observaron en un microscopio 8ptico
para escoger una zona adecuada. Se hizo una pirfimide muy pequefin en cuya

clispide se encontraba la wona elegida de la que se obtuvieron cortes fi-

o
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noce. Los cortes se recopieron en un vortaesvecimenes nroviste de una pe-
l1fculn de Formvar como sonorte. Finalmente se contrastaron con acetato
de uranileo al 3 % ¥ citrato de plomo al 0.3 % y fueron observados en un

microsconio eclectrbdnico Carl Zeiss EM 9 o EM 10,

L HETODOS DS EXTRACCION

Se utilizaron cuatro métodos de extraccibn de colépenn, que a conti
nuacibn se describen. .

A) El primer mftodo que se utilizd (fipgura 8.A) fue el siguiente:
Se cortd en pedazos 1ln capa muscular y sc suspendid en una solucibn de &
cido acético 0.5 M a 4°¢ y agitande durante toda 1a noche. Esa suspensidn
ce centrifugh a 12 000 rpm 20 minutos, c¢l sobrenadante se guardb y el
precipitado se recuspendid en fcido acltico 0.5 M y se le agregd pepuina
a una cencentracibn de 0.01 g de pepsina por gramo de mfisculo utilizado,
y se dejd agitando durante la noche en el cuarto frio (4°C) y se centri-
fugd para obtener el sobrenadante. Ambos sobrenadantes, tratado y no tra
tado con pepsina, se dializaron contra una solucibn de HaZHPO“ 0.01 M ¥y
pH de 9, y se centrifugaron para obtener la colfgena precipitada, la cual
ge redisclvi8 ecn fcido acético 0.5 M. A esta solucibn se le agregh NaCl
hasta tener una solucibn de la sal al 5 % y sc dejbd precipitar la coléige
na. Este precipitado se empaché vor centrifupgacibn y se redisolvid y dia=
1iz§ contra un amortiguador de fosfatos de wotasic pH 7.6 y fuerza ibniw
ca de O.h. Se centrifugd y disolvid el vrecipitado en Acido acético 0.5M
para posterior anflisis del contenido de colfgena, y ¢l sobrenadante se
tratd con cloruro de sodio hasta una concentracidn del 20 % y se centri

fugd, Tste (ltimo sobrenadunte se juardd y el nrecivitado se redisolvid
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en fAcido ac8tico. A ambos se les

B) El segundo mftodo de extraccibn que se utilizd fue el renortado

por Fujimoto (Fujimoto, 1968) (figura §.B), que consiste en lo siguiente:
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La capa muscular se cort8 en pedazos pequeiios que se resuspendieron en
NaOH 0.1 M a 4%, 25 cn’ por gramo de mflaculo y me mantuve agitando por
30 minutos. Se decantb el liquido y sc repiti8 el procedimiento varias
veces hasta que se obtuvo un tejido transparente que se lavd con agua
destilada. E1 tejido asf obtenido se suapendib en Acido acético 0.1 M y
se incubd con pepsina a una concentracién de 1 mp cm—B, a 4°¢ por 16 ho-
ras. 8o contrifugb Y el cobrenadante se mezcld con 12 cm3 de una solu-
c¢ibn de NaaﬂPO“ 0.5 1, ajustando el pH a 7 con NaOH. A dicha solucibn ae
agregd lentamente (nnu)asou saturado hagta llevar la solucién a un 25 %
de saturacibn. El precipitado se colectd por centrifugacibén vy se disgol-
vi6 en NaCl 0.5 ¥, agitando y a W°c por 16 horas, decpufs la solucibdn se
contrifugh para quitar el materinl insoluble ¥ se volvid a precipitar
con sulfato de amonio otras tres veces como se describib.

C) El tercer método usado fue basicamente el de fujimoto pero con
las modificaciones sipuientes: E1l mfisculo se¢ trath dircctamente en una
soluci8n de NaCl 0.5 M y 2~mercaptoetanol 0.02 M, sin lavarlo con NaOH y
gin tratarlo con pepsina, ademfs de que cada vez que se redisolvia en la
solucibn de NaCl 0.5 M, esta solucidn contenfa 2-mercaptoetanol a una
concentracibn 0.02 M.

D) En el cuarto método que también es basicamente el de Fujimoto,
sc lavd el mfisculo con HaOH 0.1 M hasta obtener el tejido transparente y
se siguib el precedimiento como en "C",

En todos los métodos se centrifugaron las soluciones que se obtienen
al redisolver el precipitado, con el fin de limviarlas del material no
soluble. Las cantidades de colfigena se medfan por el método dec Woessner

. . . o , o
para hidroxiprolina, y en general los procedimientos se hacian a & C.
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5 ELECTROFORESIS

Con el objeto de ver cl grado de pureza, la composiciln de cubunie=
dades y el peso molecular de la colfpgena, se hicieron dos cistemas de J:3
lectroforesin en geles de poliacrilamida con SDS: El sistema de Laemmli
(Laemmli, 1970) que &s con SDS y acrilamida al 7 %, ¥ el de Hayashi y

Nagai (Hayashi and Nagai, 1979) con acrilamida al § %y 3DS y urca.

6 EXISTENCIA DE PUENTES DISULFURO
Para ver si existian puentes disulfuro, ase corrieron clectroforesis

on presencia y ausencia de 2-mercaptoetanol.

7 SUSCEPTIBILIDAD A COLAGENASA BACTERIANA

Se incubd una muestrn de colligena de Ascaris a una concentracidn -
de aproximadamente 0.3 mg cm"3 en un amortiguador de Pris 0,05 M,
NaCl Oe415 M y Ca.Cl2 0.005 M a pH 7.2 ¥y a upa concentraci8n de colagena~-
sa de O.1 mg cm-B, durante una hora a 30°C, después de la incubacibn se

corrif la muestra en electroforesis con SDS.

8 MEDIDAS DE VISCOSIDAD

Las medidas de viscosidad son una relacibn entre el tiempo que tar
da en pasar por un capilar un volumen determinado de solucibdn de protei
na, y el tiempo que tarda en pasar la misma solucidn pero sin 1la protef
na, y as{ s¢ obtiene un cstimado de lo que aporta la nmolécula a la vise-
cosidad. Ectas medidas sc usaron para encontrar la temperatura de desna
turalizacibn y la viscosidad intrfnscca. Esta filtimn nos da un estimado
de la asimetrfa molecular. Para las colfgenas de vertebrados, los valo-

res de viscosidad intrinseca oscilan entre 1% y 17 dl/g aproximadamente,
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Antes de cadn experimento de vigcosidad, lac soluciones do colfige-
na se centrifugaron a 40 000 rpm durante unna hora, para obtener una so=
lucibn cristalina, y asi evitar agrepados que interfieren en cstas nedi
ciones. La temperatura oz un factor que influye en la viscosidad, por
lo que todos los experimentos sc hicieron dentro de un baiio de agua con
un regulador de temperatura que la puede mantener constante con una vae-

riacibn de & 0.1°C.

9 CRISTALES SLS
Soluciones de colfigenn en fcido acltico 0.5 M, en algunos casos

previamente centrifugadas a #O 000rpm durante una hora, sc dializaron
durante toda la noche en el cuarto frfo, contra soluciones de ATP a con
centraciones de 0.2, O.4k y 2 % en fcido acltico 0,05 M y 0,1 M, Se iu-
cluybé otra variante que consistid ademfis en agregar 2-mercaptoetanol en
la solucibn de ATP, a una concentracibn 0.02 M. Los preparados ge depoe
sitaron sobre rejillas portaespecimenes cubiertas con Formvar v carbén,
¥ se tifieron positivamente con feido fosfotﬁngstico Ce1 5 y acetato de
uraniloc 0.01 ¥ siguiendo la técnica de Bruns y Gross (Bruns and Gross,
1973). La tincibn negativa se llevd a cabo con fosfotunstato de sodio
al 2 % y pi 7 durante 4 minutos. Las rejillas se observaron cn el mi-

croscopio electrénico y se fotografiaron a un aumento de S0 000 X.
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RESULTADOS

1 MICROSCOPIA DEL TEJIDO MUSCULAR

Con el microscopio 8ptico se observaron fibras musculares rodeadas
por l&minas de tejido conectivo. En el microscopip electrbnico a bajo
aumento, s¢ observa el mismo patrbén, pero con m&s detalles en las c&lu-
las musculares como grinulos de glucbdgeno ctce, mls definidas las lAmie
nas que se¢ encuentran en nfimero de 10 o mfs cntre cada fibra y que se
ramifican y anastomosan. El espesor de las 18minas esth entre 20 y 90 nm
con un promedio de 54 nm, y entre estas léminas hay estructuras que pare
cen cordones cortados transversalmente (fipura 9.A). A mayores aumentos
se ve una ultraestructura en las laminas a modo de microfibrillas de al

~zdedor de 8 nm, las cuales presentan una forma reticular y a veces una
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orientacién preferente hacia un paraleligmo, rodecando a la fibra muscue

lar (figura 9).

2 EXTRACCION Y AISLAMIENTO

Con los métodos de extracecibn “A', "C" y “"D", se obtuvieron cantie
dades muy pequeilas de colfigena, mientras que con el "B" obtuvimos 49 mg
a partir de 160 g peso hfimedo de mfisculo, lo que equivale n 0.3 mg/g,
razébn por la cual casi la totalidad de los estudios que sc hicieron fue
ron con coléigena cxtrafda por este método. Los métodos '"C" y "D", fue=
ron disefindos para tratar de solubilizar la colfigena sin usar pepsina,
despues de que sabiamos de la existencia de puentes disulfuro. Para cono
cer la pureza de la colfigena se corrieron clectroforesis de las muese
tras tratadas con colapgenasa bacteriana, que hace desaparccer todas las

bandas, indicando su naturalezn colapgénica.

3 COMPOSICION Y PESO MOLECULAR DE SUBUNIDADX
Para saber cuantas subunidades componen esta colfimena, y cual ecs

su peso molecular, se corrieron geles de polimcrilamida con SDS, con ¥y
s8in urea. Se observan dos cadenas alfa diferentes (figura 10), como en
la colfigena tipo I de vertcbrados y otras de invertebrados. Para cono-
cer el peso molecular de las subunidades, se hicieron redidas de movili
dad a partir de los datos electroforéticos en SPS, ya que en estos sis-
temas, el SDS rodea a la molécula dfndole carpa negativa, y debido a es
te efecto, las moléculas 68lo migran en funcibn de Bu peso molecular.

Asf se obtuvieron valores de peso molecular para las cadenas alfa de a=-

proximadamente 80 000, y para los dfmeros beta de 180 000 a 160 000,
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cobaya. (2) y (NJ Colégena del mlimculo de Ascaris en presencia de 2-mer
captoetancl. (2) y (5) Celdgena del mfizculo de Ascaris sin el reductor.
(1a colépgena fue extraida por el método de Vujxnoto(”""). 13) Esaucma
del patrdn electroforético de la coldpena del miscule de Ascaris extra-
ida por el método "“B'Y, C) Ysquema de colfgena de Agcaris extralda por
el método "D" que es sin pewpsina. Nbtese que las alfas y betas de Asca-
ris (Ke , Ba) anarentan tener un peso molecular menor que las de cobayo
0 ¢y D) .Encontramos alfas de Ascaris con y sin 2-mercaptoetancl, ade-

mfs de que cuando se trata con pepsina, aparccen péptidos con un peso
molecular aparente de 60 y 30 mil.

Figura 10. A) Tlectroforesis en poliacrilamida con $us. (1) Colégena de
Al

Las variaciones en ¢l peso molecular de la colfpgena ex ttraf{da sin vepsie-
na fueron despreciables, mhs no el hecho de que la colfigena cxtrafda

con pepsina, presenta por electroforesis dos bandas mls, de aproximada




mente 60 y 30 mil de peso molccular,

4 PUENTES DISULFURO

Por electroforesis sec obgserva que cuando se corren muestras con
2-mercaptoetanol, entra mucha mAs colfigena, betas y gammas principalmen
te, que ecn ausencia del reductor, sin el cual sblo entran alfas (figura

10.A) . Esto indica la existencia de puentes disulfuro entre las molécu-

las.

5 VISCOSIDAD INTRINSILCA

El valor de viscosidad intrfnscca que se obtuvo fue de 4.4 dl/g
(figura 11). ﬁsto valor da una medida indirecta de 1la longitud de la mo
lécula y en este caso pse acerca a los valores tipicos que corresponden
a collgenas de 280 nm. Hay que hacer notar que la viscosidad reducida,
depende de la concentracibn, pues al aumentar esta dltima, se forman a-
gregados moleculares que aumentan la viscosidad, y si extrapolamos la

concentracifn a cero, eliminamos el efecto de esos agregados.

6 TEMPERATURA DE DESNATURALIZACION

La temperatura de desnaturalizacibn se nidi8 por viscosinetria,
tanto en presencia de Z2-mercaptoetanol C.02 M, como sin &l. Esto se hi-
zo0 con el fin de saber si las uniones disulfuro contribufan a dar mayor
estabilidad térmica a la molécula, Como se ve en la figura 12, la visco
sidad disminuye al aumentar la temperatura en las dos curvas, gue gson
practicamente iguales, con una temperatura de desnaturalizacién de
38.800. Estas medidas se hicieron en soluciones de HaCl 0.5 M, con una

hora de incubacidn a cada temperatura, !ay que hacer notar que en las
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Figura 11. Gr&fica de la viscosidad reducida en funciém de la concentra
cibn de colfgena. La extrapolacién a concentracibn cero, da el valor de
viscosidad intrinseca que en este caso es de 14.4 d1/g para la colfgena
del mﬁscglo de Ascaris. E1 experimento se efectub a temperatura congtan
te (23.5°C).

condiciones experimentales utilizadas, la solucién de colfgena del mas=-
culo de Ascaris permaneci$ cristalina y sin agregados visibles, a dife=

rencia de lo que ocurre con la colfigena tipo I, gque al elevar la tempe-

ratura sc¢ agrega en forma de fibrase.

7 CRISTALES SLS

En una ocasifn pe obtuvieron cristales de SLS de colfgena muscular
de Ascaris, y se tifieron positivamente, revelando un patrbn de bandas i
gual al de los SLS de colfgena de piel de cobayo, sin embargo, no hemos

sodido renroducir este resultado, aln cuando se manipularon alpgunas viae
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Figura 12. Temperatura de desnaturalizacién de la colfigena del misculo
de Ascaris. (®)En prggencia de 2emcrcaptoetanol 0,02 M y a una concen-
tracixn- e 1¢3 mg cm ~. (&) Sin el reductor a una concentracibn de

1 mg cm "o La temperatura de desnaturalizacibn media en ambos casos es
de 38.8 Ce

riables como se¢ indicd en métodos. Resulta claro que en lugar de los
SLS se forman agregados fibrilares o fusiformes sin un patrdn de bandas
evidente, y en una ocasibn avarecicron fibras muy cortas con un bandea-
do simétrico como el de log FLS, con repeticibn avarente de 560 nm. Los
datos sugieren que en este caso las fibras estan formadas por cristales
SLS asociados uno frente a otro, sin embargo deben ser revroducidos pa=

ra su confirmacibn. Se ha reportade un hallazpgo senejante en la collgee

na de llelix pomatia (Nordwig, 1970).
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DISCUSION

La informacifn que obtencmos por microscopfa electrbnica, nos
muestra'diterenciaé en la forma de agregacifn de la colfgena de la capa
muscular de Ascaris, al compararla con la colfgena del mfisculo de mue~
chos otros metazoarios; no se ven las tfpnicas fibras con cus estriacio=-
nes peribdicas de 67 nmy sino una serie de l8minas y cordones parecidos
a membranas basales, con una ultraestructura microfibrilar,

Por 1o que respecta a la extraccibn, obtuvimos muy poca colfgena
con tres de los m8todos utilizados: Con el método que utilizd pepsina h g
precipitaciones con fosfatos, no se obtuvieron cantfdades apreciables a
pesar de tratar de solubilizar con pepsina, y en los dos mBtodos modifi

cados de Fujimoto que usan 2-mercaptoetanol para la extraccibn, tampoco
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se obtuvo mucha colfgena, al parecer nor no haher utilizado pepsina pa-
ra solubilizarla. Se sabe que cuando tratamos la colfgena con pepsina,
esta no es degradada salvo en sus extremos donde se le cortan pedazos
muy pequefios denominados telopéptidos, esto parece indicar que existen
muchas uniones covalentes intermoleculares o nivel de los extremos de
la mol&cula, y por es0 nblo al tratar con la enzima, logramos solubili-
zar una cantidad apreciable de colfgena.

Un fenbmeno quec se presentd con esta extraccibn, es lua aparicibn
de dos bandas electroforéticas de aproximadamente 60 y 30 mil de peso
molecular y que no aparecieron cn las mueatras de extracciones sin pep=
sinizar. Ho se puede descartor la posibilidad de que la pepsina sea la
responsable de la aparicibn de los péptidon, pero ¢s poco probable que
la proteasa haya roto a la colfifena, Otra posibilidad es que la aparie
cidbn de los plptidos se deba n la accibn de una colagenasa activable
que se encontrara pegada a la colfgena (Pardo and Pérez-Tamayo, 1975).
Cabe aclarar ague estos »fptidos son de collgena, pues al tratar las
muestras con colagenasa son degradados.

Los datos electroforéticos revelan la cxistencia de enlaces disule-
furo, ya que s8lo en presencia de 2-mercaptoetanol aparecen las bandas
correspondientes a los dimeros beta y a los trimeros gamma, sin embargo
curiosamente parece no aumentar la cantidad de subunidades alfa que pe-
netran al gel, esto pudiera indicar éue los puentes disulfuro son prine
cipalmente intermoleculares.

Por otro lado siempre observamos dos tipos de subunidades alfa, es
to puede ser interpretado de dos maneras: O tenemos dos tipos de colﬁgg

na diferentes formadas por subunidades ipuales, o bien es un solo tipo
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de colfigena compuesta por subunidadas diferentes. Los estudios realiza-
dos en aste trabajo no nos proporcionan 1la suficiente informacifn parn
saberlo, sin embarpgo existe un ciptema para cencontra cual de las dos op
i
ciones es correcta. Este sigtema se fundamente en el hecho de que al ae=
gregar formaldehido a la colfgena, los residuos de lisina, se unen cova
lentemente por medio de un grupo metileno, al grupo ~anino de algfin o
tro aminoficido vecino como la asparagina, glutamina o arginina (Veis
and Drake, 1962). Si tratamos con formanldchido una polucibn de colfigena,
lo sificientemente diluida para que csta reaccibn sb6lo ocurra intramole
cularmente, obtendremos una solucidn constitufda unicamente por trime-~
ros (llold et al, 1970), los cuales pueden ser analizados cromatogrAfica
mente como una o dogs especies moleculares.

Por lo que respecta al peso molecular de lan gubunidades, las elec
troforesis en geles de poliacrilamida con §DS, que resultan muy eficien
tes para proteinas globulares, dan ciertos problemas para la colfpgena,
en donde afin subunidades con ¢l mismo peso molecular, tienen una movili
dad diferente debido a su conformacibdn. Por este sistema, usando patroe-
nes de col&gena dc cobayo. obtuvimos valores promedio de 80 000 de peso
molecular para las subunidades alfa de la colfipena del mfisculo de Asca-~

ris.

Pare saber si esta molécula es mls pequefia que l:.. colBigena ti{pica,
otros estudios dan cierta informacibn, pop ejemplo, la viscosidad ine-
trinseca (14.4 d1/g), nos dice que cl tamafio de esta mol&cula estf dene
tro de un rango aceptable para una colfigena de mAs o menos 280 nm, lLos

cristales de SLS informan objetivamente del tamafio molecular,

Los resultados obtenidos con los SLS y los agrepndos fibrilares
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con estriaciones, cugicren que esta mol8cula mide alrededor de 230 nm,
Como los datos electrofor8ticos parecen indicar que esta colfpgena tiee
ne un peso molecular aproximado de 80 000, esperarfamos encontrar una
molécula de alredcdor de 224 nm en lugar de los aparentes 280 nm, lo
que es una contradiccifn en los datos, por lo que hay que reproducir los
resultados para poder confirmar este datoy ya quec como se dijo la vige
cosidad intringeca no da datos precisos sobre la longitud, y sblo los
SLS lo hacen. Hay que hacer notar que cuando se corrieron gelecs con
muestras sin pepsinizar, no existfan diferencias significativas en 1la
movilidad de las bandas, lo que hace suponer que la pepsina corta en

los extremos pednzos muy pequefios que pricticamente no alteran las medi

das de peso molecular,

Para hacer cristales de SLS se usaron soluciones dilufdas y concen

tradas, centrifugndac y no centrifugndas a alta velocidad para tratar
de evitar la formacibn de fibras. También se cambiaron concentraciones
de ATP y de 8cido acltico, pero afin as{ se formaron las fibras en todas
las condiciones experimentales. Esto parece indicar que esta colfigena
forma agregandos que funcionan como centros de cristalizacidn al agregar
el ATP, y resultan fibras en lugar de cristales. Tambifn se explor§ 1la
influencia de los enlaces disulfuro en la formacibn de fibras, vero pa-
rece que estos no son deterninantes on‘cllo. pues no se lograron formar
cristales en presencia de Z2-mercantoctanocl, un agente reductor de estos
enlaces, y se formaron fibras.

La temperatura de desnaturalizacibn de esta colfgena resultd ser
la esperada para un organismo que parasita a un mamifero, y por lo mige

. R o N .
mo, se encuentra continuamente en un medio a 37°C, ks 1l8gico suponer
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que su colfipgena se desnaturalizara a temnmeraturas mnyores, como los
38.8% que obtuvimos. ‘‘ambién hay que mencionar que si existen puentes
disulfuro intramoleculares, cstos no afectan aprecianblemente 1a estabie-
lidad térmica de 1la molfculan. Yn Fujimoto habfa encontrando una temnera=
tura de desnaturalizacién de 40°C en las mismas condiciones sin 2-mercap
toetanol, exepto que nosotros hicimos el experimento con tiemwos de in-
cubacibn mayores, y por c¢s5o0 mismo nos encontramos mAs cerca del equili-
brio.

Por lo que respecta a las relaciones evolutivas de esta colfgena,
los datos obtenidos hasta ahora, indican que es casi tipica de la linea
de las intersticiales, y prfcticamente no ce parece en nada a la cuticu
lar, salvo en que contiene cistefna. Kay aue mencionar que existen colf
genas de vertebrados como la de tipo III y de membranas basales, que
contienen esc aminofcido. Isto indica que podrfa pertensecer a 1a linea
general de evolucibn representada en la figura 7, mAs que a algln tipo
intermedio posible entre la de intersticio y cutfcula.

Por otro lado, por su forma de agregarse en l&minas y por contener
cistelna, se parecerfn a las coligenas de membranas basales. Ademfs se
parece a estas en su composicidbn general de aminofcidos, incluyendo a
la colfgena de la membrana bacal del intestino de Ascaris. Ambas colé-
genas de esta especie, tienen el mismo contenido de ocho residuos de
ciste{na por mil, y aproximadamente el mismo de glicina y otros. In co-
18genas de membranas basales de vertebrados, avarecen gran cantidad de
pbptidos (17 de 78 a 340 mil de peso molecular), mientras que en la mem
brana basal del intestino de Ascaris, s6lo tres subunidades alfa de aw-

nroximadamente 150 000 de peso molecular, y en la capa muscular 5610 2
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cana muocu fmembrana cuticula cutlculn tinvo 1
lar de As=|vacal del |de Ascariaoldc anéli| rata
caris intestino dow (3)
de Ascaris (2)
1
Hypro 122(h) 126 20 (5) 175.9 91
Pro 103 (h) 87 357 (5) 23 115
cis S (W) 8 30 (5) 0 0
Lis 19 (W) 17 30 (5) 0.5 18
Hylie Lo (W) 36 0 (5) o] 20
Pego molecu- 160 a
lar de la sub | 80 000 (6 146 600 | 52 000(7)| 470 000| 100 00O
unidad alfa
nfimero de 2 (6) 3 3 () 2 2
subunidades
Peso molecu~
lar de la tri - 420 000 | 52 000(7) {1 700 000 300 000
rle hélice 1 900 000

Tabla I. Comparacifn entre colfgenas de Ascaris, cuticula de an&lidos,:
y tipo I de mamiferos. Hbtese que tanto en la cantidad de aminofcidos
por mil, como en la composicibn y peso molecular, la colfizena del mfe-
culo de Ascaris, es miis parecidan a las intersticiales (tipo I) y de
membranas basales quec a las cuticulares.

(1) Hung et al, 1980.

(2) Kimura and Tanzer, 1977.

(3) Frangois et al, 1930,

(%) Fujimoto, 1968,

(5) Adams, 1978.

(6) De este trabajo.

(?) Evans et al, 1976.

subanidades de peso molecular de alrededo» de 80 000 (Tabla I).

In la membrana basal del intestino de Ascaris. existen ademfs pep~
tidos no colagénicos, anroximadamente un 70 5 que se unen a 1la colégena
de una manera compleja, nara Tormar la matriz extracelular, situacibn

caracterfstica de las membranas basales. Por lo que respecta a las lémi
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nas de tejido conectivo que rodean a los nmfisculos de Ascaris. nosotros
no sabemos si existen péptidos no colagbnicos que esten unidos a la co=
1fpena,

Cuando se extrae colfpgena de la membrana basal del intestino de As
caris, Hung y colaboradores (1981), encuentran que posiblemente exista
en forma de dos triples hélices de 420 000 de peso molecular cada una,
unidns por puentes disulfuro, el extremo amino de una con el extremo
carboxilo de la otra, y a otros péptidos formando un componente de pe~
so molecular de 2 200 000, y las dos triples h&lices une de 820 000,
arreglo que parecerfa ser diferente al modo en que pudieran rgregarse

las mol8culas de la colagena de la capa nmuscular.
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