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I N T R o D u e e I o N 

Todos los animales multicelulares contienen colá­

gena; el componente protéico más abundante del tejido -

conectivo. En los mamíferos constituye el 30% del total 

de las proteínas del cuerpo. 

Las moléculas de colágena, después de ser secre -

tadas por las células, se unen formando fibras, que son 

los elementos responsables de la integridad funcional -

de tejidos como el hueso, piel y tendón y contribuyen -

al soporte estructural de vasos sanguíneos, glom~rulos­

renales y membranas basales en general. (1) 

Actualmente se habla de la colágena como una fami 

lia de moléculas especializadas, cada una como un pro -

dueto de genes distintos y que han evolucionado hacia -

funciones estructurales particulares fuera de la célula. 

La propiedad principal de todas las moléculas de 

colágena, es su estructura de triple hélice, dando una 

conformación protéica única a manera de rodillo, forma­

da por tres subunidades polipeptídicas o cadenas alfa,­

compuestas de aproximadamente 1050 residuos de aminoác~ 

dos y con un peso molecular aproximado de 100 000. (2) 

Cada cadena alfa está enrollada en hélice hacia la iz -

quierda, con tres residuos por vuelta, y las tres cade 

nas juntas, se enrollan a la derecha formando una mo -

lécula de 1.5 nm. de diámetro y 280 nm. de longitud. 

(1). 
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a la derecha formando una rrolécula de 1. 4 nm de di&ietro 
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y 300 ron de lcngi tud. UegGn TJ:elstad, 1982 ) 
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Cada tipo diferente de colágena es una combina -

ci6n anica de tres cadenas alfa y cada una de las dife 

rentes cadenas es el producto de un solo gen, con una 

secuencia de aminoácidos única; sin embargo encentra -

mos características comunes a todas ellas como: la pr~ 

sencia de glicina en cada tercer residuo, determinando 

una repetición de tripéptido Gly - X - Y, como requer~ 

miento absoluto para la formación de la triple hélice; 

y en donde X e Y son cualquier otro aminoácido. (3). 

En ambos extremos de la molécula se encuentran -

las secuencias terminales o telopéptidos, que no están 

en triple hélice y carecen de glicina en cada tercer -

residuo; estos telopéptidos son sitios primarios de 

unión entre las moléculas. (2) 

Otra característica común a todas las moléculas 

de colágena es el alto contenido de iminoácidos (150 a 

250 residuos/1000 aminoácidos) que determina la estruc 

tura secundaria helicoidal de las cadenas alfa. Es 

frecuente encontrar que la posici6n X está ocupada por 

un residuo de prolina y la posición Y por un residuo -

de 4-hidroxiprolina (la presencia de la 3-hidroxiprol~ 

na es menos frecuente), de hecho el tripéptido Gly 

pro - hy - pro forma aproximadamente el 10% de la mo­

lécula. (1) 

Estos iroinoácidos juegan el papel estabilizador 

de la triple hélice y en el caso particular de la 4-h~ 

droxiprolina se ha propuesto que puede formar puentes 

de hidr6geno intercatenarios. Además es importante 

mencionar que la hidroxiprolina es un aminoácido casi 
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exclusivo de la colágena y que, por lo tanto se ha usa 

do como indicador tanto de la presencia como del meta­

bolismo de la misma. 

En términos generales la proporción de prolina -

que se encuentra hidroxilada en las colágenas intersti 

ciales, guarda una relación directa con la temperatura 

de desnaturalización de la molécula de colágena y con 

la temperatura del medio ambiente donde se encuentra -

(4). Por ejemplo la colágena tipo I de los mamíferos, 

que presenta una temperatura de desnaturalización de -

alrededor de 37°C cuando se encuentra en solución tie­

ne alrededor de 45 a 50% de sus prolinas hidroxiladas. 

De manera similar, en todas las cadenas alfa, v~ 

ríos residuos de lisina son hidroxilados; posteriorrne~ 

te algunos de ellos son glicosilados con galactosa y/o 

glucosilgalactosa. Tanto la lisina como la hidroxili­

sina, son responsables de la formación de enlaces cava 

lentes entre las moléculas. 

Además de los aminoácidos ya mencionados, que 

tienen un papel importante en la determinación de la -

estructura y función de las moléculas de colágena, la 

distribución de los aminoácidos cargados parece ser 

responsable de la forma en la que las moléculas de - -

colágena se autoensamblan para formar fibras. 

Las fibras de colágena se forman por la asocia -

ción de moléculas en un arreglo escalonado en el que -

cada una se encuentra desplazada 1/4.4 de su longitud 
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(periodo D) con respecto a sus vecinas; este arreglo es 

responsable de la periodicidad de 6B nm que se observa­

en el microscopio electrónico. (Fig. 2). 

El modelo más aceptado sobre la fibrilog6nesis -

propone una asociación de cinco moléculas de colágena -

que se unen formando unidades llamadas microfibrillas¡­

éstas, a su vez, se agregan de manera lateral y por sus 

extremos dando la fibra como tal (1), (Fig. 3). 

Las células involucradas en los procesos bisint! 

ticos de las moléculas de colágena son principalmente -

los fibroblastos, células epiteliales, odontoblastos, -

osteoblastos y condroblastos, las cuales sintetizan pri 

mero un precursor conocido como procolágena (2). Las -

mol~culas de procolágena presentan un segmento central­

arreglado en triple hélice (conformaci6n característica) 

y en ambos extremos extensiones globulares bien carac -

·te rizadas, que juegan un papel importante en la asocia -

ci6n trihelicoidal de la molécula de colágena; una vez 

que la molécula es completada y transportada al espacio 

extracelular, estas extensiones son removidas enzimáti­

camente, permitiendo asf la formación de las fibras. 

Tanto el descubrimiento de las moléculas de pro­

colágena, como el descubrimiento de las distintas far -

mas de colágena en diferentes tejidos de una misma esp~ 

cie, han ampliado los conocimientos sobre los eventos -

que conducen a las síntesis de las moléculas de coláge­

na. Hasta ahora han sido bien definidos cinco tipos di 

ferentes de colágena (I - V), los cuales representan se 

cuencias únicas de aminoácidos, codificadas por diferen 

tes genes. (5). 
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Fig. 2. Diagrama que esquematiza el arreglo escalmado de las JTPléculas de 

colágena que da cono resultado la apariencia estriada de la fibra. 

El extreno de cada rrolécula esta desfasacb tma distancia de 0,1,2,3, 

6 4 D, del extrenu de las JTPléculas vecinas. ( S:?gúi Trelstad, 1982) 

QQ(i)(i)(}QO 
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ºººººººº ººººººº ººººººº ºººººººº 

Fig. 3. M:rlelo pl'q)OOSto para el art'e(jlo 

tridirrensimal de las nolécul.as de 

colágena en fibras: cinco ooléculas 

de coláCJ?M se W'lE!n en un arreglo 

escalaléldo para fornar unidades lla,... 

madas microfibrillas, éstas a su vez 

se agregan de manera lateral y por 

sus extrerros dando la fibra oorro tal. 
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El gen más estudiado es el que codifica para la 

cadena alfa 2 de la colágena tipo I; se sabe que es 

largo, 38 K.b., y está dividido en por lo menos 52 

exones; la mayoría de estos exones están formados de -

54 pb. o múltiplos de este número. 

El hecho de encontrar tamaños iguales o múlti -

ples en la mayoría de los exones puede tener importan­

tes implicaciones evolutivas, ya que esto sugiere que 

el gen ancestral de colágena fué formado por duplica -

cienes múltiples de unidades genéticas individuales 

que contienen un ex6n de 54 pb. (6). 

Después de que el gen ha sido transcrito, se 

forma el ARN mensajero, que es trasladado al retículo 

endoplásmico rugoso donde es traducido, siendo una ca­

dena proalfa el producto de traducci6n final. Estas -

subunidades sintetizadas son mayores a las encontradas 

en las fibras, ya que las prolongaciones que se encue~ 

tran a ambos extremos son más grandes. La extensi6n -

amino terminal tiene un peso molecular de 15 000 y la 

extensi6n carboxilo terminal un peso molecular de 30 a 

35 000 (1), además contiene cistefna y por lo tanto, -

la capacidad de formar puentes disulfuro. (Fig. 4). 

Se han propuesto algunas funciones importantes 

para estas prolongaciones o propéptidos: una es evitar 

la formaci6n de fibras antes de que las moléculas de -

procolágena sean transportadas al espacio extracelular; 

otra es formar parte de un mecanismo de reconocimiento 

para la correcta alineaci6n de las subunidades y des -

pués de ser removidas en el espacio extracelular prob~ 

blemente sirven como señal para regular la secreci6n -
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de colágena a través de receptores en la superficie ce­
lular (2). 

Cada cadena proalfa es modificada postraduccio -

nalmente, la lisina y la prolina aparecen en las posi -

cienes que después ocuparán la hidroxilisina y la hidr~ 

xiprolina respectivamente. Las reacciones de hidroxila 

ción en ambos casos requieren de oxígeno, Fe++, alfa-e~ 

toglutarato, ácido asc6rbico y las enzimas correspon 

dientes: prolil-hidroxilasa y lisilhidroxilasa. (fig.4}. 

Estas modificaciones no ocurren al azar, sino en posi -
cienes constantes para cada tipo de colágena. 

Otra de las modificaciones postraduccionales es 

la glicosilac~6n de residuos de hidroxilisina, en donde 

la adici6n de az6cares es catalizada por dos enzimas, -

la galactosiltransferasa y la glucosiltransferasa; la -

primera une galactosa a los residuos de hidroxilisina y 

la segunda añade glucosa a la galactosilhidroxilisina. 

(Fig• 4). Ambas enzimas son glicoproteínas que requie­

ren la presencia de grupos sulfhidrilo y cationes diva­

lentes como el Mn++. En este caso el contenido de mono 

y disacáridos var!a de tejido a tejido. 

Una vez que se llevan a cabo estas modificacio -

nes la formaci6n de la triple hélice parece ser espont! 

nea: tres cadenas proalfa se unen formando la mol~cula 

de procolágena, hay formación de puentes disulfuro tan­

to intra como intercatenarios, s6lo a nivel de los pro­
peptidos;ya que se formaron éstos, la molécula adquiere 

su conformaci6n triple helicoidal. Del ret!culo endo -

plásmico pasa al aparato de Golgi, donde son secretadas, 
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a través de gr~nulos de secreci6n, derivados del apara­

to de Golgi y transportadas al espacio extracelular por 
movimientos citoesqueléticos. (Fig. 4). 

Posteriormente se cortan las extensiones no helicoida -
les de los extremos amino y carboxilo term~nal por me -

dio de peptidasas específicas, convirtiendo finalmente 
a las moléculas de procolágena en moléculas de colágena 

·en el espacio extracelular. 

La alta resistencia a la tensi6n de las fibras -
de colágena es desarrollada por la formaci6n de uniones 

covalentes entre las moléculas (3), en donde las micro­
fibrillas recientemente formadas deben ser reconocidas 

por lisil oxidasa, que convierte ciertos residuos de li 

sina e hidroxilisina en aldehidos por dsanimaci6n oxida 
tiva de sus grupos amino; estos aldehidos se localizan 

generalmente en los extremos de la molécula, en las re­

giones no helicoidales o telopéptidos. Las uniones son 

esencialmente de dos tipos: productos de una condensa -
cÍ6n ald6lica por la formaci6n de bases de Schif f entre 

el grupo aldehído y el grupo amino Qe residuos de lisi­
na o hidroxilisina de cadenas vecinas. 

Experimentos in vitre han demostrado que la col! 
gena salubre, extraída con ácido acético o amortiguador 
de citratos, es capaz de reagregarse en fibras con el -

patr6n de estriaci6n típico al de las fibras nativas, -
si regresamos a condiciones donde se tiene el pH neutro 

y temperaturas de 37°C. 
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Dependiendo de las condiciones experimentales 

pueden observarse otros dos tipos de agregados que no -
se encuentran normalmente en los tejidos (7): FLS 

(Fibrous long spacing) y SLS (Segment long spacing). 
( Fi g. 5) • 

A pH neutro y en presencia de moléculas cargadas 

negativamente (polianiones), como las glicoproteínas a~ 
fa-1 derivadas del suero sanguíneo o glicosaminglicanos, 

se forman los FLS, que son estructuras con un patr6n de 
bandas centrosimétrico, que se repite cada 280 nm y en 
donde las mol~culas se juntan paralelamente, pero no to 

das orientadas en la misma direcci6n (8) • 

Los cristalitos SLS se forman al agregar ATP a -

una soluci6n de colágena en ácido acético diluido; tie­
nen un tamaño de 280 nm y presentan un patr6n de bandas 

asimétrico, ya que a diferencia de los FLS, las molécu­

las unidas paralelamente se orientan todas en la misma 

direcci6n. ( 8) • 

Los cristalitos SLS representan una imagen de la 

molécula de colágena, cuando se tiñen positivamente, en 

el microscopio electr6nico se encuentra que el patr6n -

de bandas asimétrico está Íormado por 58 bandas (9), 
que reflejan la distribuci6n de los residuos de amino:­

ácidos cargados. La tinci6n negativa facilita la medi­
ci6n de sus longitudes, ya que sus extremos se observan 

m~s claramente y corresponden a los extremos amino y 

carboxilo terminales de las moléculas. Esta correla 
ci6n que existe entre el patr6n de bandas de los SLS y 

la distribuci6n de cargas a lo largo de la molécula, ha 
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permitido comparar las colágenas de diferentes especies 

o diferentes tipos de colágena entres! (7-8). 

En los tejidos de animales superiores han sido -

bien definidos cinco tipos diferentes de colágena y por 

lo menos nueve cadenas alfa, identificadas como produc­

tos de genes distintos (5). (Fig. 6). 

Con base en su funci6n y localizaci6n fuera de -

la célula, los distintos tipos de colágena pueden agru­

parse en dos grandes clases: 

Colágenas intersticiales y fibrilares, son las -

más comunes y abundantes del tejido conectivo, represe~ 

tadas por los tipos I, II y III. 

Colágenas no fibriales que son menos abundantes 

y se localizan principalmente en el ambiente pericelu -

lar, como parte del esqueleto externo de la célula y -

formando parte de las membranas basales; estas últimas 

6 han sido bien caracterizadas. 

De las colágenas intersticiales la más conocida 

es la tipo I; constituye el 90i de la colágena del cue~ 

pe y se loc~li~a principalmente en piel, tend6n, hueso, 

c6rnea y varios tejidos más. Está compuesta de tres c~ 

denas, dos idénticas LLamadas alfa 1 (I) y una diferen­

te denominada alfa 2 (I): [ ( o(.1)2 ~ 2] 

En el cartílago hialino se encuentra exclusiva -

mente colágena tipo II, molécula formada por tres cade­

nas alfal(II) idénticas, con una composición de amino -
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critos en los vertebrados. (Según Trelstad, 

1982). 
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ácidos diferente a las alfa l (I); por lo tanto, pro -

dueto de un gen diferente. La colftgen~ tipo III, forma 

da tambi6n por tres cadenas id6nticas, denominadas alfa 

1 (III), se encuentra de manera predominante en los va­

sos sanguíneos y en la piel del feto, mientras que en -

la piel adulta constituye s6lo el 10% (1) . Asociada a 

colágena tipo I está presente en pulm6n, m~sculo cardi~ 

co, útero, hígado, placenta, cord6n umbilical, bazo, 

riñón, tejido gingivial y escler6tica. 

Además de estos tipos genéticamente diferentes -

existe otra forma molecular de colágena, el trímero 

(o<(I))3, formado por tres cadenas alfa (I) iguales. Se. 

ha identificado como producto de varios cultivos celula 

res y de tumores y como componente, pero en pequeñas can 

tidades, de la piel, hueso embrionario y tendones. 

La colágena tipo IV o de membrana basal, forma -

parte de la segunda clase de colágenas, no fibrilares, 

formada por tres cadenas alfa iguales: r;,<.t (Jt)~ : pre -

sentando secuencias colagénicas y no colagénicas de ta­

maño variable; es particularmente abundamente en glomé­

rulos renales, cápsulas ópticas y en general en mebra -

nas basales de epitelios y endotelios especializados. 

La colágena tipo V parece ser más abundante en -

tejidos vasculares, sintetizados principalmente por cé­

lulas musculares lisas; forma el exocitoesqueleto de 

las células que la sintetizan. Estpa formada por tres-

cadenas denominadas e>(. 1 , (V) , o(.:t..' (V) y o(' (V). 

- 15 -



Los patrones de cambio de la matriz del tejido -

conectivo durante el crecimiento, desarrollo y repara -

ci6n requieren de un balance entre la síntesis y degra­

daci6n de los diferentes tipos de colágena (1) . La de­

gradaci6n se lleva a cabo por enzimas llamadas colagen~ 

sas y se encuentran en tejidos donde hay colágena pre -

sen te. 

La mayoría de las colagenasas estudiadas tienen­

un peso molecular de 25 a 60 000 dal., se sintetizan en 

su forma inactiva o latente generalmente; requieren de­

zinc y calcio para su actividad. Se caracterizan por -

romper en sitios específicos la molécula de colágena en 

estado nativo, bajo condiciones fisiol6gicas de pH y 

fuerza i6nica; los fragmentos resultantes se desnatura­

lizan a la temperatura del cuerpo y son susceptibles a 

otras proteinasas. 

A pesar de la heterogeneidad genética de esta 

proteína, existe un alto grado de homología en las dis­

tintas cadenas polipeptídicas que forman la molécula de 

col~gena, la que hace que todas la colágenas y, en esp~ 

'cial las intersticiales, sean similares entre sí. Estas 

similitudes se han hecho evidentes, incluso en las col! 

genas de Invertel:rados hast;i. ohora estnc:'li <'!r1os; i:-n ¡Sqt~s 

la estructura de triple hélice, el contenido de glicina 
(33%) y de hidroxiprolina y pesos moleculares de 

300 000 se han mantenido constantes. 

Los grupos de invertebrados más estudiados son: 

las esponjas, celenterados, platelmintos, moluscos, an! 

lidos y artr6podos principalmente. Se ha descrito un -

gran nQmero de proteínas del tipo colágena en diversas 
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especies, sin embargo s6lo en muy pocas·se ha hecho una 

caracterización detallada de sus colágenas; un cjemplo­

son las colágenas cuticulares de nemátodos y anélidos. 

La colágena cuticular de los nematodos es muy d~ 

ferente a la de los vertebrados. Se han reportados pe -

sos moleculares de la colágena cuticular de Ascaris Lum 

bricoide de 62 000 (11) o 52 000 (12) dal. y en contra~ 

te con otras colágenas no cambia después de ser desnat~ 

ralizada, indicando que la triple hélice probablemente 

surge del enrollamiento de una sola cadenapolipeptidica. 

Se han aislado tres subunidades con pesos moleculares -

similares, con un contenido de 12 residuos de hidroxi -

prolina y 270 residuos de glicina por 1000 residuos de 

aminoácidos. Otra característica es la presencia de 

ciste!na, la que parece contribuir a la formaci6n de 

agregados moleculares. 

La colágena cuticular de los anélidos es muy di- · 

ferente a la de los nemátodos. La de la lombriz de tie­

rra (12) tiene un peso molecular de 1.9 millones dal.; 

está formada por tres subunidades, cada una con un peso 

molecular de 600 000, el contenido de glicina es de 350 

residuos por 1000 residuos de aminoácidos y la propor -

-ci6n de residuos de prolina hidroxilada es del 90%. 

Caracter1sticas similares presentan las coláge -

nas cuticulares de los poliquetos marinos Nereis virens 

y Nereis japonica (13), sus pesos moleculares son de 

1.4 y 1.7 millones dal., respectivamente. Formada por 

dos subunidades distintas A y D en una proporción molar 

de 1:2, cada cadena polipet!dica tiene un peso molecular 

de 470 000, la proporción de residuos de prolina hidro­

xilados es del 89% y del 74%, respectivamente, y tiene 

354 residuos de glicina por 1000 residuos de aminoácidos. 
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Además carecen de hidroxilisina, encontrando carbohidr~ 

tos unidos a residuos de serina y treonina (14). 

Las colSgcnas aisladas de otras especies de in 

vertebrados presentan características más parecidas a 

las colágenas intersticiales de vertebrados; tal es el­

caso en las anémonas de mar Actinia equina y Metridium­

(15), en el platelminto Fasciola hepática (15-16) , en -

el molusco Helix promotia (16-17), y en los insectos 

Locusta migratoria (18) y el Periplaneta americana (19) • 

Las colágenas de todas estas especies presentan 

características comunes, como son: Peso molecular de 

280 a 300 000, presencia de fibras co~ una periodicidad 

de 57 a 65 nm., presencia de un solo tipo de cadena al­

fa; su composici6n de aminoácidos es muy parecida a la 

de colágenas intersticiales de vertebrados y hacen cri~ 

talitos SLS con un tamaño de 280 nm y con el mismo núme 

ro y patrón de bandas al que se observa en la colágena 

tipo I de vertebrados, indicando una distribución simi­

lar de sus residuos de aminoácidos cargados. 

Por otro lado se ha reportado la presencia de co 

lágenas formadas por subunidades distintas, parecidas a 

las colágenas tipo I: , en pulpo, calamar, la~ 

gasta, cangrejo (19-20) y en el platelminto Cysticercus 

cellulosas (22-23). 

En el caso de la colágena del cisticerco, se han 

encontrado varias peculiaridades: forma fibras muy del­

gadas sin una aparente periodicidad, carece de hidroxi­

prolina, sin embargo, tiene una temperatura de desnatu­

ralización de 36ºC. Además un patrón de bandas en sus 

cristalitos SLS completamente diferente al observado en 
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colagenas de vertebrados y otros invertebrados, pero se 

mantinene igual en las especies adultas: Taenia solium 

y Taenia saginata (datos no publicados). 

Estudios de microscopía electr6nica y análisis de 

aminoácidos han demostrado la presencia de colágena en 

esponjas(24), animales multicelulares más primitivos. 

Estas fibras de colágena se encuentran formando la es -

pongina que forma el esqueleto orgánico de estos orga 

nismos. 

En varias especies más de invertebrados se ha en­

contrado hidroxiprolina, que como se mencion6 anterior­

mente, se considera un aminoácido exclusivo de la colá­

gena; sin embargo su caracterizaci6n no ha podido lle -

varse a cabo. 

La existencia de diferentes tipos de colágena en 

una misma especie fue reportada por primera vez en nem! 

todos y anélidos (12). Estudios más detallados demostra 

ron que Ascaris lumbricoides presenta tres tipos dife -

rentes de colágena: 

Colágena cuticular (11); colágena de la capa mus­

cular (25) y colágena de membrana basal en intestino 

(26). Estas dos últimas se parecen más a las de verte­

brados que a la cuticular, incluso la colágena de la c~ 

pa muscular puede agruparse dentro de las colágenas in­

tersticia les. (27). 

En el caso de los anélidos se han reportado por lo 

menos dos tipos diferentes de colágena: la cuticular 
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ampliamente estudiada, tanto en poliquctos marinos como 

en oligoguetos (lombriz de tierra) y otra extraída del 

cuerpo de la lombriz de tierra, libre de cutícula, cuya 

composición de aminoácidos muestra diferencias signifi­

cativas si se compara con la de la cutícula (12), pero 

hasta la fecha no se conoce .. la estructura de esta colá­

gena. 

Dado que las colágenas cuticulares cumplen una ;­

función diferente a las del tejido conjuntivo, hemos 

propuesto que en los anélidos y en los nemátodos debe ~ 

haber un tipo de colágena, además de la cuticular, que 

cumpla la función de las colágenas intersticiales y que 

estructuralmente esté más cercanamente relacionada con 

éstas, que con su propia colágena cuticular. 

Con base en lo anterior nos hemos fijado como ob­

jetivo de este estudio el investigar si en un represen­

tante de los anélidos se encuentra un tipo de colágena 

funcional y estructuralmente relacionada con las colág~ 

nas intersticiales de los vertebrados y de otros inver­

tebrados. 

Para llevar a cabo el presente trabajo se escogi6 

como modelo a un poliqueto marino Hermodice sp, perten~ 

ciente al phylum de los anélidos y cercanamente relacio 

nado a Nereis cuya colágena cuticular es bien conocida, 

y establecer así posibles relaciones evolutivas campa -

randa los tipos de colágena presentes en estos organis­

mos, con las colágenas tanto de vertebrados como de - -

otros invertebrados. Para cumplir dicho objetivo deci­

dimos aislar, purificar y caracterizar la colágena de -
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la capa muscular, tejido en el que esperarnos encontrar -

colágena tipo intersticial. 

El estudio de la bioquímica comparativa de las c~ 

l~genas de los invertebrados es interesante, porque nos 

permite amplir ampliar el espectro de las relaciones en­

tre la estructura y la funci6n de la molécula, ya que en 

estos organismos diferentes rnol~culas de colágena cumplen 

funciones que no encontramos en los vertebrados. Además, 

este tipo de estudios nos permitirá entender la cvolu 

ci6n y filogenia de la colágena en los metazoarios. 
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M A T E R I A L E S y M E T {)1 1D O S ' 

Ejemplares de Hermodice sp. fueron colectados en la 

zona litoral de Isla Sacrificios, en Veracruz y congelados 

a -30ºC hasta su uso. Identificados en laboratorio de in 

vertebrados de la Facultad de Ciencias. 

1) EXTRACCION: 

Después de descongelar los gusanos, se llevó a cabo 

una disecci6n separando a la capa muscular de la cutícula 

y de los 6rganos internos. El músculo se lavó varias ve­

ces con agua destilada fría y se centrifug6 a 35 800 g. -

durante 30 min. El precipitado se puso a extraer en una -

solución de &cido acético 0.5 M con inhibidores. de prote! 

nasas a las siguientes concentraciones: EDTA 0.025 M, - -

NEM 0.01 M y PMSF 0.001 M, agitando continuamente durante 

48 horas a 4ºC. 

La suspensión resultante se centrifugó a 184 000 g. 

30 min. y el precipitado fue resuspendido en &cido acético 

0.5 M, se le agregó pepsina a una concentraci6n de 0.2 

mg/ml, se dej6 agitando toda la noche a 4°C yfue centrifu­

gado a 184 000 g. 30 min. El sobrenadante se guardó y el 

precipitado se redisolvió en ácido acético 0.5 M, agrega~ 

do pepsina a una concentración mayor(0.5 mg/ml) y se rep! 

tió el procedimiento anterior. 

Los sobrenadante de los extractos con pepsina se 

juntaron y fueron dializados a 4°Ccontra una soluci6n de 

Na2HP04 O. 01 M a pH 9, después de lo cual se centrifugaron 

durante 60 min.para obtener la colágena precipitada la 

cual se redisolvió en ácido ac€tico 0.5 M y se procedi6 a 

su purificación 
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2) PURIFICACION 

La purificaci6n de esta colágena consistió pri~ 

cipalmente en prec~pitaciones secuenciales con Na2HP04 

y NaCl. (Fig. 7). 

Las muestras en solución de ácido acético 0.5 M 

se centrifugaron a 45 000 rpm 30 min.; a los sobrenadan 

tes colectados se les agreg6 una soluci6n de NaCl 4.0 M 

hasta obtener una concentraci6n de la sal de 2.0 M. La 

colágena precipitada se centrifug6 a 1500 g. durante 90 

min. y en precipitado se redisolvi6 en ácido acético 

0.5 M; el material insoluble se elimin6 por centrifuga­

ción 30 min. a 45 000 rpm y la solución resultante fue 

dializada contra varios carobios de Na2HP04 0.01 M a 4ºC 

durante dos días. El precipitado colectado por centri- · 

fugaci6n se redisolvi6 en ácido acético.0.5 M. 

Finalmente se hizo una precipitación diferen 

cial con NaCl. Se dializ6 primero el extracto contra -

un amortiguador de fosfatos pH 7.6 y fuerza i6nica 0.4; 

como en estas condiciones la colágena precipitó, se ce~ 

-trifug6 a • 15000 g. 60 minutos y el precipitado se redi 

solvi6 en ácido acético 0.5 M. 

La colágena fue precipitada agregando una solu­

ci6n de NaCl 4.0 M hasta las siguiente concentraciones: 

1.0 M, 1.5M y 2.0 M., los precipitados obtenidos se cen 

trifugaron a 1500 g. y se redisolvieron en ácido acéti­

co 0.5 M. 

Se hizo una segunda purificaci6n siguiendo prá~ 

ticamente el mismo método, con las modificaciones si 

guientes (Fig. 8): 
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La precipitación diferencial con Nacl se llevó a 

cabo añadiendo una solución de NaCl 4.00 M hasta obte 

ner concentraciones de la sal de 0.6 M, 0.75 M y 1.2 M. 

Los precipitados obtenidos se centrifugaron a 1500 g 30 

minutos y se redisolvieron en ácido ac~tico 0.05 M. A -

los sobrenadantes se les agregó (NH4) 2so4 saturado has 

ta formar un precipitado, que se colect6 por centrifug~ 

ci6n y se rédisolvi6 en ácido acético 0.5 M. 

3) DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA: 

Para medir el contenido de hidroxiprolina, tanto 

en el tejido como en las soluciones problema, se utili­

zaron los métodos de Woessner (28) y Rojkind y González 

(29). Ambos métodos involucran la oxidaci6n de hidroxi 

prolina libre con cloramina T. Se forma un complejo co 

lorido agregando p-dimetil-amino-benzaldehido y se mide 

la absorción en el espectrofot6metro a 557 nm. 

Aunque el método de Woessner es más sensible, no 

puede ser utilizado con extractos crudos, ya que varias 

substancias interfieren en el desarrollo de la reacción, 

por lo que en estos casos se utilizó el método de 

Rojkind y González en el que el pirrol formado por la -

oxidación de la hidroxiprolina se separa de otr~s subG­

tancias rr.ediante una extracción con tolueno. 

Las muestras se hidrolizaron en HCl 6.0 Na llOºC 

durante 20 a 24 horas. 
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1 

EXTRACCION,CON PEPSINA 

PRECIPITACION CON NaCl 2.0 M 

1 
PRECIPITACION col Na2HP04 0.01 

PRECIPITACION ON NaCl l. O M 

M 

SOBREN A DANTE 

NaCl 1.5 M 
PRECIPITADO 

Fracci6n A 

1 
1 

SOBRENADANTE PRECIPITADO 

NaCl 2.0 M Fracci6n B 

1 
1 

SOBRENADANTE PRECIPITADO 

Fracci6n C 

Fig. 7 Prirrer rrétodo de purificaci6n de la colágena de 

Henrodice sp. 
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EXTRACTO CON PEPSINA 

PRECIPITACION CON NaCl 2. O M 

PRECIPITACION CON Na2HP04 0.01 M 

PRECIPITACIONICON NaCl O. 6 M 

1 1 
SOBRENADANTE PRECIPITADO 

NaCl 0.75 M (NH4) 2S04 15% sat. 

1 
SOBRENADANTE PRECIPITADO SOBRENADANTE PRECIPITADO 

(NH 4) 2so4 20% sat Fracci6n X 

1 
soarr!NADANTE PRECIJITADO 

Fracción Y 

f'ig. 8 Segundo retado de purificación de la colágena. 

de Hemoclice sp. 

- 26 -



4) ELECTROFORESIS 

Con el objeto de conocer el grado de pureza, co~ 

posici6n de subunidades y el peso molecular de la colá­

gena de Hermodice se usaron tres m6todos de electrofore 

sis en geles de poliacri lamida: el sistema Laenunly ( 30) , 

que es con SDS y acrilamida al 7%, el m6todo de Hayashi 

y Nagai (31), con acrilamida al 5!/i, SOS y urea, este d.!_ 

timo diseñado para favorecer la separaci6n de las cade­

nas alfa y el método de Sakai y Gross (32), a pH 5.5., 

con acrilamida al 10% y sin sos. 

5) DIGESTION CON TRIPSINA Y COLAGENASA BACTERIANA: 

Se prepararon soluciones de colágena de Hermodice 

y de colágena purificada de piel de cobayo en Tris-HCl Q,·05 M 

con NaCl 0.15 y Ca CL2 5mM a pH 7.2 (amortiguador de 

colagenasa) . 

La tripsina y colagenasa (750 "f'g/ml) se disolvi~ 

ron en amortiguador de colagenasa y se añadieron 5~1 de 

una u otra enzima a 100 /f 1 de las muestras y se incuba 

ron a 25°C durante O, 1, 2, 4, 8 y 20 horas. Se añadie 

ron 5 Jof 1 de inhibidor para detener la reacci6n: PMSF -

(1 r.lM). p~r~ tripsina y EDTA (20 mM) para colagenasa. 

Después de la incubación se corrieron las muestras en -

electroforesis con SDS. 

6) CRISTALITOS SLS: 

Se hicieron soluciones de colagéna purificada de 

Hermodice y de colágena de piel de cobayo en ácido ac6-

tico O. 5 M y fueron dializadas en el cuarto frío,durante 
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toda la noche contra una soluci6n de ATP al 0.4% en áci 

do ac~tico o.os M. Después de diluir ligeramente la sus 

pensi6n resultante, los cristalitos fueron depositados 

en rejillas de cobre, cubiertas con una película de - -

Formvar y estabilizadas con carb6n. 

La tinci6n positiva de los cristalitos se llev6-

a cabo con acetato de uranilo 0.01% y ácido fosfotGngs­

tico 0.1% de acuerdo al método de Bruns y Gross (9). La 

tinci6n negativa se llev6 a cabo con un fosfotungstato 

de Sodio al 2% (pH7) durante 4 min. 

Las rejillas se examinaron en un microscopio 

electr6nico Carl Zeiss EM 10 y se fotografiaron a un au 

mento de 50 000 X. Para calcular la amplificación real 

se utili~6 una réplica en carb6n de una rejilla de di -

fracci6n que tiene 54 800 líneas por pulgada (E. Full -

man Inc.). 

- 28 -



R E S U L T A D O S 

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA COLAGENA DE HERMODICE 

La extracción de la colágena de la capa muscular 

de .Herrnodice se llev6 a cabo en dos pasos: primero una 

incubaci6n del m6sculo con acético 0.5 Me inhibidores­

de proteinasas, seguido de una digestión limitada con -

pepsina en la cual se disolvi6 la mayor parte de la co­

lágena; después de dializar esta soluci6n contra Na 2 
HP04 0.01 M apareci6 un precipitado que se redisolvi6 -

fácilmente en acético 0.5 M formando una solución muy -

viscosa. 

El contenido de hidroxiprolina del mGsculo de 

Hermodicé fue de 13.05 mg/g de tejido; de ésta el 22% -

se recuperó en forma soluble después de la digesti6n 

con pepsina, mientras que la incubaci6n con acético e -

inhibidores proteolíticos s6lo produjo una cantidad mí­

nima de hidroxiprolina soluble. 

Posteriormente se corri6 con electroforesis en -

geles de poliacrilamida y SDS (Fig. 9) donde se muestran 

diferencias significativas entre ambas muestras: en la 

muestra del primer paso de extracci6n no se observó nin 

guna banda que migrara como la colágena tipo I de piel­

de cobayo, mientras que este patr6n se hizo evidente en 

el extracto con pepsina. A partir de estos resultados -

se trabajó 6nicamente con las muestras extraídas con 

pepsina. 

En esa electroforesis se observa además que no -

hay diferencias al correr las muestras en presencia del 
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Fig. 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida con s:>s 
de oolágena tipo I de piel de oobayo (A), extracto 

de níisculo de lerm::xlice en acétioo O. 5 M sin pep­

sina, corrido en ausencia de !J-rrercaptoetaool (B) 

y en presencia de,..mercaptoetanol (C). Extracto de 

IOJsculo de ~modioe oon acético 0.5 M y pepsina, 

corrido en ausencia (D) y presencia (E) de>-nercaE_ 

toetanol. 
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reductor 2-mercaptoetanol, eliminando así la posibilidad 

de que la colágena de Hermodice presente enlaces disulfu 

ro entre las moléculas. 

Al aplicar el primer método de purificaci6n (ver 

Materiales y Métodos) al extracto de col5gcna solubili -

zada con pepsina se obtuvieron tres fracciones: 

Fracción A: que precipitó con NaCl 1.0 M y que 

contenía O .11 mg Hpro/ml. (VT=lO ml) 

Fracción B: precipitada con NaCl 1.5 M y con ~ 

un contenido de hidroxiprolina de 

O. 062 mg/ml. (VT= 10 ml) 

Fracción C: que precipitó con NaCl 2.0 y que -

contenia 0.08 mg Hpro/ml. {VT=Sml) 

Al correr las muestras anteriores en electrofore -

sis en SOS (Fig. 10) no se observaron diferencias apare~ 

tes entre las tres fracciones, ambas mostraron una sola 

banda que migra entrec:(l(I) y ~2{I), así como dos ban­

das a la altura de los dímeros beta de colágena tipo I. 

Los experimentos posteriores se llevaron a cabo con la -

fracción A (Pp. con NaCl l.OM) por ser la más abundante. 

El segundo método de purificación dió finalmente -

los siguientes resultados: una fracción que precipitó 

con Nacl 0.06 M (fracción X) y otra precipitada con NaCl 

0.75 M. (fracción Y). La electroforesis resultante de es 

tas fracciones mostró bandas contaminantes por lo que se 

hizo una precipitación con una solución de Sulfato de 

Amonio al 15% de saturación, en el caso de la fracci6n X 

y al 20% de saturación en la fracción Y. 
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en la prinera purificaci6n: 
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NaCl 1 M (A). Fracci6n p~ 

cipitada con NaCl 1.5 M (B) 
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Fig. 11. Electroforesis en gel f!J-c=liii~ 
de poliacrilarnida oon 
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da purificacifu: F:ra2_ 

citSn precipitada con 

NaCl 0.6 M (B). Frae_ 
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NaCl O. 75 M (C) .. y Co­

lágena tipo I de piel 

de ocbayo (A) • 
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En la Fig. 11 se muestra la electroforesis en SOS 

de estas fracciones, en donde se observa que ambas pre­

sentan un patrón semejante: una sola banda que migra a 

la altura de los dímeros beta de la colágena tipo I de 

piel de cobayo y una sola banda entre las cadenas alfa-

1 (I) y alfa 2 (!). La movilidad electrofor~tica de las 

subunidades en ambas fracciones es la misma (tabla l). 

La fracci6n X (NaCl 0.6 M) presenta además un contami -

nante gue migra entre las subunidades o( y los dímeros~ 

PESO MOLECULAR Y COMPOSICION DE SUBUNIDADES 

Las electroforesis en SDS de la colágena solubili 

zada de Hermodice revelaron la presencia de un solo com 

ponente en la regi6n revelaron la presencia de un solo 

componente en la regi6n de las cadenas alfa que migra -

entre las cadenas alfa 1 y alfa 2 de la colágena tipo I 

de vertebrados (figs. 10-11). Las muestras resultantes 

del primer m~todo de purificación presentaron, además -

de este componente, dos bandas muy tenues con un peso -

molecular aparente de 200 000: sin embargo, al correr 

las muestras obtenidas en la segunda purificaci6n, apa­

rece una sola banda a la altura de los dfmeros beta de 

la colágena de piel de cobayo. 

Usando otros dos sistemas de electroforesis en g~ 

les de poliacrilamida: Hayashi y Nagai, en presencia de 

urea (30) y el de Sakai y Gross, sin SOS (31), se obtu­

vieron resultados semejantes (datos no presentados). 

El patr6n electrofor6tico de la colágena de Hermodice -

mostr6 la presencia de un solo tipo do subunidad que m~ 

gra entre alfa 1 (I) y alfa 2 (I), con un peso molocu -

lar de 100 000. 
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TABLA I 

Movilidad electroforética de las subunidades de la 

colágena tipo I y de la colágena de Hermodicc. 

SUBUNIDAD MOVILIDAD 
ELECTROFORETICA 

~ 1-1 (I) 0.21 

p, 1-2 (I) 0.24 

P,. X 
(0.6M) 0.22 

¡a y (O. 75M) 0.22 

Q(.1 (I) 0.42 

o<..2 
(I) 0.46 

o<..x (O. 6M) 0.44 

Q(,, y (O. 75M) 0,44 
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SUSCEPTIBILIDAD A ENZIMAS PROTEOLITICAS: 

Cuando se prepararon las soluciones de colágena de 

Hermodice y de piel de cobayo en el amortiguador de col! 

genasa a pH 7.2, la colágena de Hermodice se precipit6, 

probablemente formando fibras, por lo que la incubaci6n 

se llevó a cabo en dichas condiciones y no con la colág~ 

na en forma soluble como en el caso de la de cobayo. 

La susceptibilidad de la colc'.igena de llermodice a 1 
... 

tripsina y colagenasa se determin6 por electroforesis en 

gel de poliacrilamidasas (Fig. 12). La colágena de Hermo 

dice, al igual que la colágena de piel de cobayo, fue r~ 

sistente al efecto de la tripsina, sobre todo en tiempos 

de incubación cortos. La digesti6n con colagenasa bacte­

riana, en el caso de la colágena de Hermodice, requiri6-

de tiempos de incubaci6n más largos, encontrando que a -

las 20 horas de incubaci6n las bandas desaparecieron com 

pletamente. 

Se observ6 además que la banda que migra entre las 

cadenas alfa y beta fue resistente a estas enzimas, aGn­

despu~s de incubar por 20 horas. 

CRISTALITOS SLS 

Se hicieron cristalitos SLS dializando colágena 

soluble de llermodice, contra ATP. La fracción que preci­

pi t6 con NaCl l. O M (fracción A), con el primer m~todo -

de purificación, produjo cristalitos que al teñirlos po­

sitivamente, presentaron un patr6n de bandas diferentes 

a cualquiera de los reportados; además de los cristali -
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Fig. 12. Electroforesis en gel de 

poliacril.amira coo SDS de 

cx:>l4gena tipo :I incU:>ada 

durante O, 1, 2 y 4 hrs. 
en presencia de tripsina (A) 

o oolagenasa bacteriana (C) 

Col4gena de lermxlice sp. ~ 

cubada a los mi.Sllt)s tieupos 
en presencia de tripsina (B) 

o oolagenasa bacteriana (D). 
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tos con un patr6n de bandas asim~trico, característica -

distintiva de estos agregados, observarnos cristalitos 

que mostraron un bandeo aparentemente centrosim~trico. 

(Fig. 14). 

Las muestras resultantes de la segunda purifica 

ci6n, se obtuvieron cristalitos SLS que han wostrado ser 

de dos tipos distintos. La fracci6n que precipit6 con 

NaCl 0.6 M (fracci6n X), produjo cristalitos cuyo patr6n 

de bandas es similar al de las colágenas intersticiales: 

tipos I, II, III (7) y al de varias colágenas de invert~ 

brados (14), (Fig. 13). Mientras que la fracción que 

precipita con NaCl 0.75 M (fracci6n Y) produjo cristali­

tos con un patrón de bandas igual al de los cristalitos 

obtenidos en la primera purificaci6n: " Cristalitos tipo 

H", (Fig. 13). 

En la fig. 15 se muestra un cristalito de colágena 

de Hermodice con tinci6n negativa. La longitud promedio 

de estos cristalitos es de 277 nm, similar a la de los -

cristalitos obtenidos de las colágenas intersticiales de 

vertebrados. 

Algunos cristalitos obtenidos con la fracción A y 

la fracci6n Y, teñidos negativamente, presentaron un pa­

tr6n de bandas mixto y en ciertos casos se hizo aparente 

la superposición de cristalitos orientados en sentido 

contrario. (datos no mostrados). 

Además de los cristalitos SLS aislados, las prepa­

raciones de colágena de Hermodice frecuentemente mostra­

ron cristalitos unidos por sus extremos: cabeza-cabeza o 

cola-cola, formando largas fibras de cristalitos. 
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e 

Fig. 13. Cristalitos SIS oon tinci&I positiva. 

A. - SI.S tipo H de oolágena de Bmrodioe 

(fracx:i6n precipitada con NaCl 0.75 M) 
B.- SLS tipo I de oolágena de piel de oc:b,e. 

yo. 

C.- SLS tipo I de oolAgena de 12l:rrodice 

(fracx:i6n precipitada con Nacl 0.6 M) 
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Fig. 14. Cristalitos SLS de colágena de He.mcdice con un bandeo 

c:ent:J:Os~trico. A) SLS tip:> H asWtrico. B) SLS tip:> li 

tler.txos~trico. C) &.S tip:> H asWtrico. 

Las flechas indican la orientaci&l de los SLS as.im!tr! 
cos. 

Fig. 15. Cristalitos SLS de 

oolAgena de ll!mrodice 

coo tinci6n negativa. 
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D I S C U S I O N 

Los resultados de los estudios bioquímicos realiz~ 

dos en las colágenas de invertebrados conocidas hasta el 

momento han revelado que éstas, presentan una mezcla de 

diferencias y semejanzas cuando se comparan entre si o -

con respecto a las colágenas de vertebrados. La mayoria 

de estas colágenas, a excepción de las colágenas cuticu­

lares de Anélidos y Nemátodos, han mantenido constantes 

una serie de características comunes de la estructura de 

la molécula de colágena. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no 

se apartan de dicha descripción; tal como lo indican el 

tamaño de la molécula, el peso molecular de las subunid~ 

des que la componen, la susceptibilidad a colagenasas y 

la capacidad de agregarse en forma de cristalitos SLS. 

El éxito en la extracción de la colágena de ~ermo­

dice se debió principalmente al uso de pepsina, ya que -

esta enzima permite una mayor solubilización de las mo -

léculas de colágena sin degradarlas, salvo en sus extre­

mos, donde corta a los telopéptidos, sitio en el que - -

usualmente se localizan los enlaces covalentes. Además 

cabe mencionar que esta colágena se agrega espontáneame~ 

te a pH neutro, lo que indica que probablemente se en 

cuentra en estado activo, ya que se sabe que mientras me 

nos degradada se encuentre una colágena, más fácilmente 

se agrega. 

Por lo que respecta a la purificación, el patr6n -

electroforético de la colágena de Hermodice sE_, obtenida 
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en la primera purificación, muestra dos bandas que migran 

a la altura de los dímeros beta y una sola banda que mi­

gra a la altura de las subunidades alfa. Estos resulta­

dos son aparentemente contradictorios, ya que la presen­

cia de dos bandas de dímeros beta sugiere que pudiera h~ 

ber dos tipos de colágenas, mientras que la presencia de 

una sola banda a la altura de las cadenas alfa indicaría 

un único tipo de colágena. 

Por lo anterior, decidí llevar a cabo una nueva p~ 

rificaci6n de la colágena de l!crmodice, en la cual vari~ 

las concentraciones empleadas de NaCl en la precipita 

ci6n diferencial para tratar de separar de esta manera -

los posibles tipos de colágena presentes. 

Al correr las electroforesis de las muestras resul 

tantes (Fracciones X e Y)se encontró que en ambas había 

una sola banda a la altura de los dímeros beta, con una 

migraci6n igual y una sola banda entre las cadenas alfa 

con la misma migración aparente; estos datos indicarían­

la existencia de un mismo tipo de colágena en las dos 

fracciones. 

Sin embñr~o, los cristalitos SLS obtenidos en una 

y otra muestra fueron diferentes. La fracci6n X, preci­

pitada con NaCl 0.6 M, hace cristalitos SLS tipo I con -

un p:t~6n de bandas igual al de las colágenas intersti -

ciales de vertebrados, mientras que la fracci6n Y, preci 

pitada con NaCl 0.75 M, hace cristalitos tipo M con un -

patr6n de bandas igual a los cristalitos obtenidos en la 

primera purificación. 
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El hecho de encontrar cristalitos SLS diferentes, 

nos indicaría la existencia de tipos de colágena disti~ 

tos con una composición de aminoácidos diferentes para 

cada uno, ya que sabemos que los cristalitos SLS repre­

sentan una imagen de la mol~cula de colágena y su patrón 

de bandas un reflejo de la distribución de aminoácidos 

cargados. 

Para corroborar esta posibilidad hemos planeado -

llevar a cabo análisis de amonoácidos de las fracciones 

X e Y as! como de cada una de las subunidades alfa ais­

ladas mediante un sistema electroeluci6n en gel de pol~ 

acrilamida; con estos estudios esperamos obtener la su­

ficiente información para saber si en el músculo de 

Hermodice existen dos tipos diferentes de colágena in -

tersticial. 

Otra manera de encontrar si esta opci6n es la co­

rrecta, sería utilizar un sistema que se fundamente en­

el hecho de que al agregar formaldehido a la colágena,­

los residuos de lisina se unen covalentemente por medio 

de un grupo metileno al grupo ~mino de algún otro amin~ 

ácido vecino, como la asparagina, arginina o glutamina 

(33). Si tratamos con formaldehido una soluci6n de co­

lágena lo suficientemente dilufda para que esta reac 

ci6n sólo ocurra intramolecularmente, se obtendría una 

soluci6n constituída únicamente por trímeros (34), los 

cuales en principio podrían ser resueltos mediante una 

cromatrografía de intercambio i6nico como una o dos es­

pecies moleculares. 

La posibilidad planteada por este trabajo: que 

es el músculo de Hermodice coexistan dos tipos diferen­

tes de colágena intersticial; resultaría un hallazgo de 
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sumo interés ya que, hasta ahora, esta situación ha si­

do descrita exclusivamente en tejidos de vertebrados. -

Actualmente se asume que la gran complejidad de los te­

jidos de los organismos superiores(vertebrados) a dife­

rencia de los invertebrados, requi~re de la presencia -

de varios tipos distinto~; de col[iqena intersticial, cuya 

diferente distribuci6n en el organismo tiene que ver 

con la función y desarrollo de cada tejido u 6rgano en­

particular; si se corrobora la existencia de más de un 

tipo de colágena intersticial en los tejidos de inverte 

brados habría que reconsiderar estas suposiciones. 

Los datos de peso molecular y composición de sub­

unidades para la colfigena de Hcrmodicc se obtuvieron 

por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida 

con SOS, tomando como patrón a la colágena tipo I de 

cobayo, encontrando que esta colágena está formada por 

un solo tipo de subunidades alfa, cada una con un peso­

molecular aproximadamente de 100 000, 

Existe una estrecha correlaci6n entre el peso mo­

lecular de las subunidadcs y el tarnafio de la rnol~cula -

revelado por el microscopio electrónico, sugiriendo una 

estructura de la col5gena de Hermodice similar a la de 

las cúl~gen¿¡::; i11LeL ::;ticiales de vertebrados: una molt'§cu 

la de 277 nm. de longitud formada por tres subunidades 

con un peso molecular de 100 000 cada una. 

Una de las propiedades generales de cualquier ti­

po de colágena es la susceptibilidad a colagenasas, en­

zimas que degradan colágena nativa en solución y colág~ 

na en fibras bajo condiciones fisiol6qicas de pH y tem­

peratura. 
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La colftgena del músculo de Hermodice, fue suscep -

tible a la colngenasa bacteriana; sin embargo, para este 

ensayo se requirieron tiempos de incubaci6m hasta de 20 

horas, para que se degradara completamente, ya que a pH 

neutro esta col~gena precipita, probáblcmente formando -

fibras. Se sabe que la velocidad de dcgradaci6n por co­

lagenasa es dependiente del estado de a~regaci6n del sus 

trato, siendo mayor para el sustrato soluble y menor pa­

ra las formas agregadas. 

El hallazgo de encontrar cristalitos SLS con un p~ 

tr6n de bandas centrosimétrico es poco frecuente, ya que 

un bandeo centrosirn6trico es característico de los FLS,­

patr6n que resulta de la agregación de moléculas de col! 

gena que no se orientan en la mism dirección. La prese~ 

cia de este tipo de cristalitos SLS podría haberse debi­

do a la exacta superposición de cristalitos orientados -

en sentido contrario, superposición que se hizo aparente 

en algunos cristalitos teñidos negativamente. 

Haciendo un análisis general de los resultados ob­

tenidos en este trabajo, es claro que la colágena aisla­

da del músculo de Hermodice pertenece al grupo de las 

colágenas intersticiales y que funcional y estructural -

mente está más relacionada a las colágenas intersticia -

les de los vertebrados que a su propia colágena cuticu -

lar; más aún, la posibilidad de que en un mismo tejido 

puedan coexistir dos tipos de colágena cumpliendo ambas 

una función intersticial, daría un nuevo enfoque en el -

estudio de las colágenas de Invertebrados y en la evolu­

ción de esta proteína. 
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Hasta ahora la línea evolutiva de la colágena no 

es clara. Diferentes autores han orientado de manera -

distinta los aspectos filogen6ticos de la mol6cula de -

colágena. En los trabajos de Pikkarainen (35), se su -

giere que la colágena estaba compuesta originalmente 

por un solo tipo de cadenas alfa. El gen primordial de 

las cadenas alfa pudo haberse duplicado posteriormcnte,­

guizá a nivel de peces 6seos y mutaciones individuales -

de estos genes dieron lugar a las cadenas alfa 1 y alfa 

2. 

Sin embargo, se han encontrado colágenas forma -

das por subunidades alfa •distintas, parecidas a las col! 

genas tipo I de vertebrados en grupos tan primitivos 

como los platelmintos: Cysticercus c. (22), en varias e~ 

pecies de moluscos como el pulpo y el calamar y algunos­

artr6podos, como la langosta y el cangrejo. (20). 

Kimura y colaboradores (36) han interpretado la 

presencia de colágenas tipo I o similares al tipo I de -

vertebrados en grupos de Protostomados y Deuterotomados 

indistintamente, como el resultado de una evoluci6n de -

líneas filogenéticas independientes. Y han propuesto 

una clasificaci6n de las colágenas de invertebrados ba -

sándose en el peso molecular y composición de subunida -

des, subdividiéndolas en : 

- Colágenas Intersticiales: en las cuales encon­

tramos colágenas fo~ 

madas por subunida -

des alfa iguales y -

otras constituidas -

por dos cadenas alfa 

distintas. 
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- Colágenas de t~mbrana Basal. 

- Colágenas Cuticulares. 

Otras clasificaciones propuestas para estas colá 

genas se basan en la morfología y función que desarro 

llan las fibras de colágena (37) , teniendo colágenas de 

la matriz intercelular, colágenas de revestimiento y co­

lágenas esqueléticas (esponjina de algunos Porifers). 

A pesar de la variabilidad de criterios, es con­

clusión general resaltar la persistencia de las coláge -

nas intersticiales en todos los grupos de metazoarios, -

como consecuencia del papel fundamental que juega la ma­

triz intercelular en todos los fenómenos de coordinación 

celular; la presencia de colágenas especializadas, tanto 

en vertebrados como en Invertebrados, es probablemente -

un reflejo de requerimientos tisulares específicos. 

No es sino a nivel de secuencia primaria donde -

se encuentran diferencias significativas en todos los ti 

pos de colágena, por lo tanto, es fundamental conocer la 

estructura primaria de las distintas especies de coláge­

na, comparar sus secuencias y, de esta manera, tener un 

punto de partida en la construcción de árboles filogené­

ticos. Probablemente se encontrará que durante la evol~ 

ci6n de las colágenas intersticiales, fueron necesarios 

pequeños cambios conservativos para adaptar esta proteí­

na fibrilar a una misma función en diferentes grupos ani 

males. 
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