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INTRODUCCTION

Todos los animales multicelulares contienen colé-
gena; el componente protéico maAs abundante del tejido -
conectivo. En los mamiferos constituye el 30% del total
de las protefnas del cuerpo.

Las moléculas de colégena, 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 tend6n y contribuyen -
al soporte estructural de vasos sangufneos, glomérulos-

renales y membranas basales en general. (1) .

Actualmente se habla de la coldgena como una fami
lia de moléculas especializadas, cada una como un pro -
ducto de genes distintos y que han evolucionado hacia -
funciones estructurales particulares fuera de la célula.

La propiedad principal de todas las moléculas de
colégena, es su estructura de triple hélice, dando una
conformacibn protéica Gnica a manera de rodillo, forma-
da por tres subunidades polipeptidicas o cadenas alfa,-
compuestas de aproximadamente 1050 residuos de aminodci
dos y con un peso molecular aproximado de 100 000. (2)
Cada cadena alfa estd 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 difmetro y 280 nm. de ldhgitud.
(1.
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La molécula de colégena es una triple hélice formada por
el enrrollamiento de tres cadenas alfa. Cada cadena alfa
estd enrrollada en hélice hacia la izquierda, con tres re
sidws por vuelta y las tres cadenas juntas se enrrollan
a la derecha formando una molécula de 1.4 nm de didmetro
y 300 nm de longitud. (%gGn Trelstad, 1982)



Cada tipo diferente de col&gena es una combina -
cién Gnica de tres cadenas alfa y cada una de las dife
rentes cadenas es el producto de un solo gen, con una
secuencia de aminodcidos Gnica; sin embargo encontra -
mos caracteristicas comunes a todas ellas como: la pre
sencia de glicina en cada tercer residuo, determinando
una repeticién de tripéptido Gly - X - Y, como requeri
miento absoluto para la formacibn de la triple hélice;
y en donde X e Y son cualquier otro amino&cido. (3).

En ambos extremos de la molécula se encuentran -
las secuencias terminales o telopéptidos, que no estén
en triple hélice y carecen de glicina en cada tercer -
residuo; estos telopéptidos son sitios primarios de =~
unién entre las moléculas. (2) ’

Otra caracteristica comfGn a todas las moléculas

de coldgena es el alto contenido de imino&cidos (150 a
250 residuos/1000 aminodcidos) que determina la estruc
tura secundaria helicoidal de las cadenas alfa. Es =~
frecuente encontrar que la posicibn X estl ocupada por
un residuo de prolina y la posicibn Y por un residuo -
de 4-hidroxiprolina (la presencia de la 3-hidroxiproli
na es menos frecuente), de hecho el tripéptido Gly - -
pro — hy — pro forma aproximadamente el 10% de la mo-
lécula. (1)

Estos imino&cidos juegan el papel estabilizador
de la triple hélice y en el caso particular de la 4-hi
droxiprolina se ha propuesto que puede formar puentes
de hidr8geno intercatenarios. Ademds es importante =
mencionar que la hidroxiprolina es un aminodcido casi



exclusivo de la coldgena 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 proporcib6bn de prolina -
que se encuentra hidroxilada en las col&genas intersti
ciales, guarda una relacitn directa con la temperatura
de desnaturalizaci6tn de la molécula de colfigena y con
la temperatura del medio ambiente donde se encuentra -~
(4). Por ejemplo la colégena tipo I de los mamiferos,
que presenta una temperatura de desnaturalizacidn de -
alrededor de 37°C cuando se encuentra en solucib6n tie-

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

De manera similar, en todas las cadenas alfa, va
rios residuos de lisina son hidroxilados; posteriormen
te algunos de ellos son glicosilados con galactosa y/o
glucosilgalactosa. Tanto la lisina como la hidroxili-
sina, son responsables de la formacibn de enlaces cova

lentes entre las moléculas.

Ademas de los aminoicidos ya mencionados, que -
tienen un papel importante en la determinacién de la -
estructura y funcién de las mol&culas de colégena, la
distribucibn de los aminodcidos cargados parece ser -
responsable de la forma en la que las moléculas de - -

coldgena se autoensamblan para formar fibras.

Las fibras de colédgena se forman por la asocia
cién de moléculas en un arreglo escalonado en el que -
cada una se encuentra desplazada 1/4.4 de su longitud



(perfodo D) con respecto a sus vecinas; este arreglo es
responsable de la periodicidad de 68 nm que se observa-

en el microscopio electrbnico. (Fig. 2).

El modelo mis aceptado sobre la fibrilogfnesis -
propone una asociaci6n de cinco moléculas de coldgena -
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 bisinté
ticos de las mcocléculas de coligena son principalmente -
los fibroblastos, cé€lulas epiteliales, odontoblastos, -
osteoblastos y condroblasteos, las cuales sintetizan pri
mero un precursor conocido como procolégena (2). Las -
moléculas de prococligena presentan un segmento central-
arreglado en triple hélice (conformacibn caracteristica)
y en ambos extremos extensiones globulares bien carac -
-terizadas, que juegan un papel importante en la asocia -
cién trihelicoidal de la molécula de coldgena; una vez
gque la molécula es completada y transportada al espacio
extracelular, estas extensiones son removidas enzimdti-

camente, permitiendo asf la formacién de las fibras.

Tanto el descubrimiento de las moléculas de pro-
colagena, como el descubrimiento de las distintas for =~
mas de coldgena en diferentes tejidos de una misma espe
cie, han ampliado los conocimientos sobre los eventos -
que conducen a las sintesis de las molé&culas de colége-
na, Hasta ahora han sido bien definidos cinco tipos di
ferentes de colégena (I - V), los cuales representan se
cuencias Gnicas de aminodcidos, codificadas por diferen

tes genes. (5).
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Fig. 2. Diagrama que esquematiza el arreglo escalonado de las moléculas de
coldgena que da como resultado la apariencia estriada de la fibra.
El extremo de cada molécula esta desfasado una distancia de 0,1,2,3,
6 4 D, del extremo de lag moléculas vecinas. ( Sgtn Trelstad, 1982)
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El gen mas estudiado es el que codifica para la
cadena alfa 2 de la coligena tipo I; se sabe que es -~
largo, 38 K.b., y estd dividido en por lo menos 52 -
exones; la mayorfa de estos exones est&n formados de -
54 pb. o miltiplos de este nGmero.

El hecho de encontrar tamafios iguales o mGlti -
plos en la mayoria de los exones puede tener importan-
tes implicaciones evolutivas, ya que esto sugiere que
el gen ancestral de col&gena fué formado por duplica -
ciones mGltiples de unidades genéticas individuales -

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

Después de que el gen ha sido transcrito, se -
forma el ARN mensajero, que es trasladado al retfculo
endopl&smico rugoso donde es traducido, siendo una ca-
dena proalfa el producto de traducci6bn final. Estas -
subunidades sintetizadas son mayores a las encontradas
en las fibras, ya que las prolongaciones gue se encuen
tran a ambos extremos son mds grandes. La extensi6n -
amino terminal tiene un peso molecular de 15 000 y 1la
extensi6n carboxilo terminal un peso molecular de 30 a
35 000 (1), ademis 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 formacién de fibras antes de que las mol&culas de -
procoligena 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 proba
blemente sirven como sefal para regular la secrecién -



de coldgena 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 =
ciones que después ocupardn la hidroxilisina y la hidro
xiprolina respectivamente. Las reacciones de hidroxila
cibn en ambos casos requieren de oxigeno, Fe++, alfa-ce
toglutarato, &cido ascb6brbico y las enzimas correspon -
dientes: prolil-hidroxilasa y lisilhidroxilasa. (fig.4).
Estas modificaciones no ocurren al azar, sino en posi -

ciones constantes para cada tipo de colégena.

Otra de las modificaciones postraduccionales es
la glicosilacibn de residuos de hidroxilisina, en donde
la adicidn de azlGcares es catalizada por dos enzimas, =~
la galactosiltransferasa y la glucosiltransferasa; la -
primera une galactosa a los residuos de hidroxilisina y
la segunda anade glucosa a la galactosilhidroxilisina.
(Fig:. 4). Ambas enzimas son glicoprotefnas que requie-
ren la presencia de grupos sulfhidrilo y cationes diva-
lentes como el Mn++. En este caso el contenido de mono

y disacéridos varfa de tejido a tejido.

Una vez que se llevan a cabo estas modificacio =
nes la formacifn de la triple hélice parece ser espont§
nea: tres cadenas proalfa se unen formando la mol&cula
de procoldgena, hay formacién de puentes disulfuro tan-
to intra como intercatenarios, s6lo a nivel de los pro-
peptidos;ya que se formaron &stos, la molécula adquiere
su conformaciébn triple helicoidal. Del retfculo endo -
plésmico pasa al aparato de Golgi, donde son secretadas,



a través de granulos de secrecibn, 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 terminal por me -
dio de peptidasas especfficas, convirtiendo finalmente
a las moléculas de procoligena en moléculas de collgena

‘en el espacio extracelular.

La alta resistencia a la tensibn de las fibkras -
de coldgena es desarrollada por la formacibén de uniones
covalentes entre las mol&culas (3), en donde las micro-
fibrillas recientemente formadas deben ser reconocidas
por lisil oxidasa, que convierte ciertos residuos de 1li
sina e hidroxilisina en aldehidos por dsanimacifén 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 -
ci6n aldélica por la formacifén de bases de Schiff entre
el grupo aldehido y el grupo amino de residuos de lisi-
na o hidroxilisina de cadenas vecinas.

Experimentos in vitro han demostrado que la colé
gena solubre, extrafda con &cido acético o amortiguador
de citratos, es capaz de reagregarse en fibras con el -
patrbén de estriacibn tipico 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).
(Fig. 5).

A pH neutro y en presencia de moléculas cargadas
negativamente (polianiones), como las glicoprotefnas al
fa—-1 derivadas del suero sangufneo o glicosaminglicanos,
se forman los FLS, qgue son estructuras con un patrén de
bandas centrosimétrico, que se repite cada 280 nmy en
donde las moléculas 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 col&gena en dcido acético diluido; tie-
nen un tamafio 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
direccibn. (8}.

Los cristalitos SLS representan una imagen de la
molécula de colfgena, cuando se tifien positivamente, .en
el microscopio electrbnico se encuentra que el patrén -
de bandas asimétrico estd formado por 58 bandas (9), -
gque reflejan la distribucién de los residuos de amino ‘-
dcidos cargados. La tincifn negativa facilita la medi -
cibn de sus longitudes, ya que sus extremos se observan
mis claramente y corresponden a los extremos amino y -
carboxilo terminales de las molé€&culas. Esta correla -
cibn que existe entre el patr6n de bandas de los SLS ¥y

la distribucibn de cargas a lo largo de la molécula, ha

- 11 -
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permitido comparar las colédgenas de diferentes especies
o diferentes tipos de colégena entre sf (7-8).

En los tejidos de animales superiores han sido -
bien definidos cinco tipos diferentes de coligena y por
lo menos nueve cadenas alfa, identificadas como produc-
tos de genes distintos (5). (Fig. 6).

Con base en su funci6n y localizacifn fuera de -
la célula, los distintos tipos de col&gena pueden agru-

parse en dos grandes clases:

Col&genas intersticiales y fibrilares, son las -
mis comunes y abundantes del tejido conectivo, represen

tadas por los tipos I, II y III.

Col&genas 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 filtimas

6 han sido bien caracterizadas.

De las col&dgenas intersticiales la mds conoccida
; constituyc ¢l 20% de la coldgena del cuer

£o vy s¢ lccaliza principalmente en piel, tendén, hueso,
cbrnea y varios tejidos méds. Esta compuesta de tres ca
denas, dos idénticas llamadas alfa 1 (I) y una diferen-

te denominada alfa 2 (I): [(,{_1)2 A 2]

En el cartflago hialino se encuentra exclusiva -
mente colégena tipo II, molécula formada por tres cade-
nas alfal(II) idénticas, con una composicifn de amino -

- 13 -
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lar de los diferentes tipos de coldgena des

critos en los vertebrados. (Segfin Trelstad,
1982).

-14 -



dcidos diferente a las alfa 1 (I); por lo tanto, pro =
ducto de un gen diferente. La coligena tipo III, forma .
da también por tres cadenas idénticas, denominadas alfa

1 (II1), se encuentra de manera predominante en los va-
sos sangulineos y en la piel del feto, mientras que en -
la piel adulta constituye s6lc el 10% (1). Asociada a
coldgena tipo I estd presente en pulmbén, mGsculo cardia
co, Gtero, hfgado, placenta, cordb6bn umbilical, bazo, -
rifidn, tejido gingivial y esclerbtica.

Ademis de estos tipos genéticamente diferentes -
existe otra forma molecular de coldgena, el trimero -
(°<(:))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 pequefas can .
tidades, de la piel, hueso embrionario y tendones.

La coldgena tipo IV o de membrana basal, forma -
parte de la segunda clase de col&genas, no fibrilares,
formada por tres cadenas alfa iguales:E*‘(IElﬂ ¢ pre -
sentando secuencias colagénicas y no colagénicas de ta-
mafio variable; es particularmente abundamente en glomé-
rulos renales, cipsulas 6pticas y en general en mebra -

nas basales de epitelios y endotelios especializados.

La colédgena tipo V parece ser mds 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 o{;, (V), a(l, (V) vy a(’ v).

- 15 =



Los patrones de cambio de la matriz del tejido =
conectivo durante el crecimiento, desarrollo y repara =~
¢ibn requieren de un balance entre la sintesis y degra-
daci6bn de los diferentes tipos de coldgena (l). La de-
gradacibn se lleva a cabo por enzimas llamadas colagena
sas y se encuentran en tejidos donde hay coldgena pre -

sente,

La mayorfa 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 especificos la molécula de coldgena en
estado nativo, bajo condiciones fisiolbgicas de pH y -~
fuerza ifnica; los fragmentos resultantes se desnatura-
lizan a la temperatura del cuerpo y son susceptibles a

otras proteinasas.

A pesar de la heterogeneidad gen&tica de esta -
protefna, existe un alto grado de homologia en las dis-
tintas cadenas polipeptidicas que forman la molécula de
coldgena, la que hace que todas la coldgenas y, en espe
‘cial las intersticiales, sean similares entre sf. Estas
similitudes se han hecho evidentes, incluso en las cola
genas de Invertekrados hasta abhora estndiados; en &stag
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 mds estudiados son:
las esponjas, celenterados, platelmintos, moluscos, ané
lidos y artrSpodos principalmente. Se ha descrito un -
gran nGmero de protefnas del tipo collgena en diversas

- 16 -~



especies, sin embargo s6lo en muy pocas-se ha hecho una
caracterizacién detallada de sus coladgenas; un ejemplo-

son las coldgenas cuticulares de nemdtodos y anélidos.

La col&gena cuticular de los nemdtodos es muy di
ferente a la de los vertebrados. Se han reportados pe -
sos moleculares de la coligena cuticular de Ascaris Lum
bricoide de 62 000 (11) o 52 000 (12) dal. y en contras
te con otras coldgenas no cambia después de ser desnatu
ralizada, indicando que la triple hé&lice 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
aminodcidos. Otra caracterfstica es la presencia de -
cisteina, la que parece contribuir a la formagién de -

agregados moleculares,

La coldgena cuticular de los anélidos es muy di-
ferente a la de los nem&todos. La de la lombriz de tie-
rra (12) tiene un peso molecular de 1.9 millones dal.;
esti 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 aminodcidos y la propor -
cidn de residuos de prolina hidroxilada es del 90%.

Caracteristicas similares presentan las colige -

nas cuticulares de los poliquetos marinos Nereis virens

v Nereis japonica (13), sus pesos moleculares son de =

1.4y 1.7 millones dal., respectivamente. Formada por
dos subunidades distintas A y B en una proporcibn molar
de 1:2, cada cadena polipetidica tiene un peso molecular
de 470 000, la proporcibn de residuos de prolina hidro-
xilados es del 89% y del 74%, respectivamente, y tiene
354 residuos de glicina por 1000 residuos de amino&cidos.
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Ademis carecen de hidroxilisina, encontrando carbohidra

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

Las colégenas aisladas de otras especies de in -
vertebrados presentan caracteristicas mas parecidas a -
las coldgenas intersticiales de vertebrados; tal es el-
caso en las anémonas de mar Actinia equina y Metridium-

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

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

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

Las colédgenas de todas estas especies presentan
caracteristicas comunes, como son: Pesc molecular de -
280 a 300 000, presencia de fibras con una periodicidad
de 57 a 65 nm., presencia de un solo tipo de cadena al-
fa; su composicibn de aminodcidos es muy parecida a la
de collgenas intersticiales de vertebrados y hacen cris
talitos SLS con un tamano de 280 nm y con el mismo nGme
ro y patrdn de bandas al que se observa en la colégena
tipo I de vertebrados, indicando una distribucién simi-

lar de sus residuos de aminodcidos cargados.

Por otro lado se ha reportado la presencia de co
ldgenas formadas por subunidades distintas, parecidas a
las colégenas tipo I: , en pulpo, calamar, lan
gosta, cangrejo (19-20) y en el platelminto Cysticercus
cellulosas (22-23).

En el caso de la col&gena 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-
ralizacién de 36°C. Ademls un patrdn de bandas en sus

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

mantinene iqual en las especies adultas: Taenia solium

y Taenia saginata (datos no publicados).

Estudios de microscopia electrbnica y andlisis de
aminoficidos han demostrado la presencia de colégena en
esponjas (24), animales multicelulares mas primitivos.
Estas fibras de colagena se encuentran formando la es -
pongina gue forma el esqueleto orgénico de estos orga -

nismos.

En varias especies mis de invertebrados se ha en-
contrado hidroxiprolina, que como se mencion6 anterior-
mente, se considera un aminocacido exclusivo de la colé-
gena; sin embargo su caracterizacién no ha podido lle -

varse a cabo.

La existencia de diferentes tipos de colfgena en
una misma especie fue reportada por primera vez en nemi
todos y anélidos (12). Estudios més detallados demostra
ron que Ascaris lumbricoides presenta tres tipos dife -

rentes de coléigena:

Colagena cuticular (11), colégena de la capa mus-
cular (25) y colagena de membrana basal en intestino =
(26). Estas dos Gltimas se parecen mas a las de verte-
brados que a la cuticular, incluso la coldgena de la ca
pa muscular puede agruparse dentro de las coldgenas in-

tersticiales. (27).

En el caso de los anflidos se han reportado por lo
menos dos tipos diferentes de coldgena: la cuticular -
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ampliamente estudiada, tanto en poliqueéos marinos como
en oligoguetos (lombriz de tierra) y otra extraida del
cuerpo de la lombriz de tierra, libre de cuticula, cuya
composicibn de aminodcidos muestra diferencias signifi-
cativas si se compara con la de la cuticula (12), pero
hasta la fecha no se conoce.la estructura de esta coléd-

gena.

Dado que las colflgenas cuticulares cumplen una -
funcibn diferente a las del tejido conjuntivo, hemos -
propuesto que en los anélidos y en los nemdtodos debe =
haber un tipo de coldgena, ademds de la cuticular, que
cumpla la funcidn de las colégenas intersticiales y que
estructuralmente esté més cercanamente relacionada con
éstas, que con su propia colédgena 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 col&gena
funcional y estructuralmente relacionada con las colége
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, pertene
ciente al phylum de los anélidos y cercanamente relacio

nado a Nereis cuya colégena cuticular es bien conocida,
y establecer asf posibles relaciones evolutivas compa -
rando los tipos de col&gena presentes en estos organis-
mos, con las collgenas tanto de vertebrados como de - -
otros invertebrados. Para cumplir dicho objetivo deci-
dimos aislar, purificar y caracterizar la colédgena de -
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la capa muscular, tejido en el gue esperamos encontrar -

coldgena tipo intersticial,

El estudio de la bioquimica comparativa de las co
ldgenas de los invertebrados es interesante, porgue nos
permite amplir ampliar el espectro de las relaciones en-
tre la estructura y la funcidén de la molécula, ya que en
estos organismos diferentes mol&culas de col&gena cumplen
funciones que no encontramos en los vertebrados. Ademas,
este tipo de estudios nos permitir& entender la evolu -~

cibn y filogenia de la coldgena en los metazoarios.
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MATERIALES 4 METODOS"

Ejemplares de Hermodice sp. fueron colectados en la

zona litoral de Isla Sacrificios, en Veracruz y congelados
a -30°C hasta su uso. . Identificados en laboratorio de in

vertebrados de la Facultad de Ciencias.
1) EXTRACCION:

Después de descongelar los gusancs, se llevé a cabo
una diseccidn separando a la capa muscular de la cuticula
y de los 6rganos internos. El mfisculo se lavd varias ve-
ces con agua destilada fria y se centrifugé a 35 800 g. -
durante 30 min. El precipitado se pusoc a extraer en una =~
solucidén de &cido acético 0.5 M con inhibidores de protei
nasas a las siguientes concentraciones: EDTA 0.025 M, ~ -
NEM 0.01 M y PMSF 0.001 M, agitando continuamente durante
48 horas a 4°C.

La suspensidn resultante se centrifugb a 184 000 q.
30 min. y el precipitado fue resuspendido en &cido acé&tico
0.5 M, se le agregd pepsina a una concentracifn de 0.2 -~
mg/ml, se dejd agitando toda la noche a 4°C y fue centrifu-
gado a 184 000 g. 30 min. El sobrenadante se quardb y el
precipitado se redisolvib en 4cido acético 0.5 M, agregan
do pepsina a una concentracifn mayor (0.5 mg/ml) y se repi
ti6 el procedimiento anterior.

Los sobrenadante de los extractos con pepsina se -
juntaron y fueron dializados a 4°Ccontra una solucibén de
NagHPO4 0.01 M a pH 9, despué&s de lo cual se centrifugaron
durante 60 min.para obtener la coligena precipitada la -
cual se redisolvi® en &Acido acBtico 0.5 M y se procedib a
su purificacidn |
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2) PURIFICACION

La purificacién de esta colédgena consistid prin
cipalmente en precipitaciones secuenciales con NajHPO4
y NaCk. (Fig. 7).

Las muestras en soluci6n de dcido acético 0.5 M
se centrifugaron a 45 000 rpm 30 min.; a los sobrenadan
tes colectados se les agregd una solucibtn de NaCl 4.0 M
hasta obtener una concentracibén de la sal de 2.0 M, La
colédgena precipitada se centrifug6é a 1500 g. durante 90
min. y en precipitado se redisolvié en dcido acftico -
0.5 M; el material insoluble se eliminé por centrifuga-
ci6bn 30 min. a 45 000 rpm y la solucibn resultante fue
dializada contra varios cambios de NapHPO, 0.01 M a 4°C
durante dos dfas. El precipitado colectado por centri- .

fugacidn se redisolvifé en &cido acético.0.5 M.

~Finalmente se hizo una precipitacién diferen -
cial con NaCl. Se dializd primero el extracto contra -
un amortiguador de fosfatos pH 7.6 y fuerza i6nica 0.4;
como en estas condiciones la coldgena precipité, se cen
“trifugb a 15000 g. 60 minutos y el precipitado se redi

solvib en Acido acético 0.5 M.

La col&gena 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 &cido acéti-
co 0.5 M.

Se hizo una segqunda purificacién siguiendo préc

ticamente el mismo método, con las modificaciones si -

guientes (Fig. 8):
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La precipitacién diferencial con Nacl se llevé a
cabo anadiendo una solucibn de NaCl 4.00 M hasta obte -~
ner concentraciones de la sal de 0.6 M, 0.75 My 1.2 M,
Los precipitados obtenidos se centrifugaron a 1500 g 30
minutos v se redisolvieron en &dcido acético 0.05 M. A -
los sobrenadantes se les agregb (NH4) ,804 saturado has
ta formar un precipitado, que se colect6 por centrifuga

cibn vy se redisolvi® en &dcido acético 0.5 M.

3) DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA:

Para medir el contenido de hidroxiprelina, tanto
en el tejido como en las soluciones problema, se utili-
zaron los métodos de Voessner (28) y Rojkind y Gonzdlez
(29). Ambos métodos involucran la oxidacién de hidroxi
prolina libre con cloramina T. Se forma un complejo co
lorido agregando p-dimetil~amino-benzaldehido y 'se mide

la absorcién en el espectrofotSmetxo a 557 nm.

Aungue el método de Woessnexr es mis sensible, no
puede ser utilizado con extractos crudos, ya que varias
substancias interfieren en el desarrollo de la reaccifn,
por lo que en estos casos se utilizé el método de -~ -
Rojkind y Gonzédlez en el que el pirrol formado por la -
oxidaci6bn de la hidroxiprolina se separa de otras subs-

tancias mediante una extracci®n con tolueno.

Las muestras se hidrolizaron en HCl1l 6.0 Na 110°C

durante 20 a 24 horas.
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EXTRACCION CON PEPSINA

PRECIPITACION CON NaCl 2.0 M

PRECIPITACION CON Na,HPO,4 0.01 M

PRECIPITACION CON NaCl 1.0 M

| 1

SOBRENADANTE PRECIPITADO
NaCl 1.5 M Fraccién A
I
SOBRENADANTE PRECIPITADO
NaCl 2,0 M Fraccibn B
| |
SOBRENADANTE PRECIPITADO

Fraccibn 'C

Fig. 7 Primer método de purificacién de la colégena de
Hermodice sp.



EXTRACTO CON PEPSINA

PRECIPITACION CON NaCl 2.0 M

PRECIPITACION CON NajHPO, 0.0L M

PRECIPITACION;CON NaCl 0. 6 M

|
SOBRENADANTE PRECIPITADO

NaCl 0.75 M (NHy) ,50, 15% sat.
| I I |
SOBRENADANTE PRECIPITADO  SOBRENADANTE PRECIPITADO

(NH4)ZSO42O% sat

|
SOBRENADANTE PRECIJITADO
Fraccibn Y

Fig. 8 Seqgundo método de purificaci6n de la coldgena.
de Hermodice sp.
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4) ELECTROFORESIS :

Con el objeto de conocer el grado de pureza, com
posicién de subunidades y el peso molecular de la cold-
gena de Hermodice se usaron tres métodos de electrofore
sis en geles de poliacrilamida: el sistema Laemmly (30),
que es con SDS y acrilamida al 7%, el método de Hayashi
y Nagai (31), con acrilamida al 5%, SDS y urea, este Gl
timo disenado para favorecer la separacidn de las cade-
nas alfa y el método de Sakai y Gross (32), a pH 5.5.,
con acrilamida al 10% y sin SDS.

5) DIGESTION CON TRIPSINA Y COLAGENASA BACTERIANA:

Se prepararon soluciones de colfgena de Hermodice
y de coligena purificada de piel de cobayoen T¥is-HCI 0.05 M
con NaCl 0.15 y Ca CL, 5mM a pH 7.2 (amortiguador de -~
colagenasa).

La tripsina y colagenasa (750,yg/ml) se disolvie
ron en amortiguador de colagenasa y se anadieron 541 de
una u otra enzima a 100 /Vl de las muestras y se incuba
ron a 25°C durante 0, 1, 2, 4, 8 y 20 horas. Se afadie

1

ron 5 jfl de inhibidor para detener la reaccién: PMSF

(1 mM). para tripsina y EDTA (20 mM) para colagenasa.

i

Después de la incubacidn se corrieron las muestras en

|

electroforesis con SDS,

6) CRISTALITOS SLS:
Se hicieron soluciones de colagéna purificada de

Hermodice y de colédgena de piel de cobayo en acido acé-
tico 0.5 M y fueron dializadas en el cuarto frfodurante
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toda la noche contra una solucifn de ATP al 0.4% en &ci
do acético 0.05 M, Después de diluir ligeramente la sus
pensibn resultante, los cristalitos fueron depositados
en rejillas de cobre, cubiertas con una pelficula de - -
Formvar y estabilizadas con carbén.

La tincibn positiva de los cristalitos se llevé-
a cabo con acetato de uranilo 0.01% y adcido fosfotfings-
tico 0.1% de acuerdo al método de Bruns y Gross (9). La
tincifn negativa se llevd a cabo con un fosfotungstato
de Sodio al 2% (pH7) durante 4 min.

Las rejillas se examinaron en un microscopio -~
electrdnico Carl Zeiss EM 10 y se fotografiaron a un au
mento de 50 000 X. Para calcular la amplificacidén real
se utilizd una réplica en carb6n de una rejilla de @i -~
fraccibén que tiene 54 800 lfneas por pulgada (E. Full -
man Inc.).
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RESULTADOS

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA COLAGENA DE HERMODICE

La extraccibn de la coldgena de la capa muscular
de Hermodice se llev6 a cabo en dos pasos: primero una
incubacitn del m@isculo con acético 0.5 M e inhibidores-
de proteinasas, seguido de una digestibén limitada con -
pepsina en la cual se disolvi6 la mayor parte de la co-
lidgena; después de dializar esta solucifén contra Na, -
HPO, 0.01 M aparecib un precipitado que se redisolvif6 -
fécilmente en acético 0.5 M formando una solucibn muy -

viscosa.

El contenido de hidroxiprolina del mGsculo de -
Hermodice fue de 13.05 mg/g de tejido; de ésta el 22% -
se recuperd en forma soluble después de la digestibn -

con pepsina, mientras que la incubacibn con acético e
inhibidores proteolfiticos s6lo produjo una cantidad mi-
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 extraccifn no se observdé nin
guna banda que migrara como la coldgena tipo I de piel-
de cobayo, mientras que este patrén se hizo evidente en
el extracto con pepsina. A partir de estos resultados -
seé trabajb (nicamente con las muestras extrafdas con -
pepsina.

En esa electroforesis se observa ademés que no -

hay diferencias al correr las muestras en presencia del
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Fig. 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SIS

de coldgena tipo I de piel de oobayo (A), extracto
de msculo de Hermodice en acético 0.5 M sin pep~
sina, corrido en ausencia de @-mercaptoetanol (B)

y en presencia dep-mercaptoetanol (C). Extracto de
misculo de Hermodice oon acético 0.5 M y pepsina,
corrido en ausencia (D) y presencia (E) de@-mercap
toetanol.
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reductor 2-mercaptoetanol, eliminando asi la posibilidad
de que la colagena de Hermodice presente enlaces disulfu

ro entre las moléculas.

Al aplicar el primer método de purificacifn (ver -
Materiales y MEtodos) al extracto de col&gena solubili -

zada con pepsina se obtuvieron tres fracciones:

- Fraccibdn A: que precipit® con NaCl 1.0 My que
contenia 0.11 mg Hpro/ml.(VTle ml)

- Fraccién B: precipitada con NaCl 1.5 M y con -
un contenido de hidroxiprolina de
0.062 mg/ml. (Vp= 10 ml)

- Fraccién C: gue precipit6é con NaCl 2.0 y que -~
contenia 0.08 mg Hpro/ml. (Vp=5ml)

Al correr las muestras anteriores en electrofore =~
sis en SDS (Fig. 10) no se observaron diferencias aparen
tes entre las tres fracciones, ambas mostraron una sola
banda que migra entre o{ 1(I) y é42(I), asf como dos ban-
das a la altura de los dIimeros beta de coldgena tipo I.
Los experimentos posteriores se llevaron a cabo con la -
fraccidén A (Pp. con NaCl 1.0M) por ser la mds abundante.

El segundo método de purificacién di6é finalmente -
los siguientes resultados: una fraccién que precipité -
con Nacl 0.06 M (fraccibn X} y otra precipitada con NaCl
0.75 M. (fraccibén Y). La electroforesis resultante de es
tas fracciones mostrd bandas contaminantes por lo que se
hizo una precipitacién con una solucidén de Sulfato de -~
Amonio al 15% de saturacibn, en el caso de la fraccién X
y al 20% de saturacidn en la fraccibn Y.
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4 /=B
Fig. 10. Electroforesis en gel de
‘e poliacrilamida con SDS de

T T las fracciones cbtenidas
en la primera purificacisn:
Fracci®n precipifada con
NaCl 1 M (A). Fraccibn pre
cipitada con NaCl 1.5 M (B)
Fracci6n precipitada oon
NaCl 2 M (C) y Colégena
tipo I de piel de cobayo (D)

Fig. 11. Electroforesis en gel
de poliacrilamida con
S0S de las fracciones o — et -
obtenidas en la sequn '
da purificacifn: Frac
ci6n precipitada con
NaCl 0.6 M (B). Frac
cién precipitada con
NaCl 0.75 M (C).y Co-
ligena tipo I de piel s e
de cobayo (A). '
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n la Fig. 11 se muestra la electrbforesis en SDS
de estas fracciones, en donde se observa que ambas pre-
sentan un patrén semejante: una sola banda que migra a
la altura de los dimeros beta de la coldgena tipo I de
piel de cobayo y una scla banda entre las cadenas alfa-
1 (1) y alfa 2 (I). La movilidad electroforética de las
subunidades en ambas fracciones es la misma (tabla 1).
La fraccitn X (NaCl 0.6 M) presenta ademds un contami -

nante que migra entre las subunidades o y los dImerosfs

PESO MOLECULAR Y COMPOSICION DE SUBUNIDADES :

Las electroforesis en SDS de la coldgena solubill
zada de Hermodice revelaron la presencia de un solo com
ponente en la regifn revelaron la presencia de un solo
componente en la regién de las cadenas alfa que migra -
entre las cadenas alfa 1 y alfa 2 de la colégena tipo I
de vertebrados (figs. 10-1l). Las muestras resultantes
del primer método de purificacién presentaron, ademis -~
de este componente, dos bandas muy tenues con un peso -
molecular aparente de 200 000; sin embargo, al correr -
las muestras obtenidas en la sequnda purificacibn, apa-
rece una sola banda a la altura de los dimeros beta de

la coligena de piel de cobayo.

Usando otros dos sistemas de electroforesis en ge

les de poliacrilamida: Hayashi y Nagai, en presencia de
urea (30) y el de Sakai y CGross, sin SDS (31), se obtu-
vieron resultados semejantes (datos no presentados).
El patrbn electroforético de la colfgena de Hermodice -
mostr6 la presencia de un solo tipo de subunidad que mi
gra entre alfa 1 (I) y alfa 2 (I), con un peso molecu -
lar de 100 000.



TABLA I

Movilidad electroforética de las subunidades de la

coldgena tipo I y de la coldgena de Hermodice.

SUBUNIDAD MOVILIDAD
ELECTROFORETICA
A, m 0.21
P, D 0.24
Ay (0.6M) 0.22
py (0.75M) 0.22
oy (D) 0.42
oy (D 0.46
o x (0.6M) 0.4
oy (0.75M) 0.44
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SUSCEPTIBILIDAD A ENZIMAS PROTEOLITICAS:

Cuando se prepararon las soluciones de col&gena de
Hermodice y de piel de cobayo en el amortiguador de cold
genasa a pH 7.2, la colfgena de Hermodice se precipité,
probablemente formando fibras, por lo que la incubacién
se llevdé a cabo en dichas condiciones y no con la coldge
na en forma soluble como en el casc de la de cobayo.

La susceptibilidad de la colfgena de Hermodice a ‘'~ -
tripsina y colagenasa se determiné por electroforesis en
gel de poliacrilamidasas (Fig. 12). La coldgena de Hermo
dice, al igual que la col&gena de piel de cobayo, fue re
sistente al efecto de la tripsina, sobre todo en tiempos
de incubacién cortos. La digesti6n con colagenasa bacte-
riana, en el caso de la coldgena de Hermodice, requirié-
de tiempos de incubacibn mds largos, encontrandoc que a -
las 20 horas de incubacif6n las bandas desaparecieron com
pletamente.

Se observ6 ademfs que la banda que migra entre las
cadenas alfa y beta fue resistente a estas enzimas, atin-

después de incubar por 20 horas.
CRISTALITOS SLS :

Se hicieron cristalitos SLS dializando colfgena -~
soluble de Hermodice, contra ATP. La fraccidn que preci-
pitd con NaCl 1.0 M (fraccién A), con el primer m€todo -
de purificacibn, produjo cristalitos que al tefirlos po-
sitivamente, presentaron un patrén de bandas diferentes

a cualquiera de los reportados; ademds de los cristali -
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Fig. 12. Electroforesis en gel de
poliacrilamira con SDS de
coldgena tipoI incubada
durante 0, 1, 2y 4 hrs.
en presencia de tripsina (A)
0 colagenasa bacteriana (C)
Colégena de lermodice sp. in
cubada a los mismos tiempos
en presencia de tripsina (B)
o colagenasa bacteriana (D).
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tos con un patrén de bandas asimétrico, caracteristica -
distintiva de estos agregados, observamos cristalitos -~
que mostraron un bandeo aparentemente centrosimé€trico.
(Fig. 14).

Las muestras resultantes de la segunda purifica -
cién, se obtuvieron cristalitos SLS que han mostrado ser
de dos tipos distintos. La fraccién que precipité con -
NaCcl 0.6 M (fraccibén X), produjo cristalitos cuyo patrén
de bandas es similar al de las coldgenas intersticiales:
tipos I, II, III (7) y al de varias coladgenas de inverte
brados (14), (Fig. 13). Mientras que la fraccidén que -
precipita con NaCl 0.75 M (fraccifn Y) produjo cristali-
tos con un patrdn de bandas igual al de los cristalitos
obtenidos en la primera purificacién: " Cristalitos tipo
H", (Fig. 13).

En la fig. 15 se muestra un cxristalito de colégena
de Hermodice con tincién negativa. La longitud promedio
de estos cristalitos es de 277 nm, similar a la de los -
cristalitos obtenidos de las coldgenas intersticiales de

vertebrados,

Algunos cristalitos obtenidos con la fracci6n A y
la fraccidn Y, tenidos negativamente, presentaron un pa-
trén de bandas mixto y en ciertos casos se hizo aparente
la superposicidn de cristalitos orientados en sentido =

contrario. (datos no mostrados).

Ademds de los cristalitos SLS aislados, las prepa-
raciones de colagena de Hermodice frecuentemente mostra-
ron cristalitos unidos por sus extremos: cabeza-cabeza ©

cola-cola, formando largas fibras de cristalitos.
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Fig. 13, Cristalitos SLS con tincifn positiva.
A.- SIS tipo H de colédgena de Hermodice
(fraccifn precipitada con NaCl 0.75 M)
B.- SLS tipo I de colégena de piel de coba
yo. '
C.- SLS tipoI de colédgena de Hermodice
(fraccién precipitada con NaCl 0.6 M)
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Fig. 14. Cristalitos SLS de coldgena de Hermodice con un bandeo

centrosimétrico. A) SLS tipo H asimétrico. B) 8LS tipo R
bentrosimétrico, C) &S tipo H asimétrico.

Las flechas indican la orientacifn de los SLS asimftri
cos.

Fig. 15. Cristalitos SLS de
ooligena de lkermdice
con tincién negativa.
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DISCUSTION

Los resultados de los estudios bioquimicos realiza
dos en las colidgenas de invertebrados conocidas hasta el
momento han revelado que éstas, presentan una mezc¢la de
diferencias y semejanzas cuando se comparan entre si o -
con respecto a las colfigenas de vertebrados. La mayoria
de estas colagenas, a excepci6én de las coligenas cuticu-
lares de Anélidos y Nematodos, han mantenido constantes
una serie de caracteristicas comunes de la estructura de

la molécula de colégena.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no
se apartan de dicha descripcidn; tal como lo indican el
tamafio de la molécula, el peso molecular de las subunida
des que la componen, la susceptibilidad a colagenasas vy

la capacidad de agregarse en forma de cristalitos SLS.

El éxito en la extraccib6n de la coldgena de lermo-
dice se debib principalmente al uso de pepsina, ya que -
esta enzima permite una mayor solubilizacitn de las mo -
léculas de colagena sin degradarlas, salvo en sus extre-
mos, donde corta a los telopéptidos, sitio en el que - -
usualmente se localizan los enlaces covalentes. Ademas
cabe mencionar que esta coldgena se agrega espontdneamen
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 col&gena, mids f4cilmente

se agrega.

Por lo que respecta a la purificacibn, el patr6n -
electroforético de la coldgena de Hermodice sp, obtenida
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en la primera purificaci6n, muestra dos bandas gque migran
a la altura de los dimeros 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 dimeros beta sugiere que pudiera ha
ber dos tipos de colégenas, mientras que la presencia de
una sola banda a la altura de las cadenas alfa indicaria

un Gnico tipo de colégena.

Por lo anterior, decidi llevar a cabo una nueva pu
rificacidn de la colégena de Hermodice, en la cual varié
las concentraciones empleadas de NaCl en la precipita -
cién diferencial para tratar de separar de esta manera -

los posibles tipos de coldgena presentes.

Al correr las electroforesis de las muestras resul
tantes (Fracciones X e Y)se encontrd que en ambas habfa
una sola banda a la altura de los dimeros beta, con una
migracién igual y una sola banda entre las cadenas alfa
con la misma migracibn aparente; estos datos indicarfan-
la existencia de un mismo tipo de colédgena en las dos -

fracciones.

Sin embargo, los cristalitos SLS obtenidos en una
y otra muestra fueron diferentes. La fraccién X, preci-
pitada con NaCl 0.6 M, hace cristalitos SLS tipo I con -
un patrén de bandas igual al de las col&genas intersti -
ciales de vertebrados, mientras que la fraccibn Y, preci
pitada con NaCl 0.75 M, hace cristalitos tipo M con un -
patr6bn de bandas iqual a los cristalitos obtenidos en la

primera purificacibn.



El hecho de encontrar cristalitos SLS diferentes,
nos indicaria la existencia de tipos de colédgena distin
tos con una composicién de aminodcidos diferentes para
cada uno, ya que sabemos que los cristalitos SLS repre-
sentan una imagen de la molécula de coldgena y su patrdn
de bandas un reflejo de la distribucibn de aminocdcidos

cargados.

Para corroborar esta posibilidad hemos planeado -
llevar a cabo anflisis de amonofcidos de las fracciones
X e Y asi como de cada una de las subunidades alfa ais-~
ladas mediante un sistema electroelucibn en gel de poli
acrilamida; con estos estudios esperamos obtener la su-
ficiente informacién para saber si en el mlsculo de - -
Hermodice existen dos tipos diferentes de coldgena in =

tersticial.

Otra manera de encontrar si esta opcibn es la co-
rrecta, seria utilizar un sistema que se fundamente en-
el hecho de que al agregar formaldehido a la colé&gena,-
los residuos de lisina se unen covalentemente por medio
de un grupo metileno al grupo amino de algln otro amino
dcido vecino, como la asparagina, arginina o glutamina
(33). Si tratamos con formaldehido una solucién de co-
l&dgena lo suficientemente dilufda para que esta reac -
cibn sblo ocurra intramolecularmente, se obtendria una
solucibn constituida Gnicamente por trimeros (34), 1los
cuales en principio podrian ser resueltos mediante una
cromatrografia de intercambio i6nico como una o dos es-

pecies moleculares.
La posibilidad planteada por este trabajo: que -

es el mGsculo de Hermodice coexistan dos tipos diferen~

tes de col&gena intersticial; resultarfa un hallazgo de
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sumo interés ya que, hasta ahora, esta situacidn 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, requiere de la presencia -
de varios tipos distintos de coligena intersticial, cuya
diferente distribucién en el organismo ticne que ver =
con la funcidn y desarrollo de cada tejido u 6rgano en-
particular; si se corrobora la exzxistencia de mas de un
tipo de coligena intersticial en los tejidos de inverte

brados habria que reconsiderar estas suposiciones.

Los datos de peso molecular y composicidn de sub-
unidades para la coligena de Hermodice se obtuvieron -
por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS, tomando como patrfén a la colagena tipo I de -
cobayo, encontrando que esta colégena estd formada por
un solo tipo de subunidades alfa, cada una con un peso-

molecular aproximadamente de 100 000,

Existe una estrecha correlacidn entre el peso mo-
lecular de las subunidades y el tamafc de la molécula -
revelado por el microscopio electrbnico, sugiriendo una
estructura de la colidgena de Hermodice similar a la de
las colagenas intersticiales de vertebrados: una molécu
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 coldgena es la susceptibilidad a colagenasas, en-
zimas que degradan colfgena nativa en solucibn y colége
na en fibras bajo condiciones fisiolbgicas de pH y tem-

peratura.



La colfgena del mGsculo de Hermodice, fue suscep -
tible a la colagenasa bacteriana; sin embargo, para este
ensayo se requirieron tiempos de incubacidm hasta de 20
horas, para que se degradara completamente, ya que a PpH
neutro esta colégena precipita, probablemente formando -
fibras. Se sabe que la velocidad de degradacibn por co-
lagenasa es dependiente del estado de agregaciOn del sus
trato, siendo mayor para el sustrato soluble y menor pa-

ra las formas agregadas.

El hallazgo de encontrar cristalitos SLS con un pa
trdn de bandas centrosimétrico es poco frecuente, ya que
un bandeo centrosimétrico es caracteristico de los FLS,-
patrén que resulta de la agregaci6n de moléculas de cold
gena que no se orientan en la mism direccién. La presen
cia de este tipo de cristalitos SLS podria haberse debi-
do a la exacta superposicidn de cristalitos orientados -
en sentido contrario, superposicibén que se hizo aparente
en algunos cristalitos tenidos negativamente.

Haciendo un anflisis general de los resultados ob-
tenidos en este trabajo, es claro que la colfgena aisla-
da del mfisculo de Hermodice pertenece al grupo de las -
coldgenas intersticiales y que funcional y estructural -
mente estd mds relacionada a las colégenas intersticia -
les de los vertebrados que a su propia coliagena cuticu -
lar; méas afin, la posibilidad de que en un mismo tejido -
puedan coexistir dos tipos de col&gena cumpliendo ambas
una funcidn intersticial, darfa un nuevo enfoque en el -
estudio de las colégenas de Invertebrados y en la evolu-

cibn de esta proteina.
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Hasta ahora la linea evolutiva de la col&gena no
es clara. Diferentes autores han orientado de manera -
distinta los aspectos filogentticos de la molécula de -
coldgena. En los trabajos de Pikkarainen (35), se su -
glere que la colégena estaba compuesta originalmente =

por un solo tipo de cadenas alfa. El gen primordial de
las cadenas alfa pudo haberse duplicado posteriormente,-
quizd a nivel de peces b6seos y mutaciones individuales -
de estos genes dieron lugar a las cadenas alfa 1 y alfa
2.

Sin embargo, se han encontrado coldgenas forma -
das por subunidades alfadistintas, parecidas a las cold
genas tipo I de vertebrados en grupos tan primitivos -
como los platelmintos: Cysticercus c. (22), en varias es

pecies de moluscos como el pulpo y el calamar y algunos-
artrbpodos, como la langosta y el cangrejo. (20).

Kimura y colaboradores (36) han interpretado 1la
presencia de colfgenas tipo I o similares al tipo I de =~
vertebrados en grupos de Protostomados y Deuterotomados
indistintamente, como el resultado de una evolucibn de ~
lineas filogenéticas independientes. Y han propuesto =~
una clasificaciftn de las colagenas de invertebrados ba =
sindose en el peso molecular y composicifbn de subunida -

des, subdividiéndolas en :

- Coligenas Intersticiales: en las cuales encon-
tramos coldgenas for
madas por subunida -
des alfa iguales y -~
otras constituidas -
por dos cadenas alfa
distintas.
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- Colagenas de Membrana Basal.

- Colagenas Cuticulares.

Otras clasificaciones propuestas para estas cola
genas se basan en la morfologfa y funcibén que desarro -
llan las fibras de col&gena (37), teniendo colagenas de
la matriz intercelular, col&genas de revestimiento y co-

l&genas esqueléticas (esponjina de algunos Porifers).

A pesar de la variabilidad de criterios, es con-
clusidn general resaltar la persistencia de las coldge -
nas intersticiales en todos los grupos de metazoarios, -
como consecuencia del papel fundamental que juega la ma-
triz intercelular en todos los fendmenos de coordinacibn
celular; la presencia de coligenas especializadas, tanto
en vertebrados como en Invertebrados, es probablemente -

un reflejo de requerimientos tisulares especificos.

No es sino a nivel de secuéencia primaria donde -
se encuentran diferencias significativas en todos los ti
pos de colagena, por lo tanto, es fundamental conocer la
estructura primaria de las distintas especies de colfige-
na, comparar sus secuencias y, de esta manera, tenér un
punto de partida en la construccibn de &rboles filogené-
ticos. Probablemente se encontrard que durante la evolu
ciébn de las colagenas intersticiales, fueron necesarios
pequenos cambios conservativos para adaptar esta protei-
na fibrilar a una misma funcibn en diferentes grupos ani

males.
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