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l. RESUMEN. 

En este trabajo se efectuó un análisis de la colágena cuticular del sipuncúlido Phascolosoma 
antillarum, a fin de compararla con otras colágenas de invertebrados y en particular con la 
colágena cuticular de los anélidos, grupo cercano filogéticamente. 

A nivel de Microscopía Electrónica se exploró la cutícula y los paquetes musculares de la 
pared corporal de P. antillarum, obteniéndose imágenes de las fibras de colágena sólo del 
músculo. El diámetro promedio de las fibras fué de 14.6 +/- 1.8 nm, y no mostraron 
periodicidad distinguible. 

Los procedimientos de extracción y purificación de colágena cuticular fueron exitosos, pues se 
recuperó en el extracto final el 89% de la hidroxiprolina inicial. El patrón electroforético de 
esta colágena mostró la presencia de un solo componente con un peso molecular de 470,000 
En uno de los diferentes intentos por inducir la formación de cristalitos SLS, se obtuvieron 
fibras reconstituidas sin periodicidad aparente, de aspecto irregular y muy delgadas, el 
diámetro promedio fué de 9.3 +!- 1.9 nm, medidas en tinción negativa. La colágena cuticular 
de P. antillarum no mostró susceptibildad a la degradación con tripsina aún después de 23 
horas de incubación, sin embargo al ser incubada en presencia de colagenasa bacteriana, dió 
lugar a fragmentos de peso molecular inferior a los 470,000 Dalton, destaca un fragmento de 
aproximadamente 230,000 Dalton, resistente a la colagenasa aún después de 24 horas de 
incubación. 



Il.INTRODUCCION. 

l. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA. 

Extendida en todo el Reino Animalia, la proteína más abundante es la colágena. Esta es el 
componente más importante y abundante del tejido conectivo, al que da forma y rigidez. La 
colágena está presente desde las esponjas (fibras de espongina), hasta los primates. 

Con respecto a otras proteínas la colágena es particularmente abundante en los animales; por 
ejemplo en los mamíferos constituye el 30% de todas las proteínas del cuerpo; encontrándose 

. responsable de la integridad funcional de distintos tejidos y órganos como: cartílago, córnea, 
membranas basales en general, dientes, piel, tendones, glomérulos renales, como soporte 
estructural de vasos sanguíneos, etc. (Nimni. 1983.,Gross, 1961. y Trelstad, 1981 ). 

En la actualidad se habla de la colágena como una familia de moléculas especializadas, cada 
una producto de genes diferentes que han evolucionado hacia funciones estructurales 
particulares en la matriz extracelular. Es común a todas las moléculas de colágena la repetición 
del lripéptido Gly-X-Y , que da lugar a una estructura triple helicoidal. 

Esta proteína se encuentra en el material intersticial llamado matriz extracelular. Al 
microscopio electrónico se ponen de manifiesto numerosas fibras (Fig. 1). Cada fibra está 
formada a su vez por la unión de fibrillas. Las moléculas que componen a estas fibrillas son 
. precisamente las moléculas de colágena. Esta proteína fué aislada por vez primera en los ailos 
50 por Gross. Schmilt & Higberger. ( Ramachadran, y Reddi.,1976 ). 



La principal propiedad de todas las moléculas de la familia de la colágena es su estructura 
triple helicoidal formada en Ja mayoría de los casos por tres subunidades polipeptídicas 
denominadas cadenas alfa. Estas pueden ser diferentes (heterotrímero) o iguales entre si 
(homotrlmero). 

Cada subunidad polipeptídica presenta a una estructura helicoidal girada hacia la izquierda con 
tres residuos por vuelta. A su vez las tres subunidades juntas forman una triple hélice con giro 
a la derecha. Este trímero tiene una longitud aproximada de 280 nm y un diámetro de 1.5 nm 
Esta estructura de hélice abierta es ideal para formar fibras que resistan tensiones.(Riehl.1980). 

Figura l. Micrografía electrónica que muestra la organización en fibrillas 
colágena. A:Fibroblasto. B: Matriz Extracelular. ( Trelstad. 1981 ). 
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La estructura de triple hélice esta determinada por la secuencia de aminoácidos que componen 
la cadena alfa, es decir por la estructura primaria que en el caso de la colágena es la repetición 
del tripéptido Gly-X-Y- en donde Gly es glicina, y X y Y, cualquier otro aminoácido. La 
Glicina juega un papel muy importante ya que es un requerimiento sin el cual no se formaría 
la estructura triple helicoidal, dado su tamaño pequeño que permite el giro de la molécula 
(Fig. 2 ). 
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Figura 2. A: Las fibrillas de colágena al microscopio electrónico muestran un aspecto 
estriado periódico de 67 nm B: En la fibrilla las moléculas de colágena se arreglan 
desplazadamente una con respecto a la otra. C: Cada molécula es un haz de 300 nm de 
largo. D: La molécula triple helicoidal tiene 1.4 nm de diámetro. E: Cada una de las 
subunidades polipeptídicas (cadenas ol... ) que constituye la triple hélice tiene una 
secuencia de 1,050 aminoácidos que giran a la izquierda con tres residuos por vuelta. F: La 
secuencia de aminoácidos se caracteri:za por la reiteración del tripéptido Gly-X-Y. 
(Trelstad. 1981 ) 
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La importancia funcional de la colágena radica en que las moléculas forman estructuras 
fibrilares en el tejido conectivo.En la colágena tipo I las moléculas se arreglan 
escalonadamente una con respecto a otra con un desplazamiento de 1/4.4 de la longitud total 
de la molécula que es de 280 nm esta distancia de espaciamiento es aproximadamente de 67 
nm y se llama período D. Las moléculas están entonces desplazadas con respecto a sus vecinas 
por un período D (Fig. 3). Este arreglo periódico explica la apariencia estriada de las fibras de 
colágena tipo I que se observa al microscopio electrónico. 

QQ 
'I' ID ... , 
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Figura 3. Diagrama que esquematiza el arreglo escalonado de las moléculas de colágena que 
da como resultado la apariencia estriada de la fibra. El extremo de cada molécula, está 
desfasado una distancia de O, 1,2,3, o 4 D, del extremo de las moléculas vecinas.(Trelstad. 
1981 ). 

En ambos extremos de la molécula se encuentran secuencias terminales llamadas telopéptidos. 
En estas zonas las cadenas o<. son pobres o exentas de glicina y prolina; por consiguiente no 
están arregladas entre sí en triple hélice. 

Estos telopéptidos son importantes como sitios donde ocurren enlaces covalentes entre las 
moléculas y son necesarios para el autoensamble de las moléculas de colágena en las fibrillas. 
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Otra característica común e importante de las moléculas de colágena es su alto contenido en 
iminoácidos (de 150 a 250 por cada mil aminoácidos), esto determina la estructura secundaria 
helicoidal de las cadenas «..En el tripéptido Gly-X-Y, X y Y son posiciones en las que es 
frecuente encontrar prolina y 4- hidroxiprolina respectivamente, (la 3-hidroxiprolina es menos 
frecuente). De hecho el tripéptido Gly-Pro-Hipro forma aproximadamente el 10% de la 
molécula. (Nimni. 1983 ). 

Se ha propuesto que la 4-hidroxiprolina puede formar puentes de hidrógeno intercatenarios que 
estabili7.an Ja estructura triple helicoidal. Existen modelos que relacionan la cantidad de 
iminoácidos con la temperatura de desnaturalización de la molécula (Jossé. and Harrington. 
196'*). Estudios de modelos de péptidos indican que la hidroxiprolina contribuye a la 
estabilidad térmica más que la prolina. Se ha mostrado que existe una correlación casi lineal 
entre la temperatura de desnaturalii.ación de la colágena y el contenido total de iminoácidos 
(prolina + hidroxiprolina). (Rarnachandran. et. al. 1973 y Torre-Blanco. 1987 ). 

Otro aminoácido importante es la hidroxilisina, a la que se le unen azúcares y que junto con la 
lisina interviene en las uniones covalentes ínter e intramoleculares. La lisina puede ser 
hidroxilada en el 5º átomo de carbono, y a este grupo hidroxilo se le une glucosa y galactosa. 
Las uniones covalentes entre las moléculas de colágena se deben también a modificaciones en 
la lisina e hidroxilisina; que se efectúan en el 6ºátomo de carbono. Esta modificación es una 
desaminación oxidativa, cuyo resultado es la formación de un grupo aldehído en el sexto 
carbono. Los primeros enlaces que se forman son débiles, de carácter hidrofóbico e 
interacciones iónicas, después se forman enlaces covalentes que son los que estabilii.an a la 
molécula. Si algunas de las modificaciones de los aminoácidos no ocurren por deficiencias 
enzimáticas, se traducen en enfermedades del tejido conectivo. por ejemplo el escorbuto 
(ausencia de hidroxilación de la prolina} o el síndrome de Ehlers-Danlos (ausencia de 
hidroxilación del 5º átomo de carbono de la lisina). 

Cabe mencionar que la hidroxiprolina es un aminoácido casi exclusivo de la colágena (existe 
también en el factor Clq del complemento, en la colinesterasa y en los vegetales en la 
conexina). Esta es una particularidad útil cuando se trata de conocer la concentración de la 
colágena mediante la cuantificación de este aminoácido, pues su ausencia o presencia y en que 
cantidad revela lo mismo de la colágena. 
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Experimentos in vitro han mostrado que la colágena soluble extraída con ácido acético o 
amortiguador de citratos, es capaz de reagregarse con el patrón típico de estriación de las 
fibras nativas, al regresar a las condiciones de pH neutro y a temperaturas entre 30 y 37° C, 
formando fibras in vitro. 

Dependiendo de las condiciones experimentales las moléculas de colágena tipo I pueden formar 
estructuras de orden superior distintas al arreglo esacalonado típico (Khun. 1982., Gross. 
1974. y Bruns. y Gross. 1973 ); tal es el caso de los cristalitos SLS (Segment Long Spacing) y 
los FLS (Fibrous Long Spacing). 

Los FLS se forman al agregar glicoproteínas (alfa 1 derivada del suero sanguíneo o glicosamín 
glicanos) a una solución de colágena en ácido acético . En estas estructuras las moléculas de 
colágena se encuentran acomodadas paralelamente, pero orientadas en diferentes direcciones 
con respecto a los extremos amino y carboxilo terminal lo que produce un patrón 
centrosimétrico de bandas, reflejo de la distribución simétrica de los re5iduos polares y no 
polares. 

Los cristalitos SLS se obtienen mediante la incorporación de polianiones como el adenosín 
trifosfato (ATP) a soluciones diluídas de colágena en bajas concentraciones de ácido acético. 
En estos cristalitos las moléculas se asocian lateralmente en forma paralela y en la misma 
dirección sus extremos amino y carboxilo terminales, de tal forma que la longitud del cristal 
coincide con la de la molécula.. Presentan también un patrón de bandas que refleja la 
distribución de aminoácidos polares y no polares a lo largo de la molécula. Cuando los 
cristales SLS se tiñen negativamente y se observan al microscopio se facilita la medición de 
su longitud; y al teñirse positivamente se encuentra el patrón de bandas particulares. Esta 
correlación existente entre el tamaño del cristalito y el de la molécula, así como entre el 
patrón de bandas y la distribución de cargas, son propiedades que proporcionan información de 
gran reproductibilidad e importancia en el análisis estructural de Ja proteína y ha permitido 
comparar las colágenas de diferentes tipos o de diferentes especies entre sí. 
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2. HETEROGENEIDAD MOLECULAR. 

Existen diferentes tipos específicos de colágena, a pesar de que todas se apegan al patrón 
descrito; es decir se trata de una familia de proteínas (Bomstein. 1980 ), producto de la 
codificación de diferentes genes. El perfil de la distribución de diferentes colágenas involucra a 
distintas especies, tejidos o etapas del desarrollo ontogénico de un individuo. Sin embargo, las 
mas éstudiadas son las de los tejidos de vertebrados. 

Actualmente se han demostrado y caracterizado al menos 14 tipos de colágena.· 

Colágena Tipo l. 

El primer tipo genético de colágena identificado; es el más abundante y mejor conocido ; se 
denomina Colágena Tipo 1 (Miller. 1971.). Su distribución es amplia, pues aparece en piel, 
vasos sanguíneos, córnea, dientes, ligamentos y es el principal componente colagénico del 
hueso y tendón. Está compuesta por dos cadenas polipeptídicas idénticas o(. 1(1) y una 
diferenteoc.2(1). La fórmula abreviada de la Colágena Tipo 1 es entonces: (oe.1(1)]2o<.2(1). 
(Bomstein. 1980 ). 

Colágena Tipo Il. 

Sólo se ha descrito en el cartílago hialino. Es una molécula formada por tres cadenas idénticas 
entre sí llamadas «.1(11). Son distintas a las o<. 1(1) en la composición de aminoácidos. La 
Colágena Tipo Il, comparada con la Tipo 1 contiene mayor cantidad de carbohidratos 
asociados, su fórmula es pd(ll)]3. (Bomstein. 1980. y Miller. 1972 ). 
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Colágena Tipo m. 

Aparece principalmente en etapas tempranas del desarrollo formando parte de la piel y vasos 
sanguíneos, mientras que en la piel del adulto constituye sólo el 10% (Nímni. 1983.). Coexiste 
frecuentemente con la Tipo I asociada a fibras reticulares de órganos parenquimatosos como 
pulmón, hígado, riñón, miocardio, bazo y en los tejidos que poseen gran elasticidad: piel, 
paredes arteriales y cordón umbilical formando agregados fibrilares intersticiales. Igual que la 
Colágena Tipo Il es un homotrfmero de cadenas polipeptfdicas idénticas llamadas oC.1(111), su 
fórmula es OC.. 1(111)3. (Bomstein. and Miller. 1971 ). 

Cobtgena Tipo IV. 

Es componente de las membranas basales y no forma fibras, sino que se acomoda formando 
redes establecidas, por interacciones cola con cola y cola con cabeza de las cadenas 
polipeptfdicas. Se han identificado dos diferentes tipos de cadenas llamadaso<. l(IV) yoe..2(1V), 
que se asocian en dos formas; una, la más abundante en que se mezclan dos cadenas l y 
una o(. 2 y la otra en que la proporción se invierte, su fórmula es [o< l(IV)}2 o<..2(1V) y oe: l 
(IV)[°'-2(IV)J2. Posee un contenido mayor de hidroxiprolina y menor de glicina que los 
tipos intersticiales así como mayor cantidad de carbohidratos que otro tipo de colágena. La 
Colágena Tipo IV presenta secuencias no colagénicas. Estos dominios globulares en los 
extennos amino y carboxilo que son típicos de las formas inmaduras de la molécula permiten, 
precisamente adoptar la forma reticular. (Bomstein. 1980 ). 

Colágena Tipo V. 

Casi siempre ocurrre alrededor de las células, por lo que ha sido llamada colágena pericelular. 
Al parecer este tipo genético de colágena participa en la union intercelular y en la 
conformación del citoesqueleto y anclaje de ciertas células a otros elementos del tejido 
conectivo. Se ha encontrado también formando membranas basales del músculo liso (Eyre. 
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1980.). Esta colágena comparte características con las colágenas intersticiales aunque las fibras 
que forma son de menor tamaño. Se trata de un heterotrímero donde las cadenas polipeptídicas 
se han llamadOO'l(V) o(..2(V) ""-'3(V) o cadenas A, B, y C. (Burgeson. 1976 ). 

Colágena Tipo VI. 

Presente en vasos sanguíneos, útero, placenta, ligamentos, piel y pulmón. Forma microfibrillas 
intersticiales de alto peso molecular; con dos tercios de su estructura representados por 
dominios globulares en los extremos, y estructura triple helicoidal en su porción central. Este 
tipo de colágena presenta tres cadenas distintas entre si:ot..l(Vl) «'..2(VI) ""-3(Vl). (Odermatt. 
et. al. 1983 ). 

Cohigena Tipo VII. 

Se encuentra en las fibras de anclaje de las membranas basales sóla o en forma de dímero 
microfibrilar. Muestra un tamaño mayor que el común por lo que se le conoce como colágena 
de cadena larga. Casi la totalidad de su estructura es triple helicoidal. Está formada por tres 
cadenas polipeptfdicas iguales llamadaso<.l(Vll); su fórmula es [oe..l(VII)]3. (Bentz.. et. 
al. 1983 ). 

Colágena Tipu VIIl. 

Se ha identificado en cultivo de algunos tipos de células endoteliales. Se sabe que forma 
hélices pequeñas y que la proteína muestra zonas sensibles a la acción de proteasas 
inespecfficas, lo que sugiere la existencia de zonas sin triple hélice. Presenta tres cadenas 
iguales:o<..l(Vlll). La fórmula es [ c(.}(Vlll)]3. (Sage. et. al; 1984 ). 
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Colágena Tipo IX. 

Originalmente considerada como un componente menor del cartílago, datos recientes indican 
que la cantidad de colágena tipo IX en el cartílago está por encima del 20% de la ~olágena 
Tipo II. Se trata de un heteropolímero de tres cadenas ex. genéticamente distintas: 

ot.. l(IX)o<.2(IX)o<.3(IX). Una característica inusual de este tipo de colágena es la presencia 
de glicosarninoglicanos unidos covalentemente en la cadena o<..2. El modelo sugerido es de una 
tripe hélice con puntos flexibles de aproximadamente 200 nm de longitud y peso molecular de 
210,000. La molécula se fabrica en condrocitos y se encuentra altamente concentrada en los 
espacios pericelulares inmediatamente alrededor de los condrocitos, la forma en que se agrega 
y su función son desconocidas, sin embargo su química y localización sugieren una relación 
física cercana con la Colágena Tipo 11 y con la superficie de las fibras del cartílago. (Vander 
Rest. 1985 ). 

Colll¡eoa Tipo X. 

Se trata de una cadena corta aislada de cartílago. Es notable su pequeño tamaño y la ausencia 
de puentes disulfuro. Contiene tres cadenas e:>(... idénticas. La triple hélice tiene un peso 
molecular de 45,000 y 138 nm de largo. Tiene partes globulares y dominios helicoidales y 
dominios globulares. La triple hélice no es suceptible a la digestión con tripsina. La 
distribución de la Colágena Tipo X en el hueso en crecimiento está restringida a la zona de los 
condrocitos hipertrofiados; células que aparentemente la sintetil.all. Esta proteína juega un 
papel importante en la transición de cartflago a hueso pues se encuentra asociada a las 
vesículas de la matríz del cartflago en las que se acarea la fosfatasa alcalina y el calcio, 
que son los involucrados en la iniciación de la calcificación del cartílago. Se desconoce como 
ocurre exactamente (Schrnid. and Lisenmayer. 1985 ). 

Colá¡eoa Tipo XI. 

Este tipo genético de colágena está formado por tres cadenas polipeptídicas diferentes entre sí: 
ot...l(Xl),<>'2(Xl), Y°"ª(XI) de peso molecular aproxirnadarnentel00,000 cada una, así corno 
una composición de aminoácidos que permite identificarlas corno cadenas colagénicas. 
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Aparentemente ocurre sólo en cartflago y ha sido observada fecuentemente en cultivos que 
producen otros tipos de colágena específico de cartílago (Tipos II, IX, y X}. La función del 
Tipo XI de colágena es desconocida, pero es posible que se trate de interacciones con el 
dominio globular de la colágena Tipo IX y con otros componentes de la matóz cartilaginosa. 
(Liss, A. 1987. y Burgeson, R. 1988.). 

Colágena Tipo XII. 

Contribuye con la estructura de las fibras de cartílagos y tendones. Recién analizada a partir 
del mRNA de fibroblastos en tendón. La secuencia de aminoácidos es homóloga, pero no 
idéntica a la de la Colágena Tipo IX (encontrada exclusivamente en cartílago).'Se ha detectado 
el mRNA de la Colágena Tipo XII en tejidos no cartilaginosos como calvaria y tendón. La 
Colágena Tipo XII es un constituyente normal de la matriz del tendón.(Dublet & van der Rest, 
1987 ). 

Colágena Tipo Xm. 

De esta proteína se conoce muy poco. Se ha determinado sólo a nivel de cDNA. La función 
se desconoce, y con respecto a su estructura, se presume en el transcrito la presencia de tres 
dominios triple helicoidales. Su fórmula quizá sea l (XIII)? . (Pardo. 1993). 

Colágena Tipo XIV. 

Esta proteína ha sido recientemente descrita en piel fetal y tendón, y se trata de un 
homotrfmero. Comparte con las colágenas tipo IX y XII las siguientes características: l. No es 
capáz de formar fibras por si misma, sino que se encuentran asociadas a las colágenas 
fibrilares; y 2. Tienen caracteósticas estructurales particulares: la molécula se puede dividir 
en tres regiones funcionales, la primera con uno o dos dominios triple helicoidales, la segunda 

11 



es también triple helicoidal, pero constituye un brazo rígido que se proyecta hacia afuera de la 
fibra y la tercera región que no es triple helicoidal. Fórmula: §><. l(XIV~ 3. (Pardo. 1993). 

3. COLAGENA EN INVERTEBRADOS. 

A pesar de que los invertebrados representan el 95% del Reino Animalia (Hyman, 1959.), los 
estudios sobre colágena en estos grupos son incipientes. Se han descrito un gran número 
de proteínas de tipo colagénico con características constantes como en vertebrados; así como 
con ~articularidades diversas. (Adams. 1987 ). 

Los datos existentes sobre colágena en invertebrados son poco abundantes, diversos y sueltos, 
así que presentarlos coorelacionados, resulta dificil. Me parece adecuado presentar la 
información existente haciendo una revisión por Phyllum, siguiendo el orden evolutivo. 

Siguiendo el esquema del Reino Animal propuesto por Margulis (Fig. 4), tenemos el siguiente 
acomodo de grupos. 

ANIEPASIOOG l'llOTOClmAS 

1 

Figura 4. Filogenia del Reino Animal según Margulis. 1981. 
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PORIFERA 

Estudios de microscopía electrónica y análisis de aminoácidos han demostrado la presencia de 
colágena en esponjas (lrcinia sp.). Estas fibras de colágena se encuentran formando la 
espongina que constituye el esqueleto orgánico de estos organismos. (Junqua. 1976.). En la 
esponja de agua dulce Ephydatia !lll!llm el análisis de aminoácidos indica que la proteína es 
homóloga a otras fibras de colágena, en particular, comparte algunas características con la 
Colágena Tipo XI. El aislamiento del DNA que codifica para esta proteína revela una 
organización intrón-exón emparentada con la familia génica de la colágena fibrilar. Además se 
ha descrito un exón de 18 pares de bases que es el más corto exón hasta ahora conocido 
codificador de una secuencia colagénica triple helicoidal. (Exposito. and Garrone. 1989 ). 

CNIDARIA 

En este grupo las anémonas Actinia ~ y Metridium sp. presentan alto contenido de 
colágena en la mesoglea. La colágena presenta un peso molecular de 300,000 -310,000 tres 
cadenas idénticas de peso molecular 100,000 es decir se trata de un homotrfmero. Tiene un 
5-6% de hidroxiprolina. En ful!.ra sp. se han encontrado puentes disulfuro (Nordwing. 1969 y 
1973 y Adams. 1978.). Por otro lado, la colágena de la medusa Stomolopus llQ!Il.l!Ifil presenta 
una composición de subunidades parecida a la de la Colágena Tipo V de vertebrados, o sea 
un heterotrímero: o<. 1--2 '"'-3 tiene un 30% de glicina. (Miura, y Kimura, 1985.). 

PLATYHELMINTA 

El parásito hepático Fasciola hepatica presenta una colágena de tres subunidades con un peso 
molecular de 500,000 que decae a 320,000 después de estar almacenada por varias semanas a 
5°C en buffer de citratos. Forma cristalitos SLS de 2,800 A, tiene un 5-6% de hidroxiprolina 
y ausencia de puentes disulfuro. (Nordwig. 1969.). presenta además un porcentaje en peso en 
hexosas más alto que en los verterados -12.8%-. Forma cristalitos SLS que recuerdan en 
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cuanto a tamaño y patrón de bandas a la Colágena Tipo I de vertebrados. (Nordwig. and 
Hayduk. 1969 ). La colágena del estado larval de la tenia Tum@. 12lll!m así como la del 
adulto, presenta algunas particularidades: carece de hidroxiprolina forma fibras delgadas 
sin aparente periodicidad, tiene una temperatura de desnaturalización de 36ºC y su patrón de 
bandas en los cristalitos SLS es completamente diferente al observado en colágenas de 
vertebrados y en otros invertebrados. (forre-Blanco y Toledo. 1981 ). 

NEMATODA 

En el caso de este Phyllum se conocen resultados sobre la colágena cuticular .. Para el caso de 
Amlril lumbricoides se ha encontrado un peso molecular de 62,000 (Me. Bride. and 
Harrington. 1967.), o de 52,000 (Evans. 1976.), y cuando se desnaturaliza no se observa 
cambio en el peso molecular, lo que hace pensar que la triple hélice está formada por una sola 
cadena que se enrrolla sobre si misma. Se han aislado tres subunidades con pesos 
moleculares similares, un contenido de 12% de hidroxiprolina y un 27% de glicina lo que 
permite pensar en regiones no formadoras de triple hélice necesarias para el doblez de la 
cadena al autoenrrollarse. Otra característica es la presencia de cisteína, lo que parece 
contribuir a la formación de agregados macromoleculares. Tiene un 20% de prolina. 
Estudios han mostrado que ~ lumbricoides presenta otro tipo de colágena en la capa 
muscular (Fujimoto. 1968.), cuya composición de aminoácidos recuerda más a las 
colágenas de vertebrados que a las cuticulares; incluso puede agruparse dentro del grupo de las 
colágenas intersticiales. (Ayala. 1982.). Del nemátodo ~ fil!!Ilill se conoce la colágena de 
la membrana basal intestinal en donde se han encontrado subunidades de peso molecular 
179,000 - 185,000. El análisis de los componentes polipeptídicos recuerda, igual que en el 
caso de la colágena de la capa muscular de A. lumbricoides, a la colágena de los vertebrados. 
(Noelken. et. al. 1986 ). 

ANNELIDA. 

Los estudios de colágena en este Phyllum han arrojado al menos dos tipos diferentes de 
colágena: 1. La colágena extraída del cuerpo de la lombríz de tierra, libre de cutícula, así 
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como la colágena del músculo de Hermodjce sp. (Garza. 1984.), que.por sus características de 
peso molecular y composición de subunidades están relacionadas con las colágenas interticiales 
de los vertebrados, y 2. Las colágenas cuticulares que han sido mejor caracteri2.adas y que 
presentan las siguientes características: 
Lumbricus ~: la colágena cuticular de este anélido tiene un peso molecular de 
aproximadamente 1 '900,000 en contraste con el de 300,000 de las colágenas comunes de 
vertebrados. Se han encontrado tres diferentes subunidades de 300,000 dalton cada una, 
ligadas con puentes disulfuro. Forma cristalitos SLS, el contenido de glicina es 
aproximadamente de 35% y el 96% de los residuos de prolina están hidroxilados. (Fujimoto. 
1964 ). Los poliquetos marinos~ virens (Murray. et. al. 1982.) y N. ~ (K.imura. 
1969) tienen colágenas cuticulares con características similares a las de la lombríz de tierra. 
Sus j>esos moleculares son de l '400,000 y 1 '400,000 - l '700,000 respectivamente. el 
porcentaje de residuos de prolina hidroxilados es de 75% y 88% respectivamente; y tienen un 
35% de residuos de glicina. Estudios posteriores de la colágena cuticular desnaturalizada de 
~ revelan la existencia de dos tipos de subunidades, en proporción molar 2: 1 comparable 
a la fórmula (oll)2"'-2; cada cadena polipeptídica tiene un peso de 470,000 dalton. 

MOLUSCA. 

En la piel del pulpo ~. ~ se encontró una colágena de 262,000 dalton y la 
presencia de dos subunidades: .,.t. 1 de 92,000 dalton y el-... 2 de 85,000 dalton; sugiriendo la 
fórmula (oi.1)20(..l(K.imura. 1981.). El músculo del mismo animal tiene dos tipos distintos de 
colágena: una fracción mayor de 300,000 dalton y cada subunidad de 100,000 como en la 
Colágena Tipo 1, y una fracción menor que contiene unicamente cadenas r .(Takema. 1982). 
En el abulón se encontró que la colágena del músculo del pie tiene tres cadenas°'- idénticas 
con un peso molecular de 100,000 cada una (Kimura. 1974.). En el cartílago craneano del 
calamar T@arodes ~ se ha encentado que la colágena es rica en carbohidratos y 
corresponde a la Tipo I; es decir 300,000 dalton, tres subunidades de 100,000 cada una y una 
composición de subunidades (oL.1)2~, además de un 38% de glicina. (Kimura. 1984 ). 

Estudios comparativos de colágenas aisladas de otros invertebrados revelan la presencia de 
características parecidas a las colágenas intersticiales de vertebrados: tres subunidades con un 
peso molecular aparente de 100,000 cada una. Tal es el caso de Maracanthor.yncus 
hirudinaceus, Acantocephala. (Cain. 1970.), ~ unicjnctus, Echiurida. (Kimura. 1983 ), 
Echinodermata (Pucci - Mianfra. 1978), ~ mieratoria, Arthopoda. (Ashurst. 1980 ), 
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Peril!laneta americana, Arthopoda: insecta. (Francoise. 1980.), y del mismo Phyllum los 
crustáceos cangrejo y langosta. (Kimura. 1969 y 1986 ). 

Me parece importante comentar la escasez de investigaciones sobre colágena en el •Phyllum 
Arthopoda, a pesar de ser el grupo de animales más abundante, diverso y evolucionado. En las 
revisiones sobre colágena de invertebrados publicadas (Adams, 1978 y Norwing, 1969), se 
mencionan 14 citas referentes a artrópodos. Estos son solo datos aislados y sin correlación. 
Una investigación más completa , fué la que realizó Kimura, en 1986 en donde analizó Ja 
colágena del músculo abdominal de dos crustáceos (una langosta y un langostino), este estudio 
tuvo 'una razón comercial, que fué la de caracterizar el deterioro que sufre el tejido después de 
la refrigeración; un problema general en Ja comercialización de crustáceos. Aparte de este, los 
otros estudios de colágena en artrópodos no revelan aparentemente ninguna característica 
estructural o bioquímica de la colágena, que no tenga precedente en los demás estudios de 
invertebrados y vertebrados. 

En la figura 5 se presenta una tabla que resume la información presentada sobre colágena en 
invertebrados. 
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m. O B .1 E T 1 V O. 

El presente trabajo pretende llevar a cabo un análisis de la colágena cuticular de un organismo 
aparentemente relacionado filogenéticamente con los anélidos, el sipuncúlido Pbasco)osoma 
antillarum, a fin de compararla estructuralmente con la colágena cuticular de los anélidos y 
establecer así la posible relación evolutiva entre las colágenas de ambos grupos. 

El Phylum sipuncúlida agrupa aproximadamente a 330 especies de animales celomados y 
protostomados de aspecto externo sencillo, como el de un cacahuate. Tienen un introverso 
invaginable y un tronco que es de forma cilíndrica, periforme, de saco o vermiformes como es 
en la mayoría de los casos. Son de color pardo y miden desde 2 mm basta 72 cm. Son 
animales exclusivamente marinos cosmopólitas que habitan tanto en litorales templados como 
en aguas polares profundas. Viven enterrados en la arena, en recovecos de rocas, . corales o 
conchas donde permanecen sedentarios. 

La estructura general es celomada, no segmentada y con simetría bilateral. Carecen de aparato 
circulatorio y respiratorio. Son dioicos sin dimorfismo sexual aparente y con fecundación 
externa. Se alimentan de materia orgánica existente en el fango y arena que toman (Cendero. 
1971., Meglitsch. 1978 y Barnes. 1972) 

En este trabajo se utilizó la especie Phascolosoma antillarum (Fig. 6 ), que se encuentra en las 
costas del Atlántico, Golfo de México, Brasil y Centroamérica. Pertenece a la familia 
Phascolosomatidae y se distingue por poseer un disco oral con tentáculos e introverso con 
papilas (Gibbs. 1977 ). 
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1. 

Figura 6 . Phascolosoma antillarum. Aumentos: 3X. 
A: Animal entero. 1. Collar cefálico. 2. .Ano. 3. Nefridio. 

B: Animal disecado. l. Gónada. 2. Cordón nervioso. 3.Intestino. 4.Músculo alargador. 
5.Músculos longitudinales. (Gibbs. 1977). 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

Ciento cincuenta y ocho ejemplares del sipuncúlido Phascolosoma antillarum fueron colectados 
en Isla Sacrificios, Veracruz en la zona de la rompiente al sur-oeste aproximadamente a 400 m 
de la costa (Figura 7 ). Los organismos se extrajeron rompiendo las rocas de coral en cuyo 
interior habitan. Algunos se transportaron a la Ciudad de México congelados en hielo seco, y 
otros fueron transportados en la roca, manteniéndolos vivos con cambios continuos de agua 
de mar (aproximadamente cada 3 horas). El material congelado se destinó para el trabajo de 
Bioquímica y el vivo para Microscopía Electrónica. 

La determinación del género y la especie se efectuó en el Laboratorio de Invertebrados de la 
Facultad de Ciencias. 

_____ r-

.Oceano 

.Pacifico 

Figura 7. Mapa del sitio de colecta. 
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1. MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Un organismo vivo se disecó en glutaraldehído al 2.5% preparado con agua de mar'filtrada, 
separando fragmentos de tejido de la pared corpoal muscular y cutícula, de 1 x 1 mm 
aproximadamente; ese tejido se fijó en la misma solución durante dos horas a temperatura 
ambiente (aproximadamente 20ºC). Una parte fué postfijada en tetraóxido de osmio durante 
hora y media y la otra no se postfijó. A continuación se llevó a cabo la deshidratación seguida 
de Ia,preinclusión e inclusión en epón. (Fig. 8 ). 

'lEJiro Ell GLUTARALDEHIDO -------- 2 OOMS 

t 
ENJlL'Gl\R CON BUFFER CE 
FOSFA11l5 0.16 M pi! 7.3 

!A MI SE PASO A 
l.S horas --Tf:l'IWll(IOO CE OSMIO l:l 

a:tl BUFFER DE FOSFATOS 
0.16 M pi! 7.3 

1 
2cambloo -El'AOOL 7~\ por 10' 

l cambio -El'Al«lL B¡ por 20' 

l cambio-El'AOOL 9~ por 20' 

3 cambios--El'AOOL ABSOWI'O por 15' 
( a:t1 SULFr CE CXlBRE) , 

3 ca!lbios -OXIDO DE rPILENJ por 15' 

PREIOCLUSIOO. 
(OXIDO CE PROPIL!Nl Y 

EPO!I l:l) f 2 her••· 

INCLUSIOO EN El'OO Y 
!OLIMERIZJ\CIOO A 60ºC. 
24 horas. 

~ =L 7:0 ~ ~~ -- 2 cambios 

' El'AOOL BO• por 20' --- l cambio 

' f.TAOOL 96\ por 20' l cambio 

' f.TAOOL ASSOWI'O por 15 '-- 3 C2mbios 
(a:tl SULFATO CE CXlBRE), 

OXIDO CE LPILEllJ por 15 '-3 cambios 

' PREINCLUSIOO, 
(OXIOO CE l'roPILEllJ Y 
EPO!I l:l) 12 horas. 

EVl\l'OOAC,00 A 20 C 

2 horas. 

t 
INCWSia" EN EPO!I Y 
POLIMERIZACIOO A 60°C, 
24 horas. 

Figura 8. Resumen de la técnica de preinclusión e inclusión. 
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Los bloques se cortaron en un ultramicrotomo Sorval MT-1. Primero se exploraron los bloques 
fijados doblemente (glutaraldehído más tetraóxido de osmio) y después los fijados sólo en 
glutaraldehído, eligiéndose estos últimos para continuar el estudio. 

La técnica para explorar los bloques consistió en tallar con navajas una pirámide en el sitio en 
donde se encuentra el tejido, y de ahí obtener cortes semifinos (aproximadamente lfa ) que se 
montaron en un portaobjetos y se tiñieron con una solución de azul de tolouidina al 1 % , para 
veriñcar el estado del tejido en cuanto a fijación, deshidratación e inclusión, así como locali:zar 
la zona precisa de mayor interés. Se talló una segunda pirámide más pequeña sobre la zona 
seleccionada del tejido, que involucró cutícula y pared corporal muscular. Sobre esta zona se 
trabajó hasta obtener cortes ultrafinos. Se probaron diferentes métodos de tinción, buscando las 
condiciones óptimas en donde no se precipitaran los metales y el contraste fuera el mejor. Los 
distintos intentos se resumen en la Figura 9. 

SUBSTANCIA TIEMPO SUBSTANCIA TIEMPO 

1 • Acetato de uranilo 2% 20' + Citrato de plano 3N 10' 

2. l\cetal:o de uranilo 2% 10' + Citrato de plano 3N 5' 

3. l\cetato de uranilo 1% 2.5' + Citrato de plano l.5N 5' 

4. l\cetato de uranilo 0.1% 2.5' + Citrato de plano 3N 5' 

5. l\cido fosfotúngstico 3' 
(PTA) 0.01% 

6". l\cetato de uranilo O .01% 5' + l\cido fosfotúngstico 3' 
(PTA) 0.1% 

7. l\cetato de uranilo 1% 5' + l\cido fosfotúngstico 5' 
(PTA) 0.4% 

a. Citrato de plano 0.2, 3' 
en NaOH lN 

9. l\cetato de uranilo 2% 5' + Citrato de plano 3N 2.s• 

10 • l\cetato de uranilo 2% 2.s• + Citrato de plano 3N 5' 

11. l\cetato de uranilo 0.01' 10' + l\cido fosfotúngstico 6' 
0.1% 

Figura 9. Resumen de los tiempos y substancias de contraste. 
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Se obtuvieron micrografías a un aumento de 50,000 con un voltaje de 80 KV, en un 
microscopio electrónico Zeiss modelo EM-10. Posteriormente se imprimieron y ampliaroh los 
negativos a 5X en papel F4. 

MEDICION DE FIBRAS. 

El diámetro de las fibras fué medido sobre los negativos a 50,000 X utilizando una lente de 
aumento con una reglilla con escala 1/10 mm incluida. 

2. OBTENCION DE CUTICULAS DE Pbascolosoma antU!arum. 

Los organismos se mantuvieron congelados a - 16ºC hasta el momento de disecarlos. Después 
de congelar y descongelar dos veces fué más sencillo separar la cutícula de la pared corporal 
muscular. Con la disección se separaron tres componentes de cada organismo: cutícula, pared 
corporal muscular y órganos internos. 

Las cutículas se mantuvieron congeladas a - 16ºC hasta el momento de ser utilizadas. 

3. EXTRACCION DE COLAGENA CUTICULAR. 

Se descongelaron las cutículas y se pesaron tres gramos. Las cutículas pesadas se lavaron tres 
veces con agua destilada a 4 ºC y se pusieron a extraer a 4 ºC en 250 mi de ácido acético 0.5 M 
conteniendo los siguientes inhibidores de proteasas: Fenil ·metí! sulfonil fluoruro (PMSF) 
0.001 M, N-etil maleimida (NEM) 0.002 M, y etilen diarnin tetraacetato de sodio (EDTA) 
0.01 M. 
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Esta mezcla se manutuvo en agitación continua a 4 ºC durante 22 horas. La suspensión 
resultante se centrifugó a 53 ,800 g durante 2 horas. Con el precipitado se repitió el 
procedimiento de extracción tres veces en condiciones similares. Los sobrenadantes se juntaron 
y se mantuvieron·a 4ºC. 

4. PUIUFICACION DE COLAGENA CUTICULAR 

La purificación de esta colágena se efectuó con precipitaciones secuenciales de cloruro de 
sodio. 

A la colágena cuticular extraída en ácido acético se le agregó cloruro de sodio hasta llevar la 
sal a una concentración de 2.5%, agitando continuamente en un baño de hielo. El precipitado 
blanquecino de consistencia gelatinosa se resuspendió en 200 mi de ácido acético 0.5 M. Esta 
mezcla se agitó a 4º por un período adicional de 40 horas. Esta suspensión se centrifugó a 
53,800 durante una hora, el precipitado se eliminó y al sobrenadante se le agregó cloruro de 
sodio hasta una concentración de 2.5% agitando continuamente en blllio de hielo a fin de 
precipitar Ja colágena presente. El precipitado se colectó y resuspendió de nuevo en 500 mi de 
ácido acético 0.5 M. Esta suspensión se centrifugó por última vez a 53,000 g durante una 
hora eliminando el precipitado y conservando el sobrenadante a 4ºC. (Fig. 10). Esta muestra 
purificada y solubilizada se utilizó para los experimentos de análisis. 

Una parte del extracto (20 mi) se precipitó con una solución saturada de sulfato de amonio, 
con agitación contínua en baño de hielo. El precipitado se resuspendió y centrifugó 
análogamente al procedimiento anterior. 
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Coleccf6n de precfp1tados 
y resuspensf6n en 200 ml 
ac.ac, 0.5 M ¡ Agftacl6n 40h/4ºC 

Ul tracentl'lfugaci6n 
53,800 g/lh 

. Sobrenad~Precipitado 
precipitado con (se elfmln6) 
NaCI hasta 2. 5% 

~ Refrigeracf6n 
Resuspensi6n del 
precipitado en 300 
mi .ac, ac. 0,05 M 

1 Agltacf6n 24 h/4ºC 
Adición Je 250 n1l 
ac,ac. 0.5 M 

! Agitación 21h/4ºC 
UI tracenlr1fugacl6n 
53,800 g/lh 

SOBRENAD~Precipftado 
(600 ml) (se eliminó) 
*COLAGENA SOLUBLE 

PUR IF 1 CADA* 

Cutfculas (3g) + PMSF 0.001 M l
250 ml ac. ac, 0.5M · 

NEM 0.002 M · 1· EDTA 0.01 M 

f Agftaci6n 22h/4ºC 

UI tracentri fugac16n 
53,800 g/2 h 

Sobrenadante (206 ml)~recfpftado 
precipitado con NaCI resuspensf6n en 150 mi 
hasta 2,5% ac.ac, 0.5 M 

1 Ag1tac16n 12h/4ºC 
UltraceJtrf fugacf 6n 
53,800 g/2h 

Sobrenadante (180 ml )~ado 
preo1p1tado con NaCl resuspens16n en 200 mi 
hasta 2.5% ac.ac. 0.5 M. 

• ~ Agi tacf6n 2lh/4ºC 
UI tracentrlfugaci6n 
53,800 g/2h 

.---------1 
Sobrenadante (200 mi) Precipitado 
precipitado con NaCl (se eliminó) 
hasta 2.51 

Figura 10. Resumen de la técnica de extracción y purificación de la colágena cuticular de 
Pbascolosoma antillarum, 
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5. DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA. 

La cuantificación de hidroxiprolina se efectuó en Ja cutícula seca y en la solución de colágena 
cuticular purificada. 

Las fécnicas de determinación de hidroxiprolina que se usaron, requieren que la muestra 
problema sea previamente hidrolizada en ácido clorhídrico 6 N a 100-llOºC durante 20-24 
horas, a fin de dejar libre la hidroxiprolina. Después se evapora el ácido y la muestra se 
redisuelve en agua destilada. 

El principio químico de los métodos, es la oxidación de la hidroxiprolina libre con cloramina 
T; el producto es un pirrol que al reaccionar con el para-dimetilaminobenzaldehído (p-DMAB) 
forma un complejo rojo que puede ser medido por absorción en el espectrofotómetro a 557 
nm. 

Se emplearon dos métodos distintos: el de Woessner (1961) aplicable a muestras puras , ya que 
varias substancias interfieren en el desarrollo de las reacciónes; este método se usó para la 
solución de colágena purificada. Para Ja cutícula seca se usó el método de Rojldnd y Goni.ález 
(1974), en este método el producto de la oxidación de la hidroxiprolina se separa de otras 
substancias por la extracción en una fase de tolueno. 

6. ELECTROFORESIS. 

La técnica usada en la mayoría de los casos es la citada por Murray. et. al. (1982). Esta se 
efectúa en geles de poliacrilamida al 4% en presencia de SDS; corriendo a 4 mA por gel. 
Las muestras por correr se dializaron contra ácido acético 0.01 M. Posteriormente se 
sometieron a ebullición durante 3-5 min. en presencia de Sarnple Buffer (buffer de fosfatos de 
sodio 0.05 M, pH 7.4, 20% de glicerol, 2% de mercaptoetanol, 2% de SDS y 0.03% de rojo 
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fenol). Así la muestra se desnaturaliza en presencia de mercaptoetanol que es un agente 
reductor y rompe los puentes disulfuro facilitando que corran las subunidades. El SDS 
favorece que no se formen agregados y carga negativamente a las proteínas. Una técnica 
análoga que también se utilizó fué la de Laemli. (1987 ). 

7. CRISTALITOS SIS. 

Una muestra de 0.3 mi de colágena cuticular en ácido acético 0.1 0.01 M de acuerdo con la 
técnica de Murray. et. al. (1982). Alternativamente la diálisis se llevó a cabo en las mismas 
condiciones, pero eliminando el cloruro de sodio de la solución. El gel resultante se disgregó 
manualmente y por agitación y se depositó en rejillas de cobre cubiertas con·una película de 
formvar estabilil.ada con carbono. La tinción positiva se llevó a cabo con ácido fosfotúngstico 
al 0.1 % durante 3 minutos y acetato de uranilo al 0.01 % durante 5 minutos (Bruns y Gross, 
1973.). La tinción negativa se llevó a cabo con fosfotungstato de sodio al 2% pH 7.4 durante 4 
minutos (Torre-Blanco y Toledo, 1981 ). Las rejillas fueron examinadas en un microscopio 
electrónico 1.eiss EM-10 a 80 KV y fotografiadas a 50,000 aumentos. 

El diámetro de las fibrillas fué medido sobre los negativos utilizando una lente de aumento con 
una reglilla con escala 1/10 mm incluida. 

8. SUSCEPl'IBILIDAD A COLAGENASA BACTERIANA • 

Se utilizaron tres métodos diferentes para llevar a pH neutro la colágena cuticular en ácido 
acético 0.5 M. 

a) Diálisis a 4° C contra un amortiguador de fosfatos de potasio 0.15 M, pH 7.3. 

b) Diálisis a 4 º C contra un amortiguador tris-HCl 0.05 M, NaCI 0.05 M, NaCl 0.15 M, pH 
7.3 y CaCl 0.005 M. 
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c) Diálisis a 4 º C contra ácido acético 0.005 M ( tres cambios de 24 horas cada uno), una 
vez dializada la colágena cuticular se diluyó en un volumen igual de NaCl 0.4 M, CaCI 
0.02 M en tris-HCI 0.1 M, pH 7.6 (Nagai. 1966). 

La colágena cuticular llevada a pH neutro por el tercer método, se incubó en presencia de 
colagenasa bacteriana o de tripsina (0.1 mg/ml en tris Nagai-agua 1:1) a 27º C (+/- 1 º C). 
Para detener la reacción se agregó ácido etinén diamino tetracético (EDTA) a pH 7.3 a una 
concentración final de 0.05 M en las muestras incubadas con colagenasa, o inhibidor tríptico 
de soya a una concentración final de 0.33 mglml en las muestras incubadas con tripsina. Las 
mueshas resultantes fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% 
en presencia de SDS, de acuerdo con la tácnica descrita por Laemli. 1987. Como control se 
utilizó colágena tipo 1 de tendón de cola de rata. 
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y, BES U L TA DO S. 

l. MICROSCOPIA ELECTBONICA. 

Durante la exploración de los bloques, se eligió trabajar sólo con los tejidos ftjados en 
gluteraldehído, por ser éste el que mejor conservó el tejido. (Fig. 11). 

Figura 11. Esquema de un corte semifino de la cutícula y pared corporal muscular de P. 
antiUarum fijada con gluteraldehfdo y teñida con azul de tolouidina al 1 % (40 X). 

No se logró obtener cortes ultrafinos de la cutícula, pues en ésta existen concreciones calcáreas 
que mellan el filo de las cuchillas (Voss-Foucart, S. 1977). Por lo anterior se talló el bloque 
dejando sólo músculo, de ahí se obtuvieron los cortes ultrafinos. 
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Durante el contraste de los cortes, se presentaron muchos problemas de precipitación de los 
metales; uranilo principalmente, aunque a tiempos mayores el plomo también se precipitaba. 
De las diferentes pruebas que se efectuaron la del contraste con acetato de uranilo al 2 % 
durante 2.5 min seguida por citrato de plomo al 3% durante 5 min que fué la dió mejores 
resultados. 

Las micrografías de los cortes de la pared muscular de P. antillarum mostraron la presencia de 
fibrillas en la matriz extracelular (Figs. 12 y 13). Estas fibrillas no mostraron una periodicidad 
axial distinguible; la medición de las fibrillas en los negativos reveló un diámetro promedio de 
14.6 +/- 1.8 nm (media +/-desviación estándar n = 64). 

Figura 12. Fibras de colágena. Tejido conectivo de los paquetes musculares de P. antillarum. 
Fijación: glutaraldehído al 2.5%. Contraste: acetato de uranilo al 2% por 2.5 min y citrato 
de plomo al 3% por 5 min Aumentos: 75,000 X. Diámetro de las fibras 14.6 +/- 1.8 nm. 
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Figura 13. Fibras de colágena. Tejido conectivo de los paquetes musculares de P. antillarum. 
Fijación: glutaraldehído 2.5%. Contraste: acetato de uranilo al 2% por 2.5 min y citrato de 
plomo al 3% por 5 min . Aumentos: 250,000 X. Diámetro de las fibras 14.6 +/- 1.8 nm. 

2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE COLAGENA CUTICULAR. 

La extracción de colágena cuticular se llevó a cabo a partir de 3 g de cutículas (peso húmedo). 
El contenido de agua de las cutículas fué de 24.2 % , medido después de secarlas en un horno a 
lOOºC. El contenido de hidroxiprolina medido después de hidrolizar un fragmento de 
cutícula seca fué de 30. lpmlmg. 

El procedimiento de extracción y purificación de colágena cuticular descrito en Materiales y 
Métodos dió como resultado una solución viscosa e incolora con un alto contenido de 
hidroxiprolina (101.6¡Ug/ mi). Este método de extracción mostró tener un alto rendimiento, ya 
que en el extracto final se recuperó el 89% de la hidroxiprolina inicial presente en las 
cutículas. 

30 



La concentración de NaCl utilizada para purificar esta colágena produjo un precipitado 
blanquecino de consistencia gelatinosa, que se separó facilmente del sobrenadante por 
decantación. El sobrenadante resultante había perdido la alta viscosidad característica del 
extracto inicial y fué descartado. 

3. DETERMINACION DEL PFSO MOLECULAR DE LA COLAGENA CUTICULAR 
DE P.antUJanun. 

El patrón electroforético en geles de poliacrilamida al 4 % de la colágena cuticular solubilizada 
y purificada de P. aotillarum reveló, la presencia de un solo componente en una banda que 
migra escasamente. (Fig.14). Usando como referencia una colágena tipo I de piel de chivo, la 
banda de P. antillarum mostró una migración menor a la de las subunidades de la colágena 
tipo l. 

El peso molecular de 470,000 Da de la banda principal de colágena cuticular se determinó 
usando las subunidades de la colágena tipo I como patrón de referencia. (Fig. 14 y 15). 
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Figura 14. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% en presencia de SDS. A: 
Colágena cuticular de P. antillarum, B: Colágena tipo I de piel de chivo. 
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Figura 15. Gráfica que muestra la relación entre la movilidad electroforética de la colágena 
tipo 1 y el logaritmo del peso molecular. Se muestran los valores de movilidad de la 
colágena cuticular de P. antillarum . 

4. OBTENCION DE FIBRAS RECONSTITUIDAS A PARTIR DE COLAGENA 
CUTICULAR DE P. ant!JJamm. 

La colágena cuticular de P. antillarum se dializó contra ATP (ver materiales y métodos) con la 
intención de inducir la precipitación de cristalitos SLS. En tres ocasiones se repitió el 
experimento en presencia de NaCI 0.1 M obteniéndose un gel translúcido de consistencia firme 
en lugar de la suspensión esperada; el exámen al microscopio electrónico del gel disgregado 
reveló la ausencia de cristalitos SLS y la presencia de grandes agregados sin morfología fina 
discernible. Cuando el experimento se llevó a cabo en ausencia de NaCI se obtuvo un gel de 
aspecto similar a los anteriores; sin embargo, el exámen al microscopio electrónico de este gel 
reveló la presencia de estructuras fibrilares muy delgadas sin una periodicidad axial aparente 
(Figs. 16 y 17). La tinción negativa, en particular, mostró·fibrillas con un aspecto irregular 
(fig. 17); estas fibrillas fueron medidas sobre los negativos con una lupa micrométrica 

, encontrándose un diámetro promedio de 9.3 +/- 1.9 nm (media +!- desviación estandar, n = 
64). 
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Figura 16. Fibras de colágena cuticular de P. antillarum reconstituidas en diálisis contra 
ATP 0.8%. Tinción positiva: ácido fosfotúngstico 0.1% y acetato de uranilo 0.01%. 
Aumento 225,000 X. 
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Figura 17. Fibras de colágena cuticular de P. antillarum, reconstituí das en diálisis contra 
ATP 0.8%, NaCI 0.1 M y azida de sodio 0.02 %. Tinción negativa : 
fosfotungstato de sodio al 2 %, pH 7.4. Aumento: 225,000 X. Diámetro de las fibras: 
9.3 +/- 1.9 nro. 

5. SUCEPl'mlLIDAD A COLAGENASA BACTEPJANA Y A TRIPSINA. 

Como se muestra en la figura 18, la colágena cuticular de P.antillarum no parece ser 
degradada por la tripsina a 27º C aún despues de 23 horas de incubación. Por otro lado (figura 
19 ) la colágena cuticular incubada en presencia de colagenasa bacteriana, es parcialmente 
degradada dando lugar a fragmentos de peso molecular inferior a 470,000. Entre los productos 
de la degradación destaca un fragmento cuyo peso molecular es aproximadamente de 230,000 
daltons resistente a la colagenasa aún después de 24 horas de incubación. 
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Figura 18 . Electroforesis en gel de acrilamida de colágena cuticular de P. antillarum 
incubada en presencia de tripsina a 27 ºC. En los carriles de izquierda a derecha: O, 8 y 24 
horas de incubación. 
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Figura 19. Electroforesis en gel de acrilamida de colágena . cuticular de P. anti!larum 
incubada en presencia de colagenasa bacteriana a 27ºC. En los carriles de izquierda a 
derecha: 24 horas de incubación sin enzima, 8, y 24 horas de incubación con enzima. 

37 



VI. D 1 S CU S 1 O N. 

En este trabajó se estudió la presencia de colágena en un organismo del Phyllum 
Sipunculida: Phascolosoma antillarum. Se mostró la presencia de colágena en el tejido 
conjuntivo y en la cutícula que recubre al animal. 

La información obtenida mediante Microscopía Electrónica de Jos cortes de la capa corporal 
muscular, muestra Ja forma típica de agregación de la colágena en fibras extracelulares. Sin 
embargo estas son distintas a las fibras extracelulares típicas observadas en colágena tipo I 
de mamíferos, pues son más delgadas (14.6 ± 1.8 nm) y no se observa una periodicidad 
axial. La ausencia de periodicidad axial puede deberse a que en esta colágena las moléculas 
no se encuentran arregladas escalonadamente como es el caso de la colágena tipo l. Sin 
embargo no se puede descartar que Ja ausencia de estriaciones periódicas se debe a que las 
fibras son muy delgadas. Cabe mencionar, que en otros invertebrados; en particular en el 
cisticerco de la Taenia solium (Torre-Blanco, 1982) también se ha reportado la presencia de 
fibras extracelulares delgadas (11 nm) y sin estriaciones aparentes. 

La dificultad y final imposibilidad para obtener cortes ultrafinos de la cutícula de P. 
antillarum radicó en la presencia de escudos muy duros, los datos de la literatura indican que 
el análisis cromatográfico posterior a hidrólisis ácida de la cutícula de estos animales muestra 
la existencia de un material proteico que podría intervenir en el endurecimiento de los 
escudos; endurecimiento acentuado por depósitos de carbonatos. Estos escudos están presentes 
al menos en otras cuatro especies de sipuncúlidos (Aspidosiphon clavatus, Golfineia vulearis, 
Phascolion filQJnl2i y Sipunculus ~.) El material cuticular no proteico se compone, al 
menos en parte, de mucopolisacáridos neutros y una cierta cantidad de mucopolisacáridos 
ácidos. El análisis de la presencia de quitina por métodos enzimáticos ha dado resultados 
negativos ( Voss- Foucart. et. al. 1977). 
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Se diseñó un método para llevar a cabo la extracción de la colágena cuticular de P. 
antillarum. El procedimiento fué exitoso, pues con su aplicación a las cutículas se logró 
extraer en forma soluble el 89% de la hidroxiprolina inicial presente en la cutícula. 

Con lo que respecta a la purificación, el método empleado fué el de precipitaciones 
secuenciales con NaCI. Este procedimiento es útil en la purificación de una gran variedad de 
colágenas. El patrón electroforético de la colágena cuticular de P. antillarum purificada por 
este método mostró una clara banda que migra escasamente y queda por encima de la banda 
del trímero de 300,000 dalton de colágena tipo l. Esto indica que probablemente se trata de un 
sólo 'tipo de colágena. El peso molecular determinado para esta proteína, es de 470,000 
µtilizando como estandar la colágena tipo l. 

Con el objeto de medir la longitud de las moléculas de colágena extraídas de la cutícula,se 
intentaron obtener cristalitos SLS a partir de la colágena purificada. Estos no se formaron en 
ninguno de· los distintos intentos. Los cristalitos usualmente forman una suspensión de 
apariencia turbia y lo que se obtuvo en todos los casos fué un gel de consistencia firme después 
de la diálisis contra ATP. El exámen de esos geles al microscopio electrónico reveló que en 
esas condiciones lo que se forma son delgadas fibras. La medición de las fibras 
reconstituidas teñidas ::egativamente reveló que poseen un diámetro medio de 9.3 nm. Debido 
a que no contamos con micrografías de la cutícula, no podemos establecer una relación entre la 
estructura de las fibras reconstituidas y la estructura i.!Lfilt¡¡ de esta colágena. Un estudio 
posterior en este sentido sería interesante ya que podría dilucidar si la colágena cuticular está 
organizada en forma de delgadas fibrillas o si las fibras reconstitufdas son una forma artificial 
de agregación de esta colágena. Sin embargo es interesante hacer notar que la colágena 
cuticular del poliqueto Alvinella pom¡zjana está formada por microfibrillas muy delgadas de 3 
a 5 nm de diámetro que a su vez se agrupan formando fibrillas mas gruesas (Gaill y Bouligand, 
1987). La colágena cuticular del poliqueto Paralvinella grasslei, también muestra la presencia 
de tibrillas formadas por microtibrillas más delgadas (Lepescheux, 1988) aunque los autores 
no reportan la meditla . En ambos casos se trata de tibrillas no estriadas que muestran un 
arreglo geométrico sumamente ordenado. 

Para llevar a cabo los experimentos de suceptibilidad a la tripsina y a la colagenasa 
bacteriana hubo que superar una dificultad inicial para llevar la colágena cuticular a pH neutro, 
ya que al dializar la colágena soluble en ácido contra un amortiguador a pH neutro se formaba 
un gel. Aunque no se estudió la estructura de la colágena agregada en estos geles, es probable 
que se tratara de fibras reconstituídas semejantes a las que se obtuvieron al dializar la proteína 
contra A'fP. La metodología descrita por Nagai et. al. (1966), consistente en disolver la 
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colágena en un ácido muy diluído y llevarla a pH neutro añadiendo el amortiguador a una 
concentración mayor, resolvió el problema de la agregación. Los resultados obtenidos 
muestran que la colágena cuticular de P. antillarum es resistente a la degradación por 
tripsina en incubaciones llevadas a cabo a pH 7.3 y 27ºC, este comportamiento indica que la 
molécula de colágena cuticular seguramente tiene una estructura triple helicoidal típica de las 
colágenas. Por otro lado, la incubación con colagenasa bacteriana en las mismas coi'ldiciones 
reveló que la colágena cuticular es suceptible a esta enzima. Es importante hacer notar que la 
degradación por colagenasa produce un fragmento de la colágena cuticular resistente a la 
hidrólisis con un peso molecular aparente de 230,000 este fragmento resistente a la colagenasa 
bacteriana se encontró aún después de 24 horas de incubación. Llama la atención, que este 
comportamiento es similar al de la colágena cuticular del poliqueto Nereis virens. la cual 
también muestra una resistencia parcial a la colagenasa bacteriana dando un fragmento de 
alrededor de 300,000 daltones (Kimura y Tanzer, 1977). 

Hasta ahora los conocimientos y las conclusiones de las líneas evolutivas de la colágena han 
sugerido, según diferentes autores ( 1967. y Kimura, 1983.) que la colágena fué originalmente 
compuesta por un sólo tipo de cadena o<., cuyo gene primordial posteriormente se duplicó 
por mutaciones independientes en segundo y tercer gen, dando como resultados las cadenas0(2 
y O( 3 (Nordwig, et. al. 1969.). Lo anterior a pesar de que se han encontrado colágenas 
formadas por distintas cadenas alfa, parecida a la colágena tipo 1 en grupos primitivos. Kimura 
y colaboradores (1983), han interpretado la presencia de colágenas tipo 1 o semejantes en 
invertebrados (como es claro en ~ sp.) como un desarrollo a lo largo de lineas 
filogenéticas independietes en grupos protostomados y deuterostomados. Los resultados 
de estudios en el equiúrido mhis. unicinctus, sugieren en este sentido que una proteína 
homóloga a la tipo 1 está ampliamente distribuída en la línea animal protostomada, pues su 
presencia ha sido confirmada en los Phyla: Platyhelminta, Mollusca, Annelida, 
Acantocephala y Echinodermata. (Fig. 20). 

Con esta información proponemos una clasificación de las colágenas, sobre las bases de peso 
molecular y composición de subunidades: 
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colágenas 

{ 

nematoda 
cuticulares annelida. 

equiurida. 
sipunculida. 

intersticiales {invertebrados. 
vertebrados. 

membrana basal (invertebrados. 
1 vertebrados. 

Cordados 

Nemer1inos ~ 

. °'""Plalelminlos 

Cienóloros ~ t 1 
Cnidarios~ 1 

Animal 
ancestral 

Espon~~ t \ 
1---~- 1 

,,Protozoarios 
liagelados \ 

Figura 20. Filogenia de las líneas protostomada y deuterostomada (según Bames, R.) 

A pesar de la variabilidad de criterios, y de la presencia de colágena en otras estructuras 
corporales como las cutículas, las colágenas intersticiales y de membranas basales presentes en 
los metazoarios estudiados, exhiben una pronunciada constancia a lo largo de su evolución. 
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En las colágenas cuticulares de invertebrados las diferencias son significativas y probablemente 
son un reflejo de requerimientos tisulares específicos, como es el caso de P. antillarum que 
requiere de una cutícula que le dé soporte y protección. Los anélidos son un Phyllum cercano 
filogenéticamente a los sipuncúlidos, y en ellos también se ha investigado sobre la colágena 
cuticular; de los resultados publicados quiero destacar los siguientes: colágenas de altos pesos 
moleculares , 1 '400,000, l '700,000, y l '900,000 Dalton ( Fujimoto, 1964. y • Kimura. 
1969) ; colágenas con un contenido elevado de hidroxiprolina, y presencia de subunidades con 
un peso molecular de 470,000 ( Kimura. 1969). En esta investigación se mostró que la 
colágena cuticular de P. antillarum tiene también un peso molecular elevado, y ese dato 
470,000 es muy cercano al peso de las subunidades en Nereis ~ y ~ mn.s,. La 
colágena de P. antillarum tiene también un alto contenido de hidroxiprolina (datos no 
presentados). A semejanza de las colagenas cuticulares tanto de poliquetos (Kimura, 1969) 
como de oligoquetos (Fujimoto, 1964 y 1968). Otro aspecto en el que la colágena cuticular de 
este sipuncúlido es similar a la de los anélidos es la resistencia parcial a la colagenasa 
bacteriana. La semejanza de esta proteína con la cuticular de los anélidos, afirma la estrecha 
relación entre anélida y sipuncúlida (sistema nervioso, organización de la pared corporal y 
desarrollo embrionario entre los más notables). Si el desarrollo del metamerismo dió lugar a 
un grupo ancestral (estirpe protoanélida), probablemente los sipuncúlidos divergieron de esta 
línea evolutiva que llevó hasta los anélidos en algún punto inmediato anterior al desarrollo del 
metamerismo. (Figura 21.). 

Rama 
deutcróstomn 

principal 

Estirpe 
cntcrocélica 

primitiva 

Artrópodos 

Equiúridos 

Figura 21. Filogenia de los Phyla celomados (según Hyman, L.) 

Con estudios de esta índole, pretendemos conocer la variabilidad en esta famflia de proteínas: 
las colágenas; además de aportar caracteres para apoyar el estudio de las relaciones evolutivas 
de los metazoarios. 
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