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LRESUMEN.

En este trabajo se efectu6 un andlisis de la coldgena cuticular del sipuncilido Phascolosoma
antillarum, a fin de compararla con otras coldgenas de invertebrados y en particular con la
coldgena cuticular de los anélidos, grupo cercaro filogéticamente.

A nivel de Microscopfa Electrénica se exploré la cutfcula y los paquetes musculares de la
pared corporal de P. antillarum, obteniéndose imdgenes de las fibras de coldgena sélo del
miisculo. El didmetro promedio de las fibras fué de 14.6 +/- 1.8 nm, y no mostraron
periodicidad distinguible,

Los procedimientos de extraccién y purificacién de coldgena cuticular fueron exitosos, pues se
recuperé en el extracto final el 89% de la hidroxiprolina inicial. El patrén electroforético de
. esta coldgena mostré la presencia de un solo componente con un peso molecular de 470,000
En uno de los diferentes intentos por inducir la formacién de cristalitos SLS, se obtuvieron
fibras reconstituidas sin periodicidad aparente, de aspecto imregular y muy delgadas, el
didmetro promedio fué de 9.3 +/- 1.9 nm, medidas en tincién negativa. La colédgena cuticular
de P. antillarum no mostré susceptibildad a la degradacién con tripsina ain después de 23
horas de incubacidn, sin embargo al ser incubada en presencia de colagenasa bacteriana, di6
lugar a fragmentos de peso molecular inferior a los 470,000 Datton, destaca un fragmento de
aproximadamente 230,000 Dalton, resistente a la colagenasa ain después de 24 horas de
incubacién,



1. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA.

Extendida en todo €] Reino Animalia, la protefna méis abundante es la coldgena. Esta es el
componente mds importante y abundante del tejido conectivo, al que da forma y rigidez. La
coldgena estd presente desde las esponjas (fibras de espongina), hasta los primates. -

Con respecto a otras protefnas la coldgena es particularmente abundante en los animales; por
ejemplo en los mamiferos constituye el 30% de todas las protefnas del cuerpo, encontrandose
. responsable de la integridad funcional de distintos tejidos y érganos como: cartilago, cémea,
membranas basales en general, dientes, piel, tendones, glomérulos renales, como soporte
estructural de vasos sanguineos, etc. (Nimni, 1983.,Gross, 1961. y Trelstad, 1981 ).

En la actualidad se habla de la coldgena como una familia de moléculas especializadas, cada
una producto de genes diferentes que han evolucionado hacia funciones estructurales
particulares en la matriz extracelular, Es comiin a todas las moléculas de colégena la rep\.ncuin
del tripéptido Gly-X-Y , que da lugar a una estructura triple helicoidal.

Bsta protefna se encuentra en el material intersticial llamado matriz extracelular. Al
microscopio electrénico se ponen de manifiesto numerosas fibras (Fig. 1), Cada fibra estd
formada a su vez por Ia unién de fibrillas, Las moléculas que componen a estas fibrillas son
-precisamente las moléculas de coldgena, Esta protefna fué aislada por vez primera en los affos
50 por Gross. Schmilt & Higberger. ( Ramachadran, y Reddi.,1976).



La principal propiedad de todas las moléculas de la familia de la colégena es su estructura
triple helicoidal formada en la mayorfa de los casos por tres subunidades polipeptidicas

denominadas cadenas alfa. Estas pueden ser diferentes (heterotrimero) o iguales entre si
(homotrimero).

Cada subunidad pofipeptidica 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 trimero tiene una longitud aproximada de 280 nm y un didmetro de 1.5 nm
Esta estructura de hélice abierta es ideal para formar fibras que resistan tensiones. (Riehl. 1980).

Figura 1. Micrografia electrénica que muestra la organizacién en fibrillas de la
coldgena. A:Fibroblasto. B: Matriz Extracelular, ( Trelstad. 1981 ).



La estructura de triple hélice esta determinada por Ia secuencia de aminodcidos que componen
la cadena alfa, es decir por la estructura primaria que en el caso de la colsgena es la repeticién
del tripéptido Gly-X-Y- en donde Gly es glicina, y X y Y, cualquier otro aminodcido. La -
Glicina juega un papel muy importante ya que es un requerimiento sin el cual no se formaria
la estructura triple helicoidal, dado su tamafio pequefio que permite el giro de la molécula

(Fig. 2).
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Figura 2. A: Las fibrillas de coldgena al microscopio electrénico ruestran un aspecto
estriado periédico de 67 nm B: En la fibrilla las moléculas de coldgena se arreglan
desplazadamente una con respecto a la otra. C: Cada molécula es un haz de 300 nm de
fargo. D: La molécula triple helicoidal tiene 1.4 nm de didmetro. E: Cada una de las
subunidades polipeptfdicas  {cadenas oL ) que constituye la triple hélice tiene una
secuencia de 1,050 aminodcidos que giran a la izquierda con tres residuos por vuelta. F: La

secuencia de aminodcidos se caracteriza por la reiteracién  del tripéptido Gly-X-Y.
(Trelstad. 1981)



La importancia funcional de la coligena radica en que las moléculas forman estructuras
fibrilares en el tejido conectivo.En la coldgena tipo I las moléculas se arreglan
escalonadamente una con respecto a ofra 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 perfodo D. Las moléculas estdn entonces desplazadas con respecto a sus vecinas
por un perfodo D (Fig. 3). Este arreglo periddico explica la apariencia estriada de las ﬁbras de
coldgena tipo I que se observa al microscopio electrénico,

coligena {300 rm)

Figura 3, 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, estd

desfasado una distancia de 0, 1,2,3, 0 4 D, del extremo de las moléculas vecinas.(Trelstad.
1981).

En ambos extremos de la molécula se encuentran secuencias terminales ilamadas telopéptidos.

En estas zonas las cadenas o¢ son pobres o exentas de glicina y prolina; por consiguiente no
estdn arregladas entre s{ 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 coldgena en las fibrillas.



Otra caracteristica comin e importante de las moléculas de coldgena es su alto contenido en
iminodcidos (de 150 a 250 por cada mil aminodcidos), esto determina la estructura secundaria
helicoidal de las cadenas o« .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
moléeula. (Nimni, 1983 ).

Se ha propuesto que Ia 4-hidroxiprolina puede formar puentes de hidrdgeno intercatenarios que
estabilizan la estructura triple helicoidal. Existen modelos que relacionan la cantidad de
iminodcidos con 1a temperatura de desnaturalizacién de la molécula (Jossé, and Harrington.
1964). Estudios de modelos de péptidos indican que la hidroxiprolina contribuye a la
estabilidad térmica m4s que la prolina. Se ha mostrado que existe una correlacién casi lineal
entre la temperatura de desnaturalizacién de la coldgena y el contenido total de iminodcidos
(prolina + hidroxiprolina). (Ramachandran. et. al. 1973 y Torre-Blanco. 1987).

Otro aminodcido importante es la hidroxilisina, a la que se le unen azicares y que junto con la
lisina interviene en las uniones covalentes inter ¢ intramoleculares. La lisina puede ser
hidroxilada en el 5° dtomo de carbono, y a este grupo hidroxilo se le une glucosa y galactosa.
Las uniones covalentes entre las moléculas de coldgena se deben también a modificaciones en
la lisina e hidroxilisina; que se efectiian en el 6°4tomo de carbono. Esta modificacién es una
desaminacidn oxidativa, cuyo resultado es la formacién de un grupo aldehido en el sexto
carbono. Los primeros enlaces que se forman son débiles, de cardcter hidrofébico e
interacciones idnicas, después se forman enlaces covalentes que son los que estabilizan a la
molécula, Si algunas de las modificaciones de los aminodcidos no ocurren por deficiencias
enzimdticas, se traducen en enfermedades del tejido conectivo. por ejemplo el escorbuto
(ausencia de hidroxilacién de Ia prolina) o el sindrome de Ehlers-Danlos (ausencia de
hidroxilacién del 5° dtomo de carbono de la lisina).

Cabe mencionar que la hidroxiprolina es un aminodcido casi exclusivo de la coldgena (existe
también en el factor Clq del complemento, en la colinesterasa y en los vegetales en la
conexina), Esta es una particularidad 1til cuando se trata de conocer la concentracién de la
coldgena mediante la cuantificacién de este aminodcido, pues su ausencia o presencia y en que
cantidad revela lo mismo de la coldgena,



Experimentos in vitro han mostrado que la coldgena soluble extrafda con dcido acético o
amortiguador de citratos, es capaz de reagregarse con €l patrén tfpico de estriacién 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 coldgena tipo I pueden formar
estructuras de orden superior distintas al arreglo esacalonado tfpico (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 glicoprotefnas (alfa 1 derivada del suero sangufrieo o glicosamfn
glicanos) a una solucién de coldgena en dcido acético . En estas estructuras las moléculas de
coldgena se encuentran acomodadas paralelamente, pero orientadas en diferentes direcciones
con respecto a los extremos amino y carboxilo terminal lo que produce un patrén
centrosimétrico de bandas, reflejo de la distribucién simétrica de los residuos polares y no
polares.

. Los cristalitos SLS se obtienen mediante la incorporacién de polianiones como el adenosin
trifosfato (ATP) a soluciones dilufdas de coldgena en bajas concentraciones de 4cido acético.
En estos cristalitos las moléculas se asocian lateralmente en forma paralela y en la misma
direccién sus extremos amino y carboxilo terminales, de tal forma que la longitud del cristal
coincide con la de la molécula.. Presentan también un patrén de bandas que refleja la
distribucién de amino4cidos polares y no polares a lo largo de la molécula. Cuando los
cristales SLS se tifien negativamente y se observan al microscopio se facilita la mediciéon de
su longitud; y al tefiirse positivamente se encuentra el pairén de bandas particulares. Esta
correlacién existente entre el tamaiio del cristalito y el de la molécula, asf como entre el
patrén de bandas y la distribuci6n de cargas, son propiedades que proporcionan informacién de
gran reproductibilidad e importancia en el andlisis estructural de la protefna y ha permitido
comparar las coldgenas de diferentes tipos o de diferentes especies entre sf.



2, HETEROGENEIDAD MOLECULAR.

Existen diferentes tipos especificos de coldgena, a pesar de que todas se apegan al patrén
descrito; es decir se trata de una familia de protefnas (Bomstein. 1980 ), producto de la
codificacién de diferentes genes. El perfil de la distribucién de diferentes coldgenas 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 coldgena.*

Coldgena Tipo 1.

El primer tipo genético de coldgena identificado; s ¢l mds abundante y mejor conocido ; se
denomina Coldgena Tipo I (Miller. 1971.). Su distribuci6n es amplia, pues aparece en piel,
vasos sangufneos, comea, dientes, ligamentos y es el principal componente colagénico del
hueso y tendén. Estd compuesta por dos cadenas polipeptidicas idénticas o4 1(I) y una
diferenteex2(I). La férmula abreviada de la Coldgena Tipo I es entonces: [o<1(I)J2oX2(D).
(Bornstein. 1980 ).

Coldgena Tipo II.

Sélo se ha descrito en el cartflago hialino. Es una molécula formada por tres cadenas idénticas
entre sf llamadas e<1(II). Son distintas a las & 1(I) en la composicién de aminodcidos. La
Coldgena Tipo II, comparada con la Tipo I contiene mayor cantidad de carbohidratos
- asociados, su férmula es f<l(ID]3. (Bomstein, 1980, y Miller. 1972).



Coldgena Tipo I,

Aparece principalmente en etapas tempranas del desarrollo formando parte de Ia piel y vasos
sanguineos, mientras que en la piel del adulto constituye sélo el 10% (Nimni. 1983.). Coexiste
frecuentemente con la Tipo I asociada a fibras reticulares de drganos parenquimatosos como
pulmdn, higado, rifidn, miocardio, bazo y en los tejidos que poseen gran elasticidad: piel,
paredes arteriales y cordén umbilical formando agregados fibrilares intersticiales. Igual que la
Coldgena Tipo If es un homotrimero de cadenas polipeptidicas idénticas llamadas oL 1(TII), su
férmula es oC 1(TIN3. (Bornstein. and Miller. 1971).

Coldgena 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
polipeptidicas, Se han identificado dos diferentes tipos de cadenas llamadas & 1(IV) yX2(1V),
que se asocian en dos formas; una, la mds abundante en que se mezclan dos cadenas 1y
una <42 y la otra en que la proporcién se invierte, su férmula es {o< 1(IV)]2¢2(IV) y =< |
IV)[e(2(V)12. Posee un contenido mayor de hidroxiprolina y menor de glicina que los
tipos intersticiales asf como mayor cantidad de carbohidratos que otro tipo de coldgena. La
Coldgena Tipo IV presenta secuencias no colagénicas. Estos dominios globulares en los
extermos amino y carboxilo que son tipicos de fas formas inmaduras de 1a molécula permiten,
precisamente adoptar la forma reticular. (Bornstein. 1980 ).

Coldgena Tipo V.

Casi siempre ocurrre alrededor de las células, por lo que ha sido llamada coldgena pericelular.
Al parecer este tipo genético de coldgena participa en la union intercelular y en la
conformacién det citoesqueleto y anclaje de ciertas células a otros elementos del tejido
conectivo. Se ha encontrado también formando membranas basales del misculo liso (Eyre.



1980.). Esta coldgena comparte caracterfsticas con las coldgenas intersticiales aunque las fibras
que forma son de menor tamafio. Se trata de un heterotrfmero donde las cadenas polipeptidicas
se han llamadosc1(V) =.2(V) «¢3(V) o cadenas A, B, y C. (Burgeson. 1976 ).

Coldgena Tipo VL

Presente en vasos sanguineos, itero, placenta, ligamentos, piel y pulmén. 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 porcién central. Este
tipo de coldgena presenta tres cadenas distintas entre si:o¢ 1(VI) oK 2(VI) o<3(VI). (Odermatt.
et. al. 1983).

Coldgena Tipo VII.

Se encuentra en las fibras de anclaje de las membranas basales sdla o en forma de dimero
microfibrilar. Muestra un tamafio mayor que el comiin por lo que se Je conoce como coldgena
- de cadena larga. Casi la totalidad de su estructura es triple helicoidal. Estd formada por tres

cadenas polipeptidicas iguales lamadase<1(VID); su férmula es [o<1(VID)]3. (Bentz.. et.
al, 1983 ),

Coldgena Tipo VIIL,

Se ha identificado en cultivo de algunos tipos de células endoteliales, Se sabe que forma
hélices pequefias y que la protefna muestra zonas sensibles a la accién de proteasas
inespecificas, lo que sugiere la existencia de zonas sin triple hélice. Presenta tres cadenas
iguales; o 1(VIIL). La férmula es fo1(VIID]3. (Sage. et. al: 1984 ).



Coldgena Tipo IX.

Originalmente considerada como un componente menor del cartflago, datos recientes indican
que la cantidad de coldgena tipo IX en el cartilago estd por encima del 20% de la Coldgena
Tipo II. Se trata de un heteropolimero de tres cadenas o< genéticamente distintas:

O HIX) o 2(IX)o3(IX). Una caracterfstica inusual de este tipo de coldgena es la presencia
de glicosaminoglicanos unidos covalentemente en la cadena <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 ios
espacios pericelulares inmediatamente alrededor de los condrocitos, 1a forma en que se agrega
y su funcién son desconocidas, sin embargo su qufmica y localizacién sugieren una relacién

ffsica cercana con la Coldgena Tipo Il y con la superficie de las fibras del cartflago. (Vander
Rest, 1985 ).

Coldgena Tipo X.

Se trata de una cadena corta aislada de cartflago. Es notable su pequefio tamafio y la ausencia
de puentes disulfuro., Contiene tres cadenas << 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 Ja digestién con tripsina. La
distribucidn de la Coldgena Tipo X en el hueso en crecimiento est4 restringida a 1a zona de los
condrocitos hipertrofiados; células que aparentemente la sintetizan. Esta protefna juega un
papel importante en la transicién de cartflago a hueso pues se encuentra asociada a las
vesfculas de la matrfz del cartflago en Jas que se acarea la fosfatasa alcalina y el calcio,
que son los involucrados en 1a iniciacién de la calcificacién del cartflago. Se desconoce como
ocurre exactamente (Schmid. and Lisenmayer. 1985 ).

Coldgena Tipo XI.

Este tipo genético de coldgena estd formado por tres cadenas polipeptidicas diferentes entre si:
- o&1(X1),,2(XT), yo<3(XI) de peso molecular aproximadamente100,000 cada una, asf como
una composicién de aminodcidos que permite identificarlas como cadenas colagénicas.
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Aparentemente ocurre sélo en cartflago y ha sido observada fecuentemente en cultivos que
producen otros tipos de coldgena especifico de cartflago (Tipos I, IX, y X). La funcidén del
Tipo XI de coldgena es desconocida, pero es posible que se trate de interacciones con el
dominio globular de la coldgena Tipo IX y con otros componentes de la matriz cartilaginosa.
(Liss, A. 1987, y Burgeson, R. 1988.).

Colégena Tipo XU,

Contribuye con la estructura de las fibras de cartilagos y tendones. Recién analizada a partir
del mRNA de fibroblastos en tendén. La secuencia de aminodcidos es homéloga, pero no
idéntica a Ja de la Coldgena Tipo IX (encontrada exclusivamente en cartflago).’Se ha detectado
el mRNA de la Coldgena Tipo XII en tejidos no cartilaginosos como calvaria y tendén. La

Coldgena Tipo XI es un constituyente normal de la matriz del tendén.(Dublet & van der Rest,
1987 ).

Coldgena Tipo XIII.

De esta protefna se conoce muy poco. Se ha determinado s6lo a nivel de cDNA. La funcién
se desconoce, y con respecto a su estructura, Se presume en el transcrito la presencia de tres
dominios triple helicoidales. Su férmula quizd sea | (XIID)? . (Pardo. 1993).

Coldgena Tipo XIV.

Esta protefna ha sido recientemente descrita en piel fetal y tenddn, y se trata de un
homotrimero, Comparte con las coldgenas tipo IX y XII las siguientes caracterfsticas: 1. No es
capiz de formar fibras por si misma, sino que se encuentran asociadas a Jas coldgenas
fibrilares; y 2. Tienen caracterfsticas estructurales particulares: la molécula se puede dividir
en tres regiones funcionales, la primera con uno o dos dominios triple helicoidales, la segunda

1



es también triple helicoidal, pero constituye un brazo rigido que se proyecta hacia afuera de la
‘fibra y la tercera regién que no es triple helicoidal. Férmula: E:k 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 coldgena en estos grupos son incipientes, Se han descrito un gran mimero
de protefnas de tipo colagénico con caracterfsticas constantes como en vertebrados; asf como
con particularidades diversas. (Adams. 1987).

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

Siguiendo el esquema del Reino Animal propuesto por Margulis (Fig. 4), tenemos ¢! siguiente
acomodo de grupos.
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Figura 4. Filogenia del Reino Animal segtin Margulis[ 1981.



PORIFERA

Estudios de microscopfa electrénica y andlisis de aminoicidos han demostrado 1a presencia de
coldgena en esponjas (Ircinia sp.). Estas fibras de coldgena se encuentran formando la
espongina que constituye el esqueleto orgdnico de estos organismos. (Junqua. 1976.). En la
esponja de agua dulce Ephydatia mulleri el andlisis de aminoécidos indica que Ia protefna es
homdloga a otras fibras de coldgena, en particular, comparte algunas caracterfsticas con la
Coldgena Tipo XI. El aislamiento del DNA que codifica para esta protefna revela una
organizaci6n intrén-exén emparentada con la familia génica de la coldgena fibrilar. Ademds se
ha descrito un exdén de 18 pares de bases que es el mds corto exdn hasta ahora conocido
codificador de una secuencia colagénica triple helicoidal. (Exposito. and Garrone. 1989 ).

CNIDARIA

En este grupo las anémonas Actinia equina  y Metridium sp. presentan alto contenido de
coldgena en la mesoglea. La coldgena presenta un peso molecular de 300,000 -310,000 tres
cadenas idénticas de peso molecular 100,000 es decir se trata de un homotrimero. Tiene un
5-6% de hidroxiprolina. En Hydra sp. se han encontrado puentes disulfuro (Nordwing. 1969 y
1973 y Adams. 1978.). Por otro lado, la coldgena de 1a medusa Stomolopus pomurai presenta
una composicién de subunidades parecida a la de la Coldgena Tipo V de veriebrados, o sea
un heterotrimero: o< 1o<2=43 tiene un 30% de glicina. (Miura, y Kimura, 1985.).

PLATYHELMINTA

El pardsito hepdtico Fasciola hepatica presenta una coldgena de tres subunidades con un peso
molecular de 500,000 que decae a 320,000 después de estar almacenada por varias semanas a
59C 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 ademds un porcentaje en peso en
hexosas mds alto que en los verterados -12.8%-. Forma cristalitos SLS que recuerdan en



cuanto a tamafio y patrén de bandas a la Coldgena Tipo I de vertebrados. (Nordwig. and
Hayduk. 1969 ). La coligena del estado larval de la tenia Taenia solium asf como la del
adulto, presenta algunas particularidades: carece de hidroxiprolina forma fibras delgadas
sin aparente periodicidad, tiene una temperatura de desnaturalizacién de 36°C y su patrén de
bandas en los cristalitos SLS es completamente diferente al observado en coldgenas de
vertebrados y en otros invertebrados, (Torre-Blanco y Toledo. 1981 ).

NEMATODA

En el casode este Phyllum se conocen resultados sobre la coldgena cuticular.. Para el caso de
Ascarig lumbricoides se ha encontrado un peso molecular de 62,000 (Mc. 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 1a triple hélice estd 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 caracterfstica es la presencia de cistefna, lo que parece
contribuir a la formacidn de agregados macromoleculares. Tiene un 20% de prolina.
Estudios han mostrado que Ascaris Jumbricoides presenta otro tipo de coldgena en Ja capa
muscular (Fujimoto, 1968.), cuya composicion de aminodcidos recuerda mds a las
coldgenas de vertebrados que a Jas cuticulares; incluso puede agruparse dentro del grupo de las
coldgenas intersticiales. (Ayala. 1982.). Del nemdtodo Ascaris summ se conoce la coldgena de
la membrana basal intestinal en donde se han encontrado subunidades de peso molecular
179,000 - 185,000. El andlisis de los componentes polipeptfdicos recuerda, igual que en el
caso de la coldgena de 1a capa muscular de A. lumbricoides, a la coldgena de los vertebrados.
(Noelken, et. al. 1986 ).

ANNELIDA.

Los estudios de coldgena en este Phyllum han arrojado al menos dos tipos diferentes de
coldgena: 1. La coldgena extrafda del cuerpo de 1a lombriz de tierra, libre de cutfcula, asf
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como la coldgena del misculo de Hermodice sp. (Garza. 1984.), que por sus caracterfsticas de
peso molecular y composicién de subunidades estén relacionadas con las coldgenas interticiales
de los vertebrados, y 2. Las coldgenas cuticulares que han sido mejor caracterizadas y que
presentan las siguientes caracterfsticas:

Lumbricus lerrestris: la coldgena cuticular de este anélido tiene un peso molecular de
aproximadamente 1'900,000 en contraste con el de 300,000 de las coldgenas 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 estdn hidroxilados. (Fujimoto.
1964 ). Los poliquetos marinos Nereis virens (Murray. et. al. 1982.) y N. japonica (Kimura.
1969) tienen coldgenas cuticulares con caracterfsticas similares a las de la lombriz de tiesra.
Sus pesos moleculares son de 1'400,000 y 1'400,000 - 1'700,000 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 colégena cuticular desnaturalizada de
Nereis revelan la existencia de dos tipos de subunidades, en proporcién molar 2:1 comparable
a la férmula (9¢1)2+<2; cada cadena polipeptédica tiene un peso de 470,000 dalton,

MOLUSCA.

En la piel del pulpe Qctopus vulgaris se encontté una coldgena de 262,000 dalton y Ia
presencia de dos subunidades: >4 1 de 92,000 dalton y <X 2 de 85,000 dalton; sugiriendo la
férmula (e41)2042(Kimura. 1981.). E!l misculo del mismo animal tiene dos tipos distintos de
coldgena: una fraccién mayor de 300,000 dalton y cada subunidad de 100,000 como en la
Coldgena Tipo I, y una fraccidn menor que contiene unicamente cadenas X.(Takema. 1982).
En el abulén se encontrd que la coldgena del musculo del pie tiene tres cadenaseX idénticas
con un peso molecular de 100,000 cada una (Kimura. 1974.). En el cartflago craneano del
calamar Todarodes pacificus se ha encontado que la coldgena es rica en carbohidratos y
corresponde a la Tipo I; es decir 300,000 dalton, tres subunidades de 100,000 cada una y una
composicién de subunidades (e41)2A2, ademds de un 38% de glicina. (Kimura. 1984 ).

Estudios comparativos de coldgenas aisladas de otros invertebrados revelan la presencia de
caracterfsticas parecidas a las colfgenas intersticiales de vertebrados: tres subunidades con un
peso molecular aparente de 100,000 cada una. Tal es el caso de Maracanthoryneus
hitudinaceus, Acantocephala. (Cain. 1970.), Urechis unicinctus, Echiurida. (Kimura. 1983 ),
Echinodermata (Pucci - Mianfra. 1978) , Logusta migratoria, Arthopoda. (Ashurst. 1980),



Periplaneta americana, Arthopoda: insecta. (Francoise, 1980.), y del mismo Phyllum los
crusticeos cangrejo y langosta, (Kimura, 1969 y 1986 ).

)

Me parece importante comentar la escasez de investigaciones sobre coldgena en el :Phyllum
Arthopoda, a pesar de ser el grupo de animales mds abundante, diverso y evolucionado. En las
revisiones sobre coldgena de invertebrados publicadas (Adams, 1978 y Norwing, 1969), se
mencionan 14 citas referentes a artr6podos. Estos son solo datos aislados y sin correlacion.
Una investigacién mds completa , fué la que realizé Kimura, en 1986 en donde analizé la
coldgena del miisculo abdominal de dos crustdceos (una langosta y un langostino), este estudio
tuvo una razén comercial, que fué la de caracterizar €l deterioro que sufre el tejido después de
la refrigeraci6n; un problema general en la comercializacién de crustdceos. Aparte de este, los
otros estudios de coldgena en artrépodos no revelan aparentemente ninguna caracterfstica
estructural o bioqufmica de la coldgena, que no tenga precedente en los demds estudios de
invertebrados y vertebrados.

En la figura 5 se presenta una tabla que resume la informacidn presentada sobre coldgena en
invertebrados.
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ETI

El presente trabajo pretende llevar a cabo un andlisis de la coldgena cuticular de un organismo
aparentemente relacionado filogenéticamente con los anélidos, el sipuncilido Phascolosoma
- antillarum, a fin de compararla estructuralmente con la coldgena cuticular de los anélidos y
establecer asf la posible relacién evolutiva entre las coldgenas de ambos grupos.

El Phylum sipuncilida agrupa aproximadamente a 330 especies de animalés celomados y
protostomados de aspecto externo sencillo, como el de un cacahuate. Tienen un introverso
invaginable y un tronco que es de forma cilfndrica, periforme, de saco o vermiformes como es
en la mayorfa de los casos. Son de color pardo y miden desde 2 mm hasta 72 cm. Son
animales exclusivamente marinos cosmopdlitas 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 simetrfa bilateral. Carecen de aparato
circulatorio y respiratorio. Son dioicos sin dimorfismo sexual aparente y con fecundacién
externa. Se alimentan de materia orgénica existente en el fango y arena que toman (Cendero.
1971., Meglitsch. 1978 y Barnes . 1972)

En este trabajo se utilizé la especie Phascolosoma antillarum (Fig. 6 ), que se encuentra en las
costas del Atldntico, Golfo de México, Brasil y Centroamérica. Pertenece a la familia
Phascolosomatidae y se distingue por poseer un disco oral con tentdculos e introverso con
papilas (Gibbs. 1977).
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Figura 6 . Phascolosoma antillarum. Aumentos: 3X.

A: Animal entero. 1. Collar cefélico. 2. Ano, 3. Nefridio,
B: Animal disecado. 1. Génada. 2. Corddn nervioso. 3.Intestino. 4.Musculo alargador.
5.Miisculos longitudinales. (Gibbs. 1977).
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IVMATERIALES Y METODOS.

Ciento cincuenta y ocho ejemplares del sipunciilido Phascolosoma antillarum fueron colectados
en Isla Sacrificios, Veracruz en la zona de Ia 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 destiné para el trabajo de
Bioqufmica y el vivo para Microscopfa Electrénica.

La determinacién del género y la especie se efectud en el Laboratorio de Invertebrados de la
Facultad de Ciencias.

%
Y§§ I.Verde
% A.Pajaros

REPUBLICA
MEXICANA

Qcéano
Pacifico

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

Un organismo vivo se diseco en glutaraldehido al 2.5% preparado con agua de mar-filtrada,
separando fragmentos de tejido de la pared corpoal muscular y cutfcula, d¢ 1 x 1 mm
aproximadamente; ese tejido se fij6 en la misma solucién durante dos horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 20°C). Una parte fué postfijada en tetraéxido de osmio durante

hora y media y la otra no se postfijé. A continuacién se llevé a cabo l1a deshidratacién seguida
de Ia preinclusién e inclusién en epon. (Fig. 8 ).

D0 R GLUTARALOEHI0O 2 HORAS

ENJUAGAR OON BUEFER DE
FOSFATOS 0.16 M pi 7.3

LA MITRD SE PASO A LA OTRA MITAD SE PASO 2 cambios
1.5 horas TETRAOXIDO DE OSMIO 1:1 A ETAMOL 708 POR 10* —
CON BUFFER DE FOSFATOS
0.16 M pH 7.3
ETANOL 80% por 20' —— 1 canbio
2CAMDIi08 emmmmemee ETANOL 708 por 10' R
ETAWOL 968 por 20' ———— 1 canbio
1 cambio ETANOL 80% por 20'
ETANOL ABSOLUTO por 15'——— 3 cambios
(OO SULFATO DE COBRE).
1 canbio ETANOL 960 por 20°
OXID0 DE #ROPILENC por 15'——13 cambios
3 cambios ETANCL ABSOLUTO por 15' -
{CON SULFATO DE COBRE) . +
PREINCLUSION.
. (OXIDO DE PROPILENO Y
3 cambios QOXIDO DE PROPILENO por 15° FRON 1:21) 12 horas.

PREINCLUSION. EVAPORACION A 20 C
{OXIDO DE PROPILENO ¥ 2 horas.
EPON 1:1) 12 horas.

INCLUSION EN EPCN Y

INCLUSION EN EPON Y POLIMERIZACION A 60°C.
POLIMERIZACION A 60°C. 24 horas,
24 hortas.

Figura 8. Resumen de la técnica de preinclusion e inclusi6n.
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Los bloques se cortaron en un ultramicrotomo Sorval MT-1. Primero se exploraron los bloques
fijados doblemente (glutaraldehido m4s tetraéxido de osmio) y después los fijados sélo en
glutaraldehfdo, eligiéndose estos \iltimos para continuar e} estudio.

La técnica para explorar los bloques consisti6 en tallar con navajas una pirdmide en el sitio en
donde se encuentra el tejido, y de ahi obtener cortes semifinos (aproximadamente Lu ) que se
montaron en un portaobjetos y se tifiieron con una solucién de azul de tolouidina al 1%, para
verificar el estado del tejide en cuanto a fijaci6n, deshidratacién e inclusién, as como localizar
la zona precisa de mayor interés. Se tallé una segunda pirdmide mds pequefia sobre la zona
seleccionada del tejido, que involucré cuticula y pared corporal muscular. Sobre esta zona se
trabajé hasta obtener cortes ultrafinos. Se probaron diferentes métodos de tincidn, buscando las

condiciones dptimas 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 plamo 3N 10’
2, Acetato de uranilo 2% 10’ + Citrato de plamo 3N 5!
3. Acetato de uranilo 1% 2.5 + Citrato de plamo 1.5N 5
4, Acetato de uranilo 0.1%  2.5' + Citrato de plamo 3N 5!
5. Acido fosfotlingstico | 3' - - -
(PTA) 0.01% .
6. Acetato de uranilo 0.01%8 S°' + Acido fosfotlngstico kNl
(PT2) 0.1%
7. Acetato de uranilo 1% 5! + Acido fosfotlngstico 5!
(PTA) 0.4%
8. Citrato de plamo 0.2% 3 - - -
en NaOH 1IN
9, Acetato de uranilo 2% 5! + Citrato de plomo 3N 2.5'
10. Acetato de uranilo 2% 2.5 + Citrato de plomo 3N 5
11. Acetato de uranilo 0.01% 10°' + Acido fosfotlingstico 6'
' 0.1%

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

MEDICION DE FIBRAS.

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

2, OBTENCION DE CUTICULAS DE Phascolosoma antillarum.

Los organismos se mantuvieron congelados a - 16°C hasta el momento de disecarlos. Después
de congelar y descongelar dos veces fué mds sencillo separar la cuticula de la pared corporal
muscular. Con la disecci6n se separaron tres componentes de cada organismo: cutfcula, pared
corporal muscular y érganos internos,

Las cutfculas se mantuvieron congeladas a - 16°C hasta el momento de ser utilizadas.

3. EXTRACCION DE COLAGENA CUTICULAR.

Se descongelaron las cutfculas y se pesaron tres gramos, Las cutfculas pesadas se lavaron tres
veces con agua destilada a 4°C y se pusieron a extraer a 4°C en 250 mi de 4cido acético 0.5 M
conteniendo los siguientes inhibidores de proteasas: Fenil ‘metil sulfonil fluoruro (PMSF)
0.001 M, N-etil maleimida (NEM) 0.002 M, y etilen diamin tetraacetato de sodio (EDTA)
0.01 M.
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Esta mezcla se manutuvo en agitacién continua a 4°C durante 22 horas. La suspensién
resultante se centrifugé a 53,800 g durante 2 horas. Con el precipitado se repitié el
procedimicnto de extraccion tres veces en condiciones similares, Los sobrenadantes se juntaron
y se mantuvieron-a 4°C,

4. PURIFICACION DE COLAGENA CUTICULAR

La purificacién de esta coldgena se efectué con precipitaciones secuenciales de cloruro de
sodio,

A la coldgena cuticular exirafda en dcido acético se le agregé cloruro de sedio hasta llevar la
sal a una concentracién de 2.5%, agitando continuamente en un bafio de hielo. El precipitado
blanquecino de consistencia gelatinosa se resuspendié en 200 ml de 4cido acético 0.5 M. Esta
mezcla se agité a 4° por un perfodo adicional de 40 horas, Esta suspensién se centrifugé a
53,800 durante una hora, el precipitado se eliminé y al sobrenadante se le agregé cloruro de
sodio hasta una concentracién de 2.5% agitando contfnuamente en bafio de hielo a fin de
precipitar la coldgena presente. El precipitado se colecté y resuspendié de nuevo en 500 ml de
4cido acético 0.5 M. Esta suspension se centrifugd por tltima vez a 53,000 g durante una
hora eliminando el precipitado y conservando el sobrenadante a 4°C. (Fig. 10). Esta muestra
purificada y solubilizada se utilizé para los experimentos de andlisis.

Una parte del extracto (20 ml) se precipité con una solucién saturada de sulfato de amonio,
con agitacién contfnua en bafio de hielo. El precipitado se resuspendié y centrifugé
andlogamente al procedimiento anterior.
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Coleccidn de precipitados
y resuspensi6n en 200 m)

ac.ac, 0.5 M

Ul tracentr{fugacién
53,800 g/th

Sobrenadante
precipitado con
NaCl hasta 2.5%

" Resuspensién del
precipitado en 300
ml.ac. ac, 0,05 M

Adicidn !; 250 mt
ac.,ac, 0.5 M

S

Refrigeracién

250 m] ac. ac. 0.5M
PMSF 0.001 M
NEM 0.002 M
E0TA 0.01 M

Agitacitn 22h/4°C

Cutfculas (3g) +

Ultracentrifugacitn
53,800 g/2 h

Sobrenadante (206 ml)“("‘—’\\\.?recfpitado

precipitado con NaCl
hasta 2,5%

Sobrenadante (180 ml)
precipitado con NaCl
hasta 2.5%

’ Agitacitn 40h/4°C

Sobrenadante {200 m!)
precipitado con NaCl

hasta 2.5%
Precipitado

(se eliming)

Agitacién 24 h/a°C

Agitacidn 21h/4°C

Ultracentrifugacibn
53,800 g/1h

SOBRENADANTE

{600 m1)
*COLAGENA SOLUBLE
PURIFICADA*

Precipitado
(se eliming)

resuspensién en 150 ml
ac.ac, 0.5 M

Agitacibn 12h/4°C

Ultracentrifugacifn
53,800 g/2h

Precipitado
resuspensién en 200 m)
ac.ac. 0.5 M,

* § Agitacidn 21h/a°C

Ultracentrifugacidn
53,800 g/2h

Precipitado
{se eliming)

Figura 10. Resumen de la técnica de extraccién y purificacién de la coldgena cuticular de

Phascolosoma antillarum,
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5. DETERMINACION DE HIDROXIFROLINA,

La cuantificacién de hidroxiprolina se efectud en la cutfcula seca y en la solucién de coldgena
cuticular purificada.

Las técnicas de determinacién de hidroxiprolina que se usaron, requieren que la muestra
problema sea previamente hidrolizada en 4cido clorhfdrico 6 N a 100-110°C durante 20-24
horas, a fin de dejar libre la hidroxiprolina. Después se evapora el 4cido y la muestra se
redisuelve en agua destilada.

El principio quimico de los métodos, es la oxidacién de la hidroxiprolina libre con cloramina
T; el producto es un pirrol que al reaccionar con el para-dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB)
forma un complejo rojo que puede ser medido por absorcién en el espectrofotémetro a 557
nm.,

. Se emplearon dos métodos distintos: el de Woessner (1961) apiicable a muestras puras , ya que
varias substancias interfieren en el desarrollo de las reaccines; este método se usé para la
solucién de coldgena purificada. Para la cuticula seca se usé ¢l método de Rojkind y Gonzdlez
(1974), en este método el producto de la oxidacién de la hidroxiprolina se separa de otras
substancias por la extraccién en una fase de tolueno.

6. ELECTROFORESIS,

La técnica usada en la mayorfa de los casos es la citada por Murray. et. al. (1982). Esta se
efectda en geles de poliacrilamida al 4% en presencia de SDS; corriendo a 4 mA por gel.

Las muestras por correr se dializaron contra 4cido acético 0.01 M. Posteriormente se
sometieron a ebullicién durante 3-5 min. en presencia de Sample 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). Asf 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 protefnas. Una técnica
andloga que también se utilizé fué 1a de Laemli. (1987 ).

7. CRISTALITOS SLS.

Una muestra de 0.3 ml de coldgena cuticular en dcido acético 0.1 0.01 M de acuerdo con la
técnica de Murray. et. al. (1982). Alternativamente la didlisis se llevé a cabo en las mismas
condiciones, pero eliminando el cloruro de sodio de la solucién. El gel resultante se disgregé
manualmente y por agitacién y se deposité en rejillas de cobre cubiertas con-una pelfcula de
formvar estabilizada con carbono, La tincién positiva se llevé a cabo con dcido fosfotingstico
al 0.1% durante 3 minutos y acetato de uranilo al 0.01% durante 5 minutos (Bruns y Gross,
1973.). La tincién negativa se llevé 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
electrénico Zeiss EM-10 a 80 KV y fotografiadas a 50,000 aumentos.

E! didmetro de las fibrillas fu€ medido sobre los negativos utilizando una lente de aumento con
una reglilla con escala 1/10 mm incluida.

8. SUSCEPTIBILIDAD A COLAGENASA BACTERIANA .

Se utilizaron tres métodos diferentes para Hevar a pH neutro la colfgena cuticular en 4cido
acético 0.5 M.

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

b) Didlisis a4° C contra un amortiguador tris-HCl 0.03 M, NaCl0.05 M, NaCl 0.15 M, pH
7.3 y CaCl 0.005 M.
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c) Didlisis a 4° C contra 4cido acético 0.005 M ( tres cambios de 24 horas cada uno), una
vez dializada la coldgena cuticular se diluyd en un volumen igual de NaCl 0.4 M, CaCl
0.02Men trissHC1 0.1 M, pH 7.6 (Nagai. 1966).

La coligena cuticular llevada a pH neutro por el tercer método, se incubé en presencia de
colagenasa bacteriana o de tripsina (0.1 mg/ml en tris Nagai-agua 1:1)a 27° C (+/- 1° C).
Para detener la reacci6n se agregé dcido etinén diamino tetracético (EDTA) a pH 7.3 a una
concentracién final de 0.05 M en las muestras incubadas con colagenasa, o inhibidor triptico
de soya a una concentraci6n final de 0.33 mg/ml en las muestras incubadas con tripsina. Las
muestras resultantes fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%
en presencia de SDS, de acuerdo con la técnica descrita por Laemli, 1987, Como contro} se
utilizé coldgena tipo I de tendén de cola de rata.
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1. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Durante la exploracién de los bloques, se eligié trabajar sélo con los tejidos fijados en
gluteraldehido, por ser éste el que mejor conservé el tejido. (Fig. 11).

wetes Maculares
Lgnglu'muln

Paquetes
Musculares
{Fransverales)

2
=2

Figura 11, Esquema de un corte semifino de la cutfcula y pared corporal muscular de P.
antillasum fijada con gluteraldehfdo y  tefiida con azul de tolouidina al 1% (40 X).

No se logré obtener cortes ultrafinos de la cutfcula, pues en €sta existen concreciones calcdreas
que mellan el filo de las cuchillas (Voss-Foucart, S. 1977). Por lo anterior se tallé el bloque
dejando sélo misculo, de ahf se obtuvieron los cortes ultrafinos.
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Durante €l contraste de los cortes, se presentaron muchos problemas de precipitacién de los
metales; uraniio 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 dié mejores
resultados.

Las micrograffas de los cortes de Ia 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 medicién de las fibrillas en los negativos revelé un didmetro promedio de
14.6 +/- 1.8 nm (media /- desviaci6n estdndar n = 64).

Figura 12, Fibras de coldgena. Tejido conectivo de los paquetes musculares de P. aatillarum.
Fijacién: glutaraldehfdo al 2.5%. Contraste: acetato de uranilo al 2% por 2.5 min y citrato
de plomoal 3% por 5 min Aumentos: 75,000 X. Didmetro de las fibras 14.6 +/- 1.8 nm.
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Figura 13, Fibras de coldgena. Tejido conectivo de los paquetes musculares de P. antillarum.
Fijacion: glutaraldehfdo 2.5%. Contraste; acetato de uranilo al 2% por 2.5 min y citrato de
plomo al 3% por § min . Aumentos; 250,000 X, Didmetro de las fibras 14.6 +/- 1.8 nm.

2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE COLAGENA CUTICULAR.

La extraccién de coldgena cuticular se Hevé a cabo a partir de 3 g de cuticulas (peso himedo).
El contenido de agua de las cutfculas fué de 24.2 %, medido después de secarlas en un homno a
100°C. El contenido de hidroxiprolina medido después de hidrolizar un fragmento de
cutfcula seca fué de 30.1 pm/mg.

El procedimiento de extraccién y purificacién de coldgena cuticular descrito en Materiales y
Métodos dié como resultado una solucién viscosa e incolora con un alto contenido de
hidroxiprolina (101.6,ug/ ml). Este método de extraccién mostré tener un alto rendimiento, ya
que en el extracto final se recuperd el 89% de la hidroxiprolina inicial presente en las
cuticulas.

30



La concentracién de NaCl utilizada para purificar esta coldgena produjo un precipitado
blanquecino de consistencia gelatinosa, que se separé facilmente del sobrenadante por
decantacién. El sobrenadante resultante habfa perdido la alta viscosidad caracterfstica del
extracto inicial y fué descartado.

3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA COLAGENA CUTICULAR
DE Paptillanun,

El patrdn electroforético en geles de poliacrilamida al 4% de la coldgena cuticular solubilizada
y purificada de P. aptillarum reveld, la presencia de un solo componente en una banda que
migra escasamente. (Fig.14). Usando como referencia una coldgena tipo I de piel de chivo, la
banda de P. antillarum mostré una migracién menor a Ia de las subunidades de la coldgena
tipo L.

El peso molecular de 470,000 Da de la banda principal de coldgena cuticular se determind
usando las subunidades de la coldgena tipo I como patrén de referencia. (Fig. 14 y 15).
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Figura 14. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% en presencia de SDS. A:
Coldgena cuticular de P. gatillarym, B: Coldgena tipe I de piel de chivo,
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Figura 15. Grédfica que muestra la relacidén entre la movilidad electroforética de la coldgena
tipo I y el logaritmo del peso molecular. Se muestran los valores de movilidad de la
coldgena cuticular de P, antillagum .

4. OBTENCION DE FIBRAS RECONSTITUIDAS A PARTIR DE COLAGENA
CUTICULAR DE P. antillarum.

La coldgena cuticular de P. gntillarum se dializ6 contra ATP (ver materiales y métodos) con la
intencién de inducir la precipitacién de cristalitos SLS. En tres ocasiones se repitid el
experimento en presencia de NaCl 0.1 M obteniéndose un gel transhicido de consistencia firme
en lugar de la suspensién esperada; el exdmen al microscopio electrénico del gel disgregado
revel6 la ausencia de cristalitos SLS y la presencia de grandes agregados sin morfologfa fina
discernible. Cuando €l experimento se llevd a cabo en ausencia de NaCl se obtuvo un gel de
aspecto similar a los anteriores; sin embargo, el exdmen al microscopio electrénico de este gel
reveld la presencia de estructuras fibrilares muy delgadas sin una periodicidad axial aparente
(Figs. 16 y 17). La tincién negativa, en particular, mostré-fibrillas con un aspecto irregular
(fig. 17); estas fibrillas fueron medidas sobre los negativos con una lupa micrométrica

-+encontrindose un didmetro promedio de 9.3 +/- 1.9 nm (media +/- desviacién estandar, n =
64).
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Figura 16. Fibras de coldgena cuticular de P. antillarum reconstituidas en didlisis contra
ATP 0.8%. Tincién positiva: 4cido fosfottingstico 0.1% y acetato de  uranilo 0.01%.
Aumento 225,000 X,
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Figura 17, Fibras de coldgena cuticular de P. antillarum, reconstituidas en didlisis contra
ATP 08%, NaCl 0.1 My azida de sodio 002 %. Tincién negativa :
fosfotungstato de sodio al 2 %, pH 7.4. Aumento: 225,000 X. Didmetro de las fibras:
9.3 +/-1.9 nm,

5. SUCEPTIBILIDAD A COLAGENASA BACTERIANA Y A TRIPSINA.

Como se muestra en la figura 18, la coldgena cuticular de P.gntillarum no parece ser
degradada por la tripsina a 27° C atin despues de 23 horas de incubacidn. Por otro lado (figura
19 ) la coldgena 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 degradacidn destaca un fragmento cuyo peso molecular es aproximadamente de 230,000
daltons resistente a la colagenasa ain después de 24 horas de incubacién,
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Figura 18 . Electroforesis en gel de acrilamida de coldgena cuticular de P. antillarum
incubada en presencia de tripsina a 27 °C. Enlos carriles de izquierda a derecha: 0, 8y 24
horas de incubacién,
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Figura 19, Electroforesis en gel de acrilamida de coldgena cuticular de P. antillarum
incubada en presencia de colagenasa bacteriana a 27°C. En los carriles de izquierda a
derecha: 24 horas de incubacién sin enzima, 8, y 24 horas de incubacién con enzima,
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VLDIS SION

En este trabajé se estudié la presencia de coligena en un organismo del Phyllum
Sipunculida: Phascolosoma antillarum, Se mostrd la presencia de coldgena en el tejido
conjuntivo y en la cutfcula que recubre al animal.

La informacién obtenida mediante Microscopfa Electrénica de los cortes de la capa corporal
muscular, muestra la forma tipica de agregaci6n de la coldgena en fibras extracelulares. Sin
embargo estas son distintas a las fibras extracelulares tfpicas observadas en coldgena tipo 1
de mamfiferos, pues son mds delgadas (14.6 + 1.8 nm) y no se observa una periodicidad
axial. La ausencia de periodicidad axial puede deberse a que en esta coldgena las moléculas
no se encuentran arregladas escalonadamente como es el caso de la coldgena tipo I. Sin
embargo no se puede descartar que la ausencia de estriaciones periddicas 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.

1a dificultad y final imposibilidad para obtener cortes ultrafinos de la cuticula de P,
antillarum radicé en la presencia de escudos muy duros, los datos de la literatura indican que
el andlisis cromatogréfico posterior a hidrélisis 4cida de la cuticula de estos animales muestra
la existencia de un material proteico que podrfa intervenir en el endurecimiento de los
escudos; endurecimiento acentuado por depdsitos de carbonatos. Estos escudos estdn presentes
al menos en otras cuatro especies de sipunciilidos (Aspidosiphon clavatus, Golfingia vulgaris,
Phascolion strombi y Sipunculus nudus.) El material cuticular no proteico se compone, al
menos en parte, de mucopolisaciridos neutros y una cierta cantidad de mucopolisacdridos
4cidos. El andlisis de la presencia de quitina por métodos enzimdticos ha dado resultados
negativos ( Voss- Foucart. et. al. 1977).

38



Se disefi6 un método para llevar a cabo la extraccién de la coldgena cuticular de P.
antillarum.  El procedimiento fué exitoso, pues con su aplicacién a las cuticulas se logrd
extraer en forma soluble el 89% de la hidroxiprolina inicial presente en ia cutfcula.

Con lo que respecta a la purificacién, el método empleado fué el de precipitaciones
secuenciales con NaCl. Este procedimiento es Util en la purificacién de una gran variedad de
coldgenas. El patrdn electroforético de la coldgena cuticular de P. antillarum purificada por
este método mostrS una clara banda que migra escasamente y queda por encima de la banda
del trfmero de 300,000 dalton de col4gena tipo 1. Esto indica que probablemente se trata de un
sélo tlpo de coldgena. El peso molecular determinado para esta protefna, es de 470,000
ntilizando como estandar la coldgena tipo I.

Con el objeto de medir la longitud de las moléculas de colégena extrafdas de la cutfcula,se
intentaron obtener cristalitos SLS a partir de la coldgena purificada. Estos no se formaron en
ninguno de-los distintos intentos. Los cristalitos usualmente forman una suspensién de
apariencia turbia y lo que se obtuvo en todos los casos fué€ un gel de consistencia firme después
de la didlisis contra ATP. El exdmen de¢ esos geles al microscopio electrénico revelé que en
esas condiciones lo que se forma son delgadas fibras. La medicién de las fibras
reconstituidas tefiidas :egativamente revel6 que poseen un didmetro medio de 9.3 nm. Debido
a que no contamos con micrograffas de la cuticula, no podemos establecer una relacién entre la
estructura de las fibras reconstituidas y la estructura in_situ de esta coldgena. Un estudio
posterior en este sentido serfa interesante ya que podria dilucidar si la coldgena cuticular estd
organizada en forma de delgadas fibrillas o si las fibras reconstitufdas son una forma artificial
de agregacidn de esta coldgena. Sin embargo es interesante hacer notar que la coldgena
cuticular del poliqueto Alvinella pompejana estd formada por microfibrillas muy delgadas de 3
a5 nm de didmetro que a su vez se agrupan formando fibrillas mas gruesas (Gaill y Bouligand,
1987). La coldgena cuticular del poliqueto Paralvinella grasslej, también muestra la presencia
de fibrillas formadas por microfibrillas mds delgadas (Lepescheux, 1988) aunque los autores
no reportan la medida . En ambos casos se trata de fibrillas 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 coldgena cuticular a pH neutro,
ya que al dializar la coldgena soluble en 4cido contra un amortiguador a pH neutro se formaba
un gel. Aunque no se estudié la estructura de la coldgena agregada en estos geles, es probable
que se tratara de fibras reconstituidas semejantes a las que se obtuvieron al dializar la proteina
contra ATP. La metodologfa descrita por Nagai et. al. (1966), consistente en disolver la
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coldgena en un dcido muy dilufdo y llevarla a pH neutro afiadiendo el amortiguador a una
concentracion mayor, resolvié el problema de la agregacién. Los resultados obtenidos
muestran que la coldgena cuticular de P. antillarum es resistente a la degradacién por
tripsina en incubaciones llevadas a cabo a pH 7.3 y 27°C, este comportamiento indica que la
molécula de coldgena cuticular seguramente tiene una estructura triple helicoidal tipica de las
coldgenas. Por otro lado, la incubacidn con colagenasa bacteriana en las mismas condiciones
reveld que la coldgena cuticular es suceptible a esta enzima. Es importante hacer notar que la
degradacién por colagenasa produce un fragmento de la coldgena cuticular resistente a la
hidrélisis con un peso molecular aparente de 230,000 este fragmento resistente a la colagenasa
bacteriana se encontré afin después de 24 horas de incubacién. Llama la atenci6n, que este
comportamiento es similar al de la coldgena 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 Ifneas evolutivas de la coldgena han
sugerido, segiin diferentes autores ( 1967, y Kimura, 1983.) que la coldgena fué originalmente
compuesta por un sélo tipo de cadena o, cuyo gene primordial posteriormente se  duplicé
por mutaciones independientes en segundo y tercer gen, dando como resultados las cadenas=2
y o3 (Nordwig, et. al. 1969.). Lo anterior a pesar de que se han encontrado coldgenas
formadas por distintas cadenas alfa, parecida a la coldgena tipo I en grupos primitivos. Kimura
y colaboradores (1983), han interpretado la presencia de coldgenas tipo I o semejantes en
invertebrados (como es claro en Qgtopus sp.) como un desarrollo a lo largo de lineas
filogenéticas independietes en grupos protostomados y deuterostomados. Los resultados
de estudios en el equitirido Urechis unicinctus, sugieren en este sentido que una proteina
homdloga a la tipo I estd ampliamente distribuida en la lfnea animal protostomada, pues su
presencia ha sido confirmada en los Phyla: Platyhelminta, Mollusca,  Annclida,
Acantocephala y Echinodermata, (Fig. 20).

Con esta informacidén proponemos una clasificacién de las coldgenas, sobre las bases de peso
molecular y composicién de subunidades:
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nematoda
cuticulares | annelida.
equiurida,
sipunculida,
coldgenas

intersticiales { invertebrados.
vertebrados.

membrana basal | invertebrados.
vertebrados.

Cordados Aitropodos

Hemicordados

Aneiidos

Equinodermos Moluscos

Nemertinos

\Plnle|min|os

Clandloros
Cnigarios %

Animal
ancestral

e~

.'Prolozoavios
/ Nlagelados |

Figura 20. Filogenia de las lfneas protostomada y deuterostomada (segin Bamnes, R.)
A pesar de la variabilidad de criterios, y de la presencia de coldgena en otras estructuras

corporales como las cuticulas, las coldgenas intersticiales y de membranas basales presentes en
los metazoarios estudiados, exhiben una pronunciada constancia a lo largo de su evolucién,
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En las coldgenas cuticulares de invertebrados las diferencias son significativas y probablemente
son un reflejo de requerimientos tisulares especificos, como es el caso de P. antillarum que
requiere de una cutfcula que le dé soporte y proteccién. Los anélidos son un Phyllum cercano
filogenéticamente a los sipuncilidos, y en ellos también se ha investigado sobre la coldgena
cuticular; de los resultados publicados quiero destacar los siguientes: coldgenas de altos pesos
moleculares , 1'400,000, 1'700,000, y 1'900,000 Dalton ( Fujimoto, 1964, y *Kimura,
1969) ; coldgenas con un contenido elevado de hidroxiprolina, y presencia de subunidades con
un peso molecular de 470,000 ( Kimura. 1969). En esta investigacién se mostré que la
coldgena 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 japonica y Nereis virgns. La
coldgena de P. apfillarum tiene también un alto contenido de hidroxiprolina (datos no
preséntados). A semejanza de las colagenas cuticulares tanto de poliquetos (Kimura, 1969)
como de oligoquetos (Fujimoto, 1964 y 1968). Otro aspecto en el que la coldgena cuticular de
este sipunciilido es similar a la de los anélidos es la resistencia parcial a la colagenasa
bacteriana. La semejanza de esta protefna con la cuticular de los anélidos, afirma la estrecha
relacién entre anélida y sipuncilida (sistema nervioso, organizaci6n de la pared corporal y
desarrollo embrionario entre los m4s notables). Si el desarrollo del metamerismo dié lugar a
un grupo ancestral (estirpe protoanélida), probablemente los sipunciilidos divergieron de esta
linea evolutiva que llevé hasta los anélidos en alguin punto inmediato anterior al desarrolio del
metamerismo. (Figura 21.). '

Artrépodos
Rama Anélidos Equidridos
deuterdstoma
principal .
Sipuncilidos
Lofoforianos
Moluscos
; Estirpe
Estirpe ‘.
cnlcroc%]ica protoanélidos
primitiva / Pscudocelomados .
Platelmintos
Estirpe
ancestral
aceloide

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

Con estudios de esta fndole, pretendemos conocer la variabilidad en esta famflia de protefnas:
las coldgenas; ademds de aportar cardcteres para apoyar el estudio de las relaciones evolutivas
de los metazoarios.
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