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PROLOGO

El objetivo del presente compendio no es el hacer una revision
exhaustiva del campo de la Fisiologia Muscular, sino el de presen-
tar una vision, muy personal, del desarrollo de las ideas, de los
trabajos y de las discusiones que en los ultimos 50 afios han
permitido establecer los mecanismos basicos que rigen la funcion
de los musculos estriados esqueléticos de vertebrados.

Para ello ha sido necesario proveer alguna informacion sobre los
conocimientos de fisiologia muscular, logrados antes de 1960,
porque no se puede hablar de proteinas contractiles sin mencionar
los trabajos de Weber, Kuhne o Szent.-Gyorgyi, ni de fisiologia
muscular sin hablar de los trabajos de A. V. Hill. Como tampoco
se puede hablar de electrofisiologia del musculo sin describir con
cierto detalle los trabajos de Hodgkin y Huxley, que si bien fueron
realizados usando axones de calamar, han sido de importancia
capital para entender el funcionamiento de todos los tejidos exci-
tables.

La mayoria de los trabajos discutidos en este libro ha sido
realizado usando musculos esqueléticos, de rana. De hecho, desde
los trabajos de Hodgkin y Horowicz de 1959-60, se ha hecho
enormemente popular el uso de fibras musculares de Rana
aisladas, en sus diferentes versiones, para la aplicacion de dife-
rentes técnicas. Solo en los ultimos afios se ha empezado a utilizar,
en muchos laboratorios y de manera creciente, musculos de
mamiferos, particularmente preparaciones de fibras musculares
aisladas enzimaticamente.

De manera que el contenido del libro refleja este hecho, y sélo
tangencialmente se discuten resultados obtenidos con otras prepa-
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raciones musculares. Esta decision se debe sobre todo al cre-
cimiento explosivo que han tenido los estudios de Fisiologia Mus-
cular, en sus diferentes campos. Recuerdo que en las primeras
Conferencias Gordon a las cuales pude asistitir a fines de los afios
sesenta el tema era Musculo. Se presentaban trabajos de fisiologia
cardiaca, que ha ido avanzando en paralelo con la fisiologia de
musculos esqueléticos, trabajos sobre la estructura de diferentes
tipos musculares, incluyendo los misculos de invertebrados, que han
aportado, y lo siguen haciendo, valiosa informacion, y trabajos sobre
musculatura lisa, que han permitido notables avances en el enten-
dimiento de los mecanismos de transduccion de sefiales intra-
celulares. Pero, poco a poco el campo se ha ido especializando
hasta el punto que ahora hay respectivas Conferencias Gordon para
todos estos diferentes temas. Esta es mi justificacion por haberme
limitado a los musculos esqueléticos de vertebrados.

En el libro se han presentado con particular énfasis el trabajo de
algunos investigadores como R.H. Adrian, Clara Franzini-Armstrong,
K.W. Chandler, Annemarie Weber, S. Ebashi, H.E. Huxley, A.F.
Huxley, A.L. Hodgkin, L.E. Peachey, K.A.P. Edman, W. Hasselbach,
P. Horowicz, M.F. Schneider, J. Vergara y E. Rios.

Sin embargo los avances alcanzados durante estos ultimos 50
afios en el campo de la Fisiologia Muscular, se deben no soélo al
trabajo de estos investigadores, si no al de muchos otros que sélo
me es posible reconocer de manera colectiva en este prologo.

El libro, como he mencionado, tiene como protagonista principal
a la Fibra Muscular Esquelética de Rana. Por esta razén he
querido empezar el libro con la Oda a la Fibra Muscular, de Brian
Jewell, en la cual si bien no se menciona directamente el origen
ranistico de la fibra, este se sobreentiende, considerando la gran
cantidad de trabajos de Fisiologia Muscular realizados con musculos
de Rana en el Departamento de Fisiologia del University College
de Londres, donde trabajo el Profesor Jewell.

El frontispicio del libro de Borelli me fue gentilmente sumi-
nistrado por L.E. Peachey, y lo incluyo porque a parte de ser
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Borelli napolitano, el libro constituye, segin L.E., el primer intento
de tratar los musculos desde el punto de vista de la Biofisica.

Lamentablemente, no me ha sido posible consultar perso-
nalmente un gran nuimero de referencias que, por su caracter
historico, merecen ser recordadas. El monumental libro de Dorothy
Needham, titulado “Machina Carnis” me ha servido de fuente
para muchas de estas referencias y su contenido, y me he
permitido marcarlas con un asterisco en la lista bibliografica. Con
dos asteriscos estan algunas referencias tomadas de Ingels (1979).
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ODE TO THE MUSCLE FIBRE

I would like to be

A motor nerve terminal
With outstretched fingers
Closely applied to your
Specially sensitive
Postsynaptic membranes.

I would like to check

Your Excitation-Contraction
Coupling mechanism

By sending streams

Of AC potentials

Flushing along your T-tubules.

I would like to feel

The warm surge of calcium
Released from Your S.R.
Flooding my troponins

To cancel allosterically

All my inhibitions.

B. R. JEWELL

I would like to be

An Actin filament
Pulled on and stroked
By busy cross bridges
As I slide merrily
Between your myosins.

I would like to examine

All Your physical properties
By suitable combinations
Of stretches and releases
Very rapid oscillations

And other manipulations.

And after that crescendo
Of contractile activity

I would like to share

In your relaxation phase
The gentle disentangling
And the gentle restoration
Of the Status QUO.
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INTRODUCCION

Los musculos han sido objeto de estudio desde los tiempos de
Empédocles, quien cinco siglos antes de Cristo di6 origen a la
teoria neumatica, segun la cual, los movimientos se debian a la
transferencia de una sustancia gaseosa entre las diferentes partes
del cuerpo. De una u otra forma esta teoria se sostuvo prac-
ticamente hasta finales del siglo XVIIL.

JOH. ALPHONSI BORELLI

Neapaltans Mathefeos Prifefforis,
D E

MOTU ANIMALIUM,

PARS PRIMA
Editio Nova, a plurimis mendis repurgata,
AC
DISSERTATIONIBUS PHYSICO-MECHANICIS
DE

MOTY MUSCULORUM, ET DE FFFERFESCENTIA,
ET FERMENTATIONE,

CLARISSIMI VIRI
JOH.BERNOULLII
MATHESEOS PROFESSORIS BASILEENSIS,
Aufla, & ornata.

HAGE COMITUM,
Apd YETRUM GOSSE
MDCCXLIIL

Figura I.1 Frontispicio del libro de Giovanni Borelli sobre el movimiento
de los animales.
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Segiun Aristoteles (384-322 a.C.) la sede del neuma era el
corazon, originandose los movimientos en los tendones. Erasistrato
(¢.304-250 a.C.) fue el primero en identificar a los musculos como
responsables del movimiento. Perteneciente a la escuela alejandrina,
postuld que habia dos formas de neuma, uno que llamo Espiritu
vital, que del corazon pasa a todo el cuerpo por medio de las arterias,
y que al llegar al cerebro se convierte en el otro, llamado Espiritu
animal. Este es llevado desde alli hacia todo el cuerpo a través de los
nervios, que se visualizaban como una especie de tubos vacios y que
podian servir al mismo tiempo como 6rganos sensores 0 motores.

Por casi dos mil afios no hubo mayor progreso en el campo, ya
que teorias parecidas fueron sostenidas por Galeno (129-200 d.C.)
y Descartes (1596-1650). Giovanni Borelli publico uno de los
primeros libros (Fig 1.1) sobre el movimiento de los animales con
un enfoque casi biofisico, ya que analiz6 el funcionamiento de los
musculos desde el punto de vista matematico y mecanico. Borelli
tuvo el mérito de asignarle a los nervios y a los musculos distintas
funciones: a los nervios la funcidén de transmitir informacion desde
el cerebro hacia los musculos, y a éstos la funcidon contractil. Sin
embargo aun pensaba que los nervios servian como conductores de
un fluido o Espiritu animal que saliendo del cerebro y pasando por
ellos, llegaba a los muisculos, provocando su contraccidon. Esta idea
fue finalmente desechada gracias al experimento hecho por el
holandés Swammerdam (1637-1680) quien, utilizando la ingeniosa y
sencilla técnica ilustrada en la figura 1.2, habia podido demostrar
que el volumen de los musculos durante la contraccion no aumen-
taba sino mas bien disminuia. Es interesante notar que mas
recientemente, utilizando técnicas modernas, Abbott y Baskin (1962)
han demostrado que efectivamente los musculos disminuyen su
volumen al contraerse, aunque este cambio es precedido por un
aumento pequefio y transitorio.

En un experimento relacionado con la conducciéon a lo largo de
los nervios, von Haller (1766) demostr6 que en un nervio ligado y
estimulado no se observaba hinchamiento del lado proximal, indi-
cando que el Espiritu animal no debia tener volumen, pero aun asi
creia que debia ser algo mas sustancial que la electricidad. Esta
ultima habia sido postulada como responsable de la conduccion

18



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

nerviosa por su contemporaneo Fontana. El merito de Haller
consistié en proponer que los musculos poseian su propia capacidad
contractil, independientemente de los nervios.

Sin embargo para esta época, con la invencion de la Maquina
eléctrica por von Guericke (1602-1686) y el descubrimiento de la
Jarra de Leyden en 1745, era posible generar electricidad de alto
voltaje. Con estos aparatos se estimulaban nervios y musculos, pero
éstos se podian estimular también por otros mecanismos. La falta
de equipo suficientemente sensible como para registrar la actividad
eléctrica de nervios y musculos, retras6 la posibilidad de una
hipotesis eléctrica que explicara la actividad de estos tejidos. La
demostracion hecha por Walsh en 1773 de la descarga eléctrica de
Torpedo no tuvo mayor resonancia, ya que se ignoraba la natu-
raleza de los d6rganos eléctricos de estos animales.

Figura 1.2 Aparato utilizado por Swammerdamm para observar el cambio
de volumen de un musculo durante la contraccion.
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Figura 1.3 Descubrimiento de la electricidad animal. Ilustracion del
sistema experimental utilizado por Galvani en Bolonia.

Mas de un siglo después del experimento de Swammerdam, los
experimentos de Galvani (1791) permitieron descubrir la naturaleza
eléctrica del fenomeno que inicia el proceso de contraccion
muscular, demostrando que se podia estimular una preparacion
nervio-musculo de rana conectando el nervio y el musculo respec-
tivamente a los dos extremos de un arco bimetalico (ver Figura
1.3). Galvani pens6 que el fenomeno eléctrico era de origen animal,
esto provocoé una controversia con Volta, quien suponia que el
fenomeno que llevaba a la estimulacion de la preparacion de
Galvani era el voltaje generado por la union de los dos metales, lo
cual lo llevo a la célebre invencion de la pila voltaica. Sin embargo
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la intuicion de Galvani sobre la existencia de electricidad animal era
basicamente correcta. De hecho, el mismo Galvani demostré que
se podia inducir la contraccion de los musculos sin necesidad del
arco bimetalico, poniendo en contacto un nervio con el musculo.

Con la invencion de la pila Voltaica en 1800 fue posible
disponer de fuentes de corrientes constantes y estudiar sus efectos.
Esto llevé a Oersted a descubrir la existencia de campos mag-
néticos alrededor de un cable que conducia corriente, y finalmente
a la posibilidad de construir galvanéometros para la medicion de
corrientes bio-eléctricas.

Hacia 1830, Nobili demostr6 la presencia de corrientes de dafio
en la preparacion musculo-médula espinal, lo cual fue confirmado
por Matteucci (1838). La naturaleza eléctrica del potencial de
accion fue finalmente probada por DuBois-Raymond en 1848, quien
demostré que en la preparacion nervio-musculo la corriente de dafio
disminuye paulatinamente con estimulacion repetitiva. Ademas,
DuBois-Raymond introdujo el uso de electrodos no-polarizables para
reducir efectos espurios, y uséd la palabra “electrotono” para definir
el cambio en excitabilidad causado por una corriente condicionante
sub-umbral. Von Helmoltz, en 1847, extendid estos hallazgos con la
medicién de la velocidad de conduccion de la sefial nerviosa:
estimulando el nervio en diferentes puntos y midiendo el tiempo
transcurrido entre la estimulacion y la respuesta contractil del musculo,
obtuvo una velocidad de conduccion de 30 m/s para el caso del nervio
de rana, valor similar a los que se obtienen actualmente.

En los siguientes 40 afios hubo contribuciones importantes:
Herman (1867) plante6 que la excitacion se transmitia por medio
de la accion de corrientes locales, Pfliiger (1859) estudio el efecto
electrotonico de la estimulacion eléctrica, Nernst (1899) desarrollo
el concepto de potencial de membrana, y Bernstein (1902) el
concepto de semi-permeabilidad para explicar el potencial de accion.

Con la invencion del microscopio fue posible describir la
estructura microscopica de las fibras musculares. Las estriaciones
caracteristicas de las fibras musculares, fueron descritas por
primera vez por Leewenhoeck en 1682, Figura 1.4, quien la
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interpretd en términos de filamentos envueltos alrededor de las
fibras. Leeuwenhoeck también describi6 la presencia de miofibrillas
dentro de las fibras.

La observacion de Leewenhoeck en relacion a las miofibrillas
fue confirmada por Schwann en 1839 y por Bowman en 1840
quienes, ademas, descubrieron que las estriaciones estaban presen-
tes en las miofibrillas. Segun estos dos investigadores, las fibras
que formaban los musculos estaban a su vez constituidas por
fibrillas con apariencia de collar de perlas, con éstas representando
las bandas claras, y los espacios entre ellas constituyendo las zonas
oscuras, proveyendo asi la alternancia de zonas claras y zonas
oscuras a lo largo de la fibrilla.

Leewenhoeck, 1654

Figura 1.4. Dibujo de una fibra muscular hecho por Leewenhoeck. Notese
la presencia de miofibrillas y de las estriaciones.

En la segunda mitad del siglo XIX, los adelantos en las técnicas
de microscopia Optica permitieron obtener una descripcion detallada
de la estructura de las fibras musculares, que solo pudo ser superada
con la introduccion de la microscopia electronica en el siglo XX.

Von Briicke, en 1858, fue el primero en estudiar la estructura
microscopica de los musculos utilizando luz polarizada. De las dos
zonas, clara y oscura, visibles con luz normal, s6lo la oscura, con
indice de refraccion mas alto, refractaba de manera doble, luciendo
clara bajo luz polarizada. Por esta propiedad optica y en analogia
con la nomenclatura en cristalografia, para las zonas que aparecian
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oscuras bajo microscopia de luz normal Von Briicke uso el término
“anisotropas”, mientras que las que no sufrian cambios bajo la luz
polarizada las denomino “isotropas”. En la actualidad las bandas
oscuras y claras se denominan A e [ respectivamente. En 1868,
Krause describio la linea oscura como Q, por Querlinie, que
actualmente se conoce como linea Z, en el medio de la banda
clara. También observo que cuando una fibra se contraia, la banda
clara se hacia mas pequefa con la linea Q acercandose a la banda
oscura. Es interesante notar cémo algunos detalles estructurales
obtenidos con microscopia de luz a fines de 1800, fueron confir-
mados luego utilizando técnicas de microscopia electronica. Por
ejemplo Veratti en 1902 describié una malla de estructuras fila-
mentosas hoy identificada como el Reticulo Sarcoplasmatico y el
sistema de tubulos-T.

En relacion con los mecanismos de contraccion, E. Weber
(1846), propuso que un musculo, al ser excitado, se convierte en un
nuevo cuerpo elastico, con propiedades elasticas distintas a las de
un musculo en reposo. La hipdtesis de que un musculo activo se
comporta como un resorte estirado ha sido, con ciertas modi-
ficaciones, sostenida por diferentes investigadores durante casi cien
aflos, a pesar de que ya en 1864 Heidenhain habia demostrado que
durante contracciones isotonicas el calor total aumentaba de
acuerdo a la carga, y de que Fick, en 1882 habia demostrado que
durante contracciones isotonicas se producia mas calor que en
contracciones isométricas.

Como veremos luego, aun después de que Fenn (1923) habia
aportado claras evidencias opuestas a la hipodtesis “eldstica”,
pasaron varios afios antes de que ésta fuese descartada defini-
tivamente.

La identificacion de las proteinas contractiles comenzé con los
experimentos de Kiihne, quien en 1864 descubrid que utilizando
soluciones concentradas de sales, podia extraer de los musculos
una proteina altamente viscosa a la que llamo6 miosina.

Desde la segunda mitad del siglo XIX, y durante los siguientes
cien afos, las investigaciones sobre el funcionamiento de los
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musculos contribuyeron al desarrollo de diferentes disciplinas, en
especial la bioquimica, la fisiologia y la biofisica.

Para el caso de la Bioquimica, los musculos, junto con las
levaduras, fueron objeto de estudio de cientificos famosos como
Berzelius, Bernard, Liebig, Fletcher, Hopkins, Szent-Gyorgyi,
Meyerhof, Lohman, Embden, Fiske, Subarow, Lipmann, Warburg,
etc. Para la fisiologia tenemos, entre otros, a Borelli, Swammerdam,
Lavoisier, Hooke, Harvey, Pfliiger, Kiihne, Weber, y en biofisica
Galvani, Matteucci, DuBois-Raymond, von Helmholtz, Fick, Bernstein,
Overton, Blix, Hill, Fenn, etc. Pero fue a partir de la segunda mitad
del siglo XX, que se comenzd a dilucidar y entender los fenomenos
involucrados en la contracciéon muscular.
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CAPITULO 1

ARQUITECTURA DE LAS FIBRAS MUSCULARES

Tomados en su conjunto, los musculos esqueléticos constituyen
el organo del movimiento, el mas grande del cuerpo, alcanzando
alrededor del 40 por ciento de la masa total del cuerpo de un
humano adulto. Los musculos estan constituidos por células alar-
gadas, las fibras musculares, el tejido conectivo o conjuntivo que las
rodea y que contiene también nervios, vasos y capilares sanguineos,
y por los tendones que permiten su anclaje a los huesos.

Dentro de un musculo, las fibras musculares estdn dispuestas en
grupos o fasciculos, de hasta 20, separados entre si por el tejido
conectivo que forma el endomisio. Diferentes fasciculos pueden
estar agrupados en haces y separados de otros haces por el
epimisio, también tejido conectivo. En su gran mayoria las fibras
musculares estan inervadas por un solo axoén, que hace contacto
con la fibra en una zona especializada denominada placa neuro-
muscular o placa motora. En la placa motora el terminal nervioso
hace contacto casi directo con la membrana de la fibra muscular o
sarcolema, estando separado de ella solo por la hendidura sinaptica
de 50 nm de espesor. Una neurona y las fibras musculares que
inerva constituyen una unidad motora, la cual puede estar cons-
tituida desde una hasta varias decenas de fibras, dependiendo de la
precision del movimiento que se requiere del musculo en cuestion.

A partir del trabajo de Ranvier (1873) se establecid que las
fibras musculares podian ser divididas en dos tipos, rapidas y
lentas. Hoy se pueden distinguir no solo por la rapidez con que
pueden contraerse y relajarse, sino también por su color, sus
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caracteristicas metabolicas, resistencia a la fatiga, composicion
enzimatica e¢ isoforma de miosina. De esta manera se reconocen
diferentes sub-tipos de fibras que pueden coexistir en un musculo
dado. Por ejemplo los musculos de mamiferos pueden estar
compuestos de fibras rapidas, tipo IIA y IID/X, y lentas, tipo 1. La
predominancia relativa de los diversos tipos de fibra en un musculo
determina que este se considere rapido o lento.

Estructura de las fibras musculares

La figura 1.1 muestra de forma esquematica las caracteristicas
estructurales de un musculo, una fibra y un sarcomero. Las fibras
en los musculos esqueléticos de anfibios y mamiferos son células
alargadas multinucleadas, con un diametro de 10 a 100 pm, y una
longitud que puede variar entre decenas de um y decenas de cm.
Las fibras musculares se caracterizan por tener en su interior dos
tipos de organelos altamente especializados: las miofibrillas que
constituyen el aparato contractil de los musculos, y el Reticulo
Sarcoplasmatico que es analogo al Reticulo Endoplasmatico de
otras células. En el citoplasma de las fibras musculares, deno-
minado mioplasma, se encuentran ademas los nucleos, mitocondrias,
ribosomas y granulos de glucogeno.

Las miofibrillas, que son estructuras cilindricas de aproxi-
madamente 1 um de diametro, corren paralelas al eje principal de
las fibras musculares. Observadas a través del microscopio, mues-
tran un patrén repetitivo de zonas claras alternadas con zonas
oscuras que confieren a la miofibrilla un aspecto estriado. Por estar
las miofibrillas en fase, la fibra muscular entera también presenta
las estriaciones caracteristicas de los musculos esqueléticos y
cardiacos. Las unidades de repeticion de este patron se denominan
sarcomeros, que en musculos de vertebrados, en estado de reposo
en el cuerpo, tienen una longitud que varia entre 2,1 y 2,7 um. En
fibras musculares aisladas y con las extremidades libres, la longitud
de los sarcomeros puede reducirse en un 20 por ciento. No estan
descritos sarcomeros de longitud menor a ésta, pero si de lon-
gitudes mayores como por ejemplo 10-15 um en fibras musculares
de cangrejo. De las dos zonas, clara y oscura, visibles con luz
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normal, s6lo la oscura, con mas alto indice de refraccidon, refrac-
taba el doble, luciendo clara bajo luz polarizada, y en analogia con
la nomenclatura utilizada en cristalografia, esta banda oscura en
microscopia normal fue llamada anisotropa por von Briicke (1858),
y la que no sufria cambio a la luz polarizada se denominé isétropa
Actualmente, las bandas oscura y clara se denominan bandas A e
I respectivamente.

Musculo

Fibras musculares
con capilares

Figura 1.1. Esquema de la composicion de un musculo, mostrando los
paquetes de fibras envueltos en tejido conectivo, las miofibrillas dentro de
las fibras y la estructura de los sarcomeros.
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Utilizando microscopia de contraste de fase, se puede observar
que a todo lo largo de las miofibrillas, a una distancia regular de
alrededor de 2,2 um, en el centro de las bandas I, se encuentran
unas lineas oscuras, llamadas lineas Z, las cuales fueron descritas
en 1868 por Krause, quien las denomind lineas Q (Querlinie). Por
otra parte, en fibras no contraidas, la banda oscura o banda A
presenta en el centro otra zona de discontinuidad, de apariencia
mas clara denominada zona H, visible hasta por microscopia de luz.

Microanatomia de los sarcomeros

La aplicacion de técnicas de microscopia electronica y de
difraccion de rayos X, especialmente por Huxley (1953 a y b)
desde los afios 50 del siglo pasado, ha permitido confirmar las
observaciones hecha con microscopia de luz y hasta ha permitido
visualizar estas estructuras con una resolucion molecular.

Figura 1.2. Micrografia electronica mostrando la estructura sarcomérica de
diferentes miofibrillas. Estas estan en fase entre ellas, confiriéndole el
aspecto estriado a toda la fibra. CT: cisternas terminales, TT: tubulos
transversos, G: grano de glucdgeno. Las flechas pequefias indican tubu-
los transversos en seccion transversal. Las flechas grandes indican
tubulos transversos en seccion longitudinal. (Micrografia cortesia de la
Dra Clara Franzini-Armstrong).
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La microfotografia electronica de la figura 1.2, cortesia de la
Dra Clara Franzini-Armstrong, muestra las principales caracteris-
ticas ultraestructurales de una fibra muscular, cortada longitudinal-
mente. Se puede distinguir claramente los componentes contractiles
localizados a nivel de las miofibrillas, y los componentes mem-
branosos del Reticulo Sarcoplasmatico localizados entre ellas. Las
miofibrillas corren longitudinalmente desde la parte superior derecha
hacia la parte inferior izquierda, y pueden distinguirse claramente
por espacios aparentemente vacios entre ellas. Las lineas oscuras
trasversales representan las lineas Z, que dividen las miofibrillas en
sarcomeros, y como se describié por microscopia de contraste de
fase se encuentran en el centro de las bandas claras, o bandas I.
En el centro del sarcomero se encuentran las bandas A, que en su
mitad presentan una zona mas clara, las zonas H que a su vez
tienen en el centro una linea oscura. Es importante notar que entre
las miofibrillas, y sobre todo a nivel de las lineas Z se encuentran
las vesiculas membranosas del Reticulo Sarcoplasmatico. Estas estruc-
turas se describiran después mas detalladamente.

El esquema de la figura 1.3 delinea las caracteristicas estruc-
turales del sistema contractil de las miofibrillas que pueden ser
visualizadas por microscopia electrénica junto a una microfotografia
de un segmento de fibra muscular de rana.

La microfotografia de la figura 1.3 ilustra la estructura de un
sarcomero de una fibra muscular de rana: en la mitad de los
sarcomeros se encuentra una banda de aproximadamente 1,55 um
de largo, de alta densidad y fuerte birrefringencia, la banda A. En
el centro de la banda A se encuentra una zona corta, de densidad
intermedia y baja birrefringencia denominada zona H, que depende
del grado de estiramiento de las fibras y que bajo condiciones
normaes tiene 0,30 um de largo. En el centro de la zona H hay
una zona de aun menor densidad, denominada “pseudo zona H”,
que contiene un segmento corto de mayor densidad, denominado
linea M con un espesor de 40 a 80 nm. A los lados de las bandas
A se encuentran bandas de baja densidad de 0,750 um, las bandas
I, que se extienden hasta la proxima banda A de la cual estan
divididas por la linea Z. Los segmentos de miofibrillas comprendidos
entre dos lineas Z, se denominan sarcomeros como ya se ha
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explicado. La compleja apariencia microscopica de los sarcomeros
se debe a la presencia de filamentos gruesos y delgados y a la
manera como éstos se solapan dentro de un sarcomero, como se
ilustra en el esquema debajo de la microfotografia. El solapamiento
de los filamentos explica como, en seccion transversal, la apariencia
de las imagenes depende de la zona del sarcomero por donde ha
pasado el corte. Si el corte pasa por el centro de la banda A, a
nivel de la zona H, solo se ven filamentos gruesos, dispuestos en
forma hexagonal, con una separacion entre ellos de pocas decenas
de nm, mientras que con cortes a nivel de la zona lateral de la
banda H, donde hay solapamiento de filamentos gruesos y delgados,

— Sarcomero e
Banda I+i4——]'3a.n..d; ﬂ:——rid—BaJ;da I-ri

FonaH ! i

—

Figura 1.3. Estructura de los sarcomeros. El aspecto estriado deriva de
la disposicion parcialmente solapada de filamentos gruesos y delgados.
(Modificado de H.E. Huxley, 1957, con permiso).
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se ve un doble arreglo de filamentos, con los gruesos en disposicion
hexagonal y los delgados entre ellos. A nivel de la banda I, sélo se
podrian observar los filamentos delgados (no se muestran).

La microfotografia de la figura 1.4 ha sido obtenida usando
técnicas de alta resolucion; de esta manera se ha podido demostrar
(Huxley, 1957) que la banda A estd formada por filamentos de
unos 11 nm de didmetro y 1,55 um de largo, conocidos como
filamentos gruesos, que se extienden paralelamente a todo lo largo
de la banda A. Un segundo conjunto de filamentos, mas delgados,
de aproximadamente 5 nm de didmetro y 0,980 pum de largo, se
extienden desde ambos lados de la linea Z a lo largo de toda la
banda I, hacia la banda A, donde llegan a solaparse parcialmente
con los filamentos gruesos alli presentes.

Figura 1.4. Micrografia de alta resoluciéon de un sarcomero, mostrando
puentes de union entre los filamentos gruesos y los delgados. Modi-
ficado de H.E. Huxley (con permiso).

Es importante recordar que inicialmente, la longitud de los
filamentos delgados se referia a la distancia entre el limite de una
zona H y el otro situado del otro lado de la linea Z, y se
reportaban valores alrededor de 1,85 um. Sin embargo debido a que
los filamentos delgados no son continuos a través de la linea Z
(Knappeis y Carlsen, 1962), resulta que la longitud real es la mitad
de este ultimo valor, o sea alrededor de 0,9 um, como se ha
reportado arriba. La disposicion de los dos conjuntos de filamentos
y su superposicion parcial, explican la alternancia de zonas de
mayor y de menor densidad que origina el patron de estriaciones
caracteristicas de las fibras musculares cardiacas y esqueléticas.

31



Carlo Caputo

Usando microscopia electronica de alta resolucion, Huxley (1957)
pudo demostrar la presencia de protuberancias, o puentes cruzados,
que saliendo de los filamentos gruesos se orientan hacia los
filamentos delgados, como se muestra en la microfotografia de la
figura 1.4. Estos puentes solamente se observan en la region de
solapamiento entre filamentos gruesos y filamentos delgados,
estando ausente en la region central de la banda A.

Los primeros trabajos, a comienzos del siglo pasado, en los que
se utilizaron los rayos X de angulo ancho para el estudio de los
musculos, arrojaron alguna evidencia de que soluciones de miosina
dejadas secar daban patrones de difraccion consistentes con la
presencia de moléculas alargadas. En sus primeros experimentos,
utilizando difraccion de rayos X de angulo pequefio y musculos
sartorios de rana, Huxley (1951, 1953) habia obtenido los primeros
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patrones de difraccion de musculo vivo en estado relajado, con
tiempos de exposicion de pocas horas para patrones ecuatoriales, y
de un par de dias para patrones axiales. Las reflexiones de los
patrones ecuatoriales, indicaron que provenian de un reticulado
hexagonal de filamentos de 10-15 nm de diametro y separados uno
de otro por aproximadamente 45 nm. Informacién adicional prove-
niente de musculos en estado de rigor permitié inferir la presencia
de un segundo set de filamentos dispuestos en las posiciones
trigonales del reticulado hexagonal. De estos resultados y de los
obtenidos por Hasselbach (1953) y por Hanson y Huxley (1953),
Huxley pudo deducir que el primer set correspondia a filamentos de
miosina y el segundo set a filamentos de actina, como lo recuerda
en un articulo reciente (Huxley, 2004).

Por otra parte, a partir de los patrones axiales de rayos X se
encontraron otras reflexiones que correspondian a periodicidades en
la direccion axial, y por lo tanto provenientes de estructuras
repetidas a lo largo de los filamentos. En angulos muy pequefios se
observo un conjunto de reflexiones con una periodicidad axial de
42,9 nm, que fue atribuida inicialmente a estructuras asociadas a
los filamentos gruesos. Estas observaciones, y las conclusiones
derivadas de ellas, fueron luego confirmadas en su totalidad por
estudios de microscopia electronica llevados a cabo por el mismo
Profesor Huxley y sus colaboradores, en especial Jean Hanson
(Hanson y Huxley, 1953, Huxley y Hanson, 1954).

Regresando a la informacion obtenida con rayos X, en un
trabajo muy detallado, utilizando rayos X de angulo muy pequefio y
una preparacion de musculo sartorio fresco, Huxley y Brown
(1967) obtuvieron evidencia de que la distribucion de intensidades
de las reflexiones a 42,9 nm correspondian a un arreglo helicoidal
de los elementos difractantes que pudieron ser identificados como
estructuras salientes de los filamentos gruesos. También encon-
traron una reflexion meridional a 14,3 nm indicando que la repe-
ticion de las estructuras salientes correspondia a la tercera parte de
la repeticion helicoidal. Estos resultados eran compatibles con la
evidencia obtenida por microscopia electronica, que indicaba la
presencia de 6 puentes cruzados por cada 40 nm en la longitud del
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filamento grueso, y un par de puentes cruzados cada 14.3 nm, con
una rotacion de 120° con respecto a los pares vecinos, como se
muestra esquematicamente en el diagrama de la figura 1.5. Ade-
mas de confirmar los resultados obtenidos con el microscopio elec-
tronico, el uso de difraccion de rayos X permitid también obtener
informacion cuantitativa sobre diferentes caracteristicas morfo-
logicas repetidas a lo largo de las miofibrillas, sarcomeros y fila-
mentos, y sobre cambios estructurales que ocurren durante la
actividad contractil.

Con rayos X de angulo algo mayor, los autores visualizaron
otras reflexiones que parecen derivarse de filamentos formados por
sub-unidades que se repiten a distancia de 2,73 nm dispuestas en
forma de hélice con un paso de 36-37 nm, identificables como
filamentos delgados. El radio de la hélice a lo largo de la cual
estan las subunidades es de aproximadamente 2,5 nm. También
estos resultados confirmaban plenamente aquellos obtenidos a
través de microscopia electronica por Hanson y Lowy (1963).

Huxley y Brown (1967) también encontraron otra reflexion
meridional con espaciamiento de 38,5 nm, que luego se demostro
que correspondia a la periodicidad de la tropomiosina en los
filamentos delgados, proveyendo, con unos quince afios de anti-
cipacion, las bases estructurales para la localizaciéon y la accion del
sistema de tropomiosina-troponinas.

La primera evidencia experimental que sugeria que los fila-
mentos gruesos y delgados pudieran deslizarse durante cambios de
longitud de los musculos habia sido obtenida por Huxley (1953)
utilizando rayos X de angulo bajo y preparaciones musculares
frescas o extraidas con glicerol. Huxley demostré que al estirar un
musculo al 140 por ciento de su longitud de reposo, los dos
conjuntos de reflexiones correspondientes a los filamentos gruesos y
a los delgados no cambiaban. Igualmente el espaciamiento de las
reflexiones correspondientes a los dos tipos de filamentos cambiaba
menos del 1 por ciento durante la actividad contractil bajo condi-
ciones isométricas o isotonicas.
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Estos resultados fueron confirmados por microscopia, tanto de
luz (Huxley y Hanson 1954; Huxley y Niedergerke, 1954) como
electronica (Page y Huxley, 1963).

Tubulos transversales y Reticulo Sarcoplasmatico

El sistema contractil de las fibras musculares constituye un
ejemplo clasico de la importancia en biologia de la relacion entre
estructura y funcion, ya que la disposicion de los filamentos gruesos
y delgados dentro de los sarcomeros constituye la base anatomica
para la generacion de fuerza durante el fenomeno de la contraccion
muscular. Sin embargo, en las fibras musculares existe otro ejemplo
de este principio, dado por el Reticulo Sarcoplasmatico y los tubulos
transversales que constituyen un sistema sumamente organizado que
permite el control de la sefializacion de calcio la cual tiene una
importancia fundamental para el fenomeno contractil.

Tubulos transversales

Los tabulos transversos o tubulos-T se originan como invagi-
naciones de la membrana plasmatica o sarcolema, que se extienden
transversalmente a todo lo ancho de las fibras musculares for-
mando redes que en el musculo de anfibio estan localizadas a nivel
de las lineas Z, como se muestra en las microfotografia de las
figuras 1.2 y 1.6, 1.8 y en el esquema de la figura 1.9. (Franzini-
Armstrong, 1964; Peachey, 1965). En musculos de mamiferos, los
tubulos-T estan localizados a nivel de la union entre la banda A y
la banda I, encontrandose por lo tanto dos redes tubulares por cada
sarcomero como se muestra en el esquema de la figura 1.9
(Eisenberg, 1983). En la configuracion, predominante en la micro-
fotografia de la figura 1.2 pueden distinguirse tibulos transversos,
marcados por flechas pequeiias, entre dos cisternas terminales (CT)
del Reticulo Sarcoplasmatico formando las asi llamadas triadas. Las
dos flechas grandes marcan tibulos transversales cortados a lo
largo de su eje principal. Una vista parecida de tibulos trans-
versales aparece en la figura 1.6 la cual muestra también que entre
la membrana de los tibulos y la de las cisternas laterales se
encuentra un espacio que parece interrumpido a intervalos regu-
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lares por estructuras electron densas, las cuales seran discutidas
con mayor detalle en el capitulo 7. La figura muestra también la
localizacion de mitocondrias en la cercania de las miofibrillas y la
presencia de material denso disperso en el lumen de las cisternas
terminales, probablemente calsecuestrina. La figura 1.7 muestra una
seccion longitudinal obtenida por criofractura mostrando la hojuela
citoplasmatica del Reticulo Sarcoplasmatico, que muestra su con-
tinuidad a lo largo de mas de dos sarcomeros. Se pueden distinguir
los tubulos transversales, las cisternas terminales y parte del
Reticulo Sarcoplasmatico longitudinal.

Figura 1.6. Micrografia electronica mostrando la relacion entre cister-
nas terminales y tibulos transversos en seccion longitudinal. El material
electron denso en las cisternas terminales es probablemente calsecues-
trina. (Micrografia cortesia de la Dra Clara Franzini-Armstrong).
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Figura 1.7. Seccion longitudinal de una fibra muscular obtenida por
criofractura mostrando la hojuela citoplasmatica del Reticulo Sarcoplas-
matico. Notese la continuidad del Reticulo Sarcoplasmatico longitudinal,
RSL, a lo largo de toda la sarcomera. En el corte se pueden distinguir los
tubulos transversales (TT) y las cisternas terminales (CT). (Micrografia
cortesia de la Dra Clara Franzini-Armstrong).

Utilizando microscopia electronica de alto voltaje y marcando los
tubulos-T con peroxidasa ha sido posible (Peachey y Eisenberg,
1978) determinar la extension de la red de tubulos-T en planos
transversales al eje longitudinal de fibras musculares de rana. Estas
redes se forman por ramificacion de los tubulos a nivel de nudos,
lo cual permite que los tubulos se extiendan alrededor de las
miofibrillas, encontrandose 5 nudos aproximadamente alrededor de
cada miofibrilla. Los segmentos de tubulos entre nudo y nudo
tienen un largo aproximado de unos 0,9 um. La figura 1.8 muestra
la red de tubulos-T en una seccion transversal muy delgada (0,25-0,50
pum) usando la tincion de Golgi para visualizar la luz de los tibulos.
Con este espesor de corte Unicamente se visualiza una sola capa del
sistema T (Peachey y Franzini-Armstrong, 1983). En musculo sartorio
de rana, el volumen celular ocupado por los tabulos-T es del 0,3 por
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ciento, mientras que la superficie total de las membranas de los
tabulos es 6 o 7 veces mayor que la superficie de la membrana de
las fibras.

Figura 1.8. Seccion transversal de una fibra muscular, obtenida por
microscopia de alto voltaje, mostrando la ramificacion de los tabulos
transversales. Tincion de Golgi. Espesor del corte entre 0,25 y 0,5 um.
(Modificado de Peachey y Franzini-Armstrong).

Si bien se ha reportado que el diametro de los tibulos-T varia
entre 30 y 80 nm la mayoria de los tubulos, en particular aquellos
que forman las uniones triddicas, tiene una seccion ovalada, que en
el caso de los musculos de la vejiga natatoria del pez sapo, tiene
ejes largo y corto de aproximadamente 126 y 48 nm respecti-
vamente. En musculos de invertebrados es comin ver tubulos que
corren longitudinalmente entre un sarcomero y el otro. Esta
modalidad ha sido descrita también en musculo cardiaco de
mamifero, pero muy raramente en preparaciones normales de
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microscopia electronica de musculos esqueléticos de vertebrados,
aun cuando aparecen en los dibujos de Veratti como lo indican
Peachey y Franzini Armstrong (1983). Sin embargo, se observan
con cierta frecuencia en micrografias estereoscopicas obtenidas de
cortes gruesos de musculos infiltrados con lantano y observados
con el microscopio electronico de alto voltaje (Peachey y Franzini-
Armstrong, 1983).

Si bien en algunas preparaciones, como musculo cardiaco o
musculo de insectos o peces, es posible visualizar rutinariamente las
aperturas de los tibulos-T hacia el medio extracelular en la
superficie de las fibras, en musculos de anfibios y mamiferos so6lo
se ha logrado ocasionalmente, quizas debido a su escasez (Franzini-
Armstrong, Landmesser y Pilar, 1975). Con mayor frecuencia, en
la superficie externa de la membrana plasmatica han sido descritas
cavidades cuya apertura al medio es de aproximadamente 20 nm.
Junto a las caveolas, pero en mucho menor numero, se han
descrito aperturas de los tubulos-T con aproximadamente el mismo
diametro. A veces hay confluencia de caveolas y tibulos.

Sin embargo la apertura de los tubulos hacia el medio extra-
celular ha sido demostrada por métodos indirectos, como por
ejemplo mediante la localizacion dentro de la Iuz de los tibulos de
marcadores extracelulares tales como la ferritina, una proteina
electron-densa al microscopio electrénico (Huxley, 1964); con
colorantes fluorescentes impermeables (Endo, 1964) como la
fluoresceina (Endo, 1965), o con las particulas de oro coloidal de la
tincion de Golgi (Peachey y Franzini-Armstrong, 1983), como se ha
mostrado en la figura 1.8. Los resultados obtenidos con estos
marcadores también indicaron que los tubulos no estaban comu-
nicados con las cisternas terminales del Reticulo Sarcoplasmatico o
con el mioplasma. La apertura de los tubulos-T al espacio extra-
celular era esperada después de los resultados de experimentos
electrofisioldgicos en los cuales, al medir las propiedades RC de las
fibras musculares (ver Capitulo 5), se habia encontrado que la
membrana tenia una capacitancia especifica excepcionalmente alta
(Falk y Fatt, 1964). De hecho, mientras la mayoria de las células
tienen una capacitancia especifica de 1 pF/cm? la membrana de
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las fibras musculares de rana presenta valores entre 5 y 8 pF/cm?.
Las posibles razones de este hecho se hubieran podido explicar
asumiendo que:

1) la membrana las de fibras musculares tuviese un espesor
menor;

2) que tuviese una constante dieléctrica mayor; o

3) que la superficie resultase mayor que la calculada utilizando
solo la longitud y la superficie de la seccion transversal de
las fibras.

Finalmente se demostré6 que esta ultima explicacion era la
correcta, ya que como se ha mencionado, se ha podido calcular por
estereometria que el area de la membrana de los tibulos T es
aproximadamente 6 a 7 veces mayor que el area de la membrana
superficial de las fibras.

Reticulo Sarcoplasmatico

El Reticulo Sarcoplasmatico (RS) de las fibras musculares, que
es el equivalente del reticulo endoplasmatico encontrado en otros
tipos celulares, constituye un sistema interno de tibulos y sacos
limitados por membranas, completamente separadas de la mem-
brana superficial. En la mayoria de los musculos el RS se encuen-
tra en estrecha proximidad con las miofibrillas, extendiéndose
longitudinalmente en paralelo con ellas y también transversalmente
alrededor de ellas, mostrando una periodicidad estructural coinci-
dente con las estriaciones de las miofibrillas.

A finales del siglo XIX ya se tenia informacién sobre la
estructura microscopica de las fibras musculares, incluyendo la
presencia de estructuras reticulares dentro de ellas. Sin embargo lo
limitado de las técnicas de tincion y fijacion, alimentaba las
controversias sobre su naturaleza. Por ejemplo, la presencia de
miofibrillas ya visualizadas por Leewenhoeck, era considerada un
artefacto experimental por algunos microscopistas.
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Veratti, en 1902, utilizando la tincién de plata de Golgi, demostro
claramente la presencia de un sistema reticular de membranas que
se extendia de longitudinalmente alrededor de las miofibrillas, y
radialmente en correspondencia exacta con las estriaciones pre-
sentes en las miofibrillas. Su descripcion de estas estructuras fue
olvidada, redescubierta y confirmada solo con el advenimiento de la
microscopia electronica, cuando Bennet y Porter (1953), usando
esta técnica en secciones delgadas de musculo, descubrieron
pequeias estructuras tubulares o vesiculares, limitadas por mem-
branas, que rodeaban las miofibrillas.

En analogia con el recién estudiado reticulo endoplasmatico, el
término Reticulo Sarcoplasmatico se aplico a las estructuras
observadas en las fibras musculares (Porter y Palade, 1957). Para
esta época estaba claro que el Reticulo Sarcoplasmatico estaba
formado por cisternas o tibulos que se extendian longitudinalmente
a lo largo de la fibra, envolviendo a las miofibrillas con interrup-
ciones espaciadas, que coincidian con las estriaciones de las
miofibrillas, para dejar espacio a vesiculas que se extendian trans-
versalmente en forma discontinua. A nivel de estas vesiculas las
cisternas longitudinales se ensanchan. Si bien en esos primeros
estudios con microscopio electronico no se pudo distinguir entre el
Reticulo Sarcoplasmatico (RS) y el sistema de vesiculas trans-
versales que correspondia al reticulo transversal de Veratti (1902),
si se pudieron individualizar configuraciones especiales del RS en
las cuales una vesicula transversal se encontraba entre dos
cisternas longitudinales formando una triada. También se pudo
determinar que la localizacion de las triadas con respecto a las
estriaciones de las miofibrillas podia variar segin el animal,
encontrandose que en anfibios las triadas ocurrian al lado de las
lineas Z, mientras que en mamiferos se producian en la unién entre
las bandas A e L.

Andersson-Cedergren (1959), utilizando cortes seriados y recons-
truccion tridimensional de las estructuras presentes en fibras
musculares de raton fijadas con tetréxido de osmio, pudo demostrar
que las vesiculas discontinuas que constituian el elemento central de
las triadas, eran en realidad tubulos continuos que se extendian
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radialmente dentro de las fibras, proponiendo el término de sistema
T para describirlos. Estas conclusiones han sido confirmadas en
trabajos posteriores utilizando mejores métodos de fijacion y de tincion.

En musculo sartorio de rana el volumen celular ocupado por el
RS alcanza el 13 por ciento (Peachey, 1965), pero este valor puede
variar mucho de acuerdo al tipo de musculo, siendo mucho mas
extenso en musculos particularmente rapidos.

Estructuralmente el RS se puede dividir en diferentes regiones:
las cisternas terminales, las cisternas intermedias ensanchadas, los
tubulos longitudinales y las cisternas “fenestradas”. Esta secuencia
determina la localizacion de cada una de estas regiones dentro de
una mitad de sarcomero en musculo esquelético rapido de rana, tal
como se muestra en las figuras 1.7 y 1.8 y en el esquema de la
figura 1.10, que ilustra la disposicion longitudinal del RS a lo largo
de los sarcOmeros. Asi, las cisternas terminales se encuentran en el
centro de la banda I al lado de la linea Z, las cisternas fenestradas
estan localizadas a nivel de la linea M, en la mitad de la banda A.
A nivel de la linea Z, dos cisternas terminales se encuentran al
lado de un tibulo transversal, formando las estructuras denominadas
triadas, ya visualizadas en la figura 1.2. A nivel de las triadas, en
los sitios de aposicion de la membrana del RS y de los tabulos-T,
se han descrito estructuras densas al microscopio electronico
denominadas “pies”, que se repiten a lo largo de toda la distancia
de aposicion de las dos membranas, como se ilustra en la figura
1.7. La importante funcion fisiologica de estas estructuras sera
tratada detalladamente en los capitulos 7 y 8.

Al lado de las cisternas terminales se encuentran las cisternas
intermedias, asi llamadas porque se encuentran entre las cisternas
terminales y los tibulos longitudinales. Su funcién no es conocida y
no se encuentran en todos los musculos. Los tubulos longitudinales
se funden en la zona central de la banda A para formar la region
fenestrada del RS.

Estas regiones estan conectadas entre si y constituyen un solo
compartimiento intracelular, como lo sugiere la microfotografia de la
figura 1.7. Sin embargo en su interior, ciertas sustancias como la
calsecuestrina, pueden estar preferencialmente localizadas en una
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Figura 1.9. Comparaciéon esquematica entre las estructuras de fibras
esqueléticas de mamifero (A) y anfibio (B). Nétese que en anfibio los tubulos
transversales se encuentran a nivel de la linea Z, mientras que en mamifero se
tubulos por

encuentran hacia el borde de la Banda A, habiendo dos
sarcomero. (Modificado de Peachey, 1965).
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region como las cisternas terminales, segin lo muestra la figura
1.7. Ademas la libre difusion de sustancias en el interior del RS
puede estar restringida por constricciones como ocurre en algunos
musculos a nivel del sitio de uniéon entre cisternas terminales e
intermedias, o entre cisternas terminales y tubulos longitudinales.
Hay que recordar que para el caso de las fibras musculares de
mamifero, los tibulos T no estan localizados a nivel de la linea Z,
sino a nivel de la zona de unién entre banda A y banda I, donde
también se encuentran localizadas las triadas como se muestra en
el esquema de la figura 1.9.

Localizacion de las Mitocondrias

Figura 1.10 Imagen confocal de una fibra muscular de raton,
tefiida con di-8-Anneps, que marca la membrana plasmatica y de los
tubulos transversales y con Mitotracker green que marca las
mitocondrias.

Figura 1.10. Imagen confocal de una fibra muscular de ratdn, tefiida con di-8-
Anneps, que marca la membrana plasmatica y los tibulos transversales y con
Mitotracker green que marca las mitocondrias.
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El numero de mitocondrias presentes en las fibras musculares es
altamente variable, esto dependera del tipo de fibra. En general los
musculos rojos tienen una mayor capacidad de resintesis aerobica
de compuestos de fosfato de alta energia, mientras que los
musculos blancos son mas eficientes en la resintesis anaerobica de
estos compuestos. La actividad ATPasica es mayor en los mus-
culos blancos.

Cuanto mas mioglobina hay, mayor es el metabolismo aerdbico y
menor su actividad glicolitica. En musculos rojos por lo general se
encuentran mas mitocondrias que en musculos blancos.

Independientemente de esta variabilidad, e independientemente
de la actividad fosforilativa de las mitocondrias, su localizacion
dentro de las fibras musculares, aun presentando ciertas varia-
ciones, esta estrechamente relacionada con la localizacion del
Reticulo Sarcoplasmatico con el cual se ha sugerido que existe una
relacion funcional. En la figura 1.10 se muestra una imagen
obtenida con un microscopio confocal que ilustra como las mito-
condrias, tefiidas de verde con el colorante fluorescente Mitotracker
green, estan localizadas muy cerca de los tubulos-T, tefiidos de rojo
con el colorante di-8-ANNEPS. Debido a la estrecha asociacion
estructural que existe entre los tibulos-T y el RS, la figura muestra
que en esta fibra las mitocondrias estan muy cercanas a las
cisternas terminales del RS. El colorante di-8-ANNEPS, no es
permeable y tifie la membrana plasmatica y la membrana de los
tabulos T. La imagen confocal permite también apreciar la
extension transversal de los tabulos-T dentro de la fibra (Bolafios et
al, 2008).
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CAPITULO 2

ESTRUCTURA MOLECULAR DEL APARATO
CONTRACTIL

Proteinas contractiles

El primero en extraer una proteina de musculo fue Kiihne en
1864, quien utilizando mmisculos de rana homogeneizados a baja
temperatura obtuvo una preparacion que en agua a 0°C formaba un
precipitado blanco y opaco que podia ser redisuelto en solucion
salina (NaCl 10 %), pero precipitaba de nuevo en presencia de
exceso de sal. Una solucion de este material al que Kiihne llamo
Miosina, podia mantenerse por varios dias a 0°C, sin embargo a
temperatura ambiente, coagulaba. Halliburton (1887) extendio el
trabajo de Kiihne y describi6 como obtener dos fracciones pro-
teicas de un precipitado de miosina que podian separarse por
precipitacion selectiva a diferentes temperaturas. A éstas denomind
paramiosinégeno y miosindégeno. Furth (1895) demostrdé que el
miosinégeno no era una globulina y por lo tanto no podia ser un
precursor de la miosina, y prefirié llamarlo miégeno, término que
qued6 en uso por mucho tiempo para indicar la fraccién proteica
soluble de musculo, que ahora se sabe comprende diferentes
proteinas. Por otra parte Furth prefirié llamar miosina a lo que
Halliburton habia denominado paramiosinogeno.

La Miosina
En las primeras décadas del siglo XX se realizaron numerosos

estudios sobre las propiedades fisico-quimicas de la miosina, en
especial la naturaleza anémala de la viscosidad y la doble refrac-
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cion de sus soluciones (Von Muralt y Edsall, 1930). Los resultados
permitieron a estos autores concluir que la miosina era la fuente de la
doble refraccion de la banda A de la fibra muscular, y que sus
moléculas tenian forma de baston. Ademas demostraron la posibilidad
de separarla en dos componentes, uno liviano y otro pesado.

La caracterizacion fisico-quimica de la miosina se realizo utilizando
filamentos artificiales de miosina en forma de trenzas, que se producen
al inyectar una solucion de miosina en un volumen de agua a través
de una aguja de pequefio calibre, siguiendo el mismo procedimiento
que se usaba para preparar hilos de seda (Weber, 1925a, b).

En 1939 se publicaron dos trabajos, el primero en la revista
Nature (Engelhardt y Lyubimova, 1939a) y el segundo en la revista
Biokhimiya (Lyubimova y Engelhardt, 1939b) que revolucionaron el
campo de la bioquimica y de la fisiologia muscular. En ellos se
reportaba que la miosina tenia actividad enzimatica de ATPasa.
Existian conjeturas previas que asociaban la miosina con el ATP
(Lundsgaard, 1938; Needham, 1938), sin embargo no se pensaba
que la maquinaria contractil pudiese tener una actividad enzimatica
importante para su funciéon. Los autores rusos, tratando de separar la
actividad enzimatica de la miosina con lavados y precipitaciones
repetidas, solo lograron aumentar la actividad (especifica) ATPasica de
la proteina. La actividad enzimatica parecia tener la misma sensibilidad
a la temperatura y a los acidos que la miosina. Esta identificacion fue
luego confirmada en tres laboratorios diferentes (Szent-Gyorgyi y
Banga, 1941; Banga, 1943; Needham, 1942; Bailey, 1942).

Casi un siglo después del aislamiento de la miosina, Banga y
Szent-Gyorgyi (1943), trabajando en la Universidad de Szeged,
Hungria, repitieron el experimento de Kiihne, extrayendo miosina
con un tampon que contenia KCI 0,6 M. Si el extracto era dejado
por 20 min a 0°C, el sobrenadante después de centrifugar era un
liquido muy poco denso, que al almacenarlo a 0°C se ponia un
poco mas viscoso. Por otra parte, si el extracto de miosina era
almacenado por 24 h a 0°C se obtenia un gel semisolido que no se
separaba al centrifugarlo. Si a éste se le agregaba ATP 0,25 M, se
licuaba, llegando a ser parecido al extracto de 20 min. Utilizando
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un viscosimetro de Ostwald determinaron que el extracto de 20 min
a 0°C (miosina de Kiihne), tenia baja viscosidad y no se licuaba
por efecto del ATP, ellos la llamaron miosina A, y al extracto de
24h, de alta viscosidad y presentando el efecto del ATP, la
llamaron miosina B. Otro colaborador de Szent-Gyorgyi, Straub
(1943a, b) pudo demostrar que el aumento en viscosidad no se debia
a un aumento en la cantidad de miosina extraida, sino a la existencia
de una nueva proteina que alteraba las propiedades de la miosina A.
A esta nueva proteina la llamaron actina. Asi que la miosina de
Kiihne era miosina A y la miosina B era actomiosina. Estudiando las
propiedades de la miosina Straub encontr6 dos comportamientos
diferentes de la sustancia, dependiendo del tiempo de extraccion en la
solucion ideada por Weber la cual estaba compuesta por 0,6 M KCl,
0,01 M Na,CO, y 0,04 M NaHCO,. Ellos ademas pudieron demos-
trar que bajo ciertas condiciones, la miosina A formaba paracristales
constituidos por agregados moleculares fusiformes probablemente
analogos a los filamentos gruesos. Sin embargo esta informacion, asi
como muchas otras sobre la estructura de las fibras musculares, fue
practicamente olvidada y no tomada en cuenta para la elaboracion de
teorias sobre los mecanismos de la contraccion muscular.

La primera determinacion del peso molecular de la miosina fue
hecha por Portzehl (1950), quien reporté un valor de 860.000 Da.
Sin embargo este se considera muy alto, posiblemente debido a que
el valor del coeficiente de sedimentacion de la miosina fue obtenido
en soluciones medianamente concentradas. De hecho la capacidad
de agregacion de la miosina es una de las caracteristicas mas
importantes de esta molécula. El valor de su peso molecular
actualmente aceptado es de alrededor de 470.000 Da, pudiendo
variar de acuerdo a la especie y al tipo de musculo.

Hasta hace relativamente poco se pensaba que la miosina se
encontraba so6lo en el tejido muscular, sin embargo a partir de 1970
se encontraron moléculas similares en una gran variedad de tejidos
animales, incluyendo protozoarios, y hasta en plantas. En el caso de
una ameba de agua dulce, la acantoameba, se encontrdé un tipo de
miosina cuya molécula presentaba una estructura mas sencilla, a la
cual se le denomind miosina I.
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Figura 2.1. Esquema de una molécula de miosina, A y de su relacion con
un filamento grueso, B. (Modificado de H. E. Huxley, 1973).

La molécula de miosina de musculo, actualmente denominada
miosina II, tiene forma de baston alargado, con una longitud
aproximada de 150-160 nm y un diametro de 2 nm, con un
extremo engrosado en forma de bulbo que tiene una longitud de
15-25 nm y un didmetro aproximado de 5 nm.

Los trabajos originales de Perry (1950) y Gergely (1950) habian
demostrado que el tratamiento de la miosina con tripsina la
convertia en una forma soluble, sin pérdida de la actividad. Luego
Miahali y Szent-Gyorgyi (1952a, b) y A.G Szent-Gyorgyi (1952)
demostraron que el tratamiento enzimatico de la miosina con
tripsina o papaina la divide en un sitio cercano al centro de la
molécula, produciendo dos fragmentos: la meromiosina liviana o
LMM (light meromyosin) de peso molecular cercano a 150.000
Da, constituida s6lo por un segmento del baston original de 90 nm
de largo, y la meromiosina pesada o HMM (heavy meromyosin)
con un peso molecular aproximado de 350.000 Da, formada por el
otro segmento del baston, de 50 nm de largo, y la porcion globular
terminal que tiene un largo de 10 nm. La figura 2.1 muestra esque-
maticamente las caracteristicas de la molécula de miosina (parte A)
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y su relacion con el esqueleto del filamento grueso (parte B).
Ademas de tener la propiedad de agregarse, la HMM mantiene las
otras dos caracteristicas importantes de la miosina: la de funcionar
como ATPasa y la de asociarse con la actina, constituyendo lo que
viene a ser la maquinaria generadora de fuerza que, aparte de ser
soluble a baja fuerza idnica, posee propiedades similares a la
actomiosina. Estudios mas recientes de disociacion de la molécula
de miosina con agentes tales como hidrocloruro de guanidina o urea
a altas concentraciones han permitido demostrar que esta molécula
esta formada por seis unidades correspondientes a dos cadenas
polipeptidicas pesadas, homologas, de 220 KDa, y dos pares de
cadenas livianas, heterdlogas, de 15-20 KDa. Las cadenas pesadas
estan enrolladas entre si formando una alfa-hélice de dos hebras en
la parte alargada del baston. En su terminal amino las dos hebras
se separan y se pliegan individualmente para formar la parte
globular constituida por dos subunidades parecidas, a cada una de
las cuales se unen dos cadenas livianas, una de cada tipo.

Figura 2.2. Ensamblaje de filamentos artificiales de miosina a partir de la
uniéon de las moléculas de miosina a nivel de los segmentos de mero-
miosina liviana, LMM. (Modificado de Huxley, 1972, con permiso).
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La porcion de LMM tiene la propiedad de interactuar con otras
moléculas de miosina, uniéndose primero los segmentos distales de
la LMM de manera antiparalela de manera que la parte corres-
pondiente a la HMM, o cabeza, de cada molécula se encuentra en
las extremidades de la estructura que se empieza a formar, como
se ilustra en la figura 2.2, cuya parte central es una zona desnuda
sin proyecciones de las porciones de HMM. A esta estructura se
le van agregando otras moléculas de miosina de manera paralela
pudiéndose de esta manera formar los filamentos gruesos en los
cuales el esqueleto estd formado por unidades de LMM, con
unidades de la HMM sobresaliendo del esqueleto, y que corres-
ponden a los puentes cruzados visualizados por microscopia elec-
tronica de alta resolucion como se ha mostrado en la figura 1.4 y
como se muestra en el esquema de la figura 2.1. La agregacion
de moléculas de miosina ocurre cuando se baja la fuerza idnica del
medio, y se ha postulado que ocurre por empaquetamiento de pares
de moléculas, una a cada lado del filamento, a las cuales se van
agregando otros pares de moléculas de manera escalonada cada
14,3 nm y con una rotacion helicoidal de 42,9 nm de giro. Los
filamentos artificiales asi formados pueden ser de longitud variable,
tienen un didmetro de 10-20 mm y muestran proyecciones pareci-
das a los puentes cruzados visibles en filamentos naturales obser-
vados al microscopio electronico. Al igual que en los filamentos
naturales, también en los artificiales, en la zona central del
filamento de alrededor de 0,2 um de largo, no se ven las
proyecciones, independientemente del largo del filamento. Debido a
que las moléculas tienen el extremo globular de un so6lo lado, su
asociacion dentro de los filamentos ocurre de manera antiparalela
como se puede ver en la figura 2.2, que muestra microfotografias
electronicas de filamentos artificiales de miosina con varios grados
de agregacion y en las cuales es posible identificar porciones de las
moléculas individuales.

La Actina
Como ya se ha mencionado, Straub (1943a, b), estudiando la

diferencias entre miosina A y miosina B, demostré que esta ultima
resultaba de la interaccion entre la miosina A y una nueva proteina,
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a la que llamo actina. Trabajando con preparaciones de musculos,
Straub comenzé por remover la miosina A, por medio de una
extraccion breve, de 20 min, con la solucion de Weber, 0,6 M KCI,
(1925). El residuo después de ser lavado y tratado con acetona se
dejaba secar, y de este material seco se podia extraer la actina
con agua. La actina también se podia extraer de los musculos por
tratamiento abrasivo con arena o rompiendo la estructura de los
musculos con soluciéon de Weber alcalinizada. Una vez separada de
la miosina, Straub demostré que la actina se podia encontrar bajo
dos formas, ambas podian reaccionar con la miosina, pero sélo una
de ellas producia la actomiosina de alta viscosidad, a ésta se le
denomind forma activa y a la otra se le llamo forma inactiva. En
presencia de K y Mg la forma inactiva se podia convertir en
activa, proceso éste que se podia revertir por didlisis. Sin embargo
la transformacion de la forma activa a la inactiva se podia evitar
agregando una pequefla cantidad de actina hervida, sugiriendo la
presencia de un grupo prostético. La forma activa mostraba una
alta viscosidad y doble refraccion de flujo, indicando tener forma
filamentosa mientras que la inactiva se suponia de forma globular.
Szent-Gyorgyi introdujo los términos F-actina y G-actina para
indicar las dos formas respectivamente.

Se demostré también que habia ATP ligado a G-actina equi-
molarmente y que al separar el ATP se perdia la capacidad de
polimerizacion. La conversion de G- a F-actina en presencia de
ATP disminuye la concentracion de éste, con formacion de fosfato
y ADP (Straub y Feuer, 1950). Mientras el fosfato es liberado en
solucion, el ADP es retenido en la cadena de actina y es
practicamente no intercambiable (Martonosi, 1962). La G-actina
normalmente contiene un Ca intercambiable por molécula ademas
del ATP, este Ca es retenido durante la transformacion inducida
por K u otro cation monovalente, y también se vuelve no
intercambiable como el ADP. Cuando la concentracion de Ca es
muy baja o nula, el Mg puede sustituirlo.

La F-actina presenta todas las propiedades de una proteina
filamentosa, con filamentos que pueden tener un largo de hasta 20
pm, sin embargo el valor promedio de los filamentos artificiales es
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de 1-2 pm. La determinacién del peso molecular de la G-actina
presentd algunas dificultades debido a la facilidad con que se
polimerizaba. Inicialmente se habian obtenidos valores tan altos
como 60.000 Da, sin embargo, el valor aceptado hoy es de
alrededor de 46.000 Da. La contaminacion por otras proteinas,
como por ejemplo la tropomiosina, durante el procedimiento de
extraccion, pudiera explicar la diferencia. La G-actina parece no
tener subunidades ni enlaces disulfuro que puedan unir dos cadenas
de polipéptidos.

El monémero estd constituido por una sola cadena polipeptidica
de forma globular y un didmetro de 4-5 nm con una hendidura en
la cual se inserta el ATP o el ADP. Estas subunidades de G-
actina polimerizan en presencia de ATP, formando filamentos de
actina que son polimeros helicoidales compuestos por una doble
hebra de subunidades de G-actina (Hanson y Lowy, 1963). La
figura 2.3 muestra esquematicamente el ensamblaje de las molé-
culas de G-actina para formar un filamento en forma de hélice,
segin Hanson y Lowy (1963). Aparte de ser un constituyente
principal de la maquinaria contractil de los musculos, los filamentos
de actina pueden formar parte del citoesqueleto de muchas células,
encontrandose unidos entre si y con otras proteinas para formar
estructuras complejas de gran rigidez. La F-actina tiene una
polaridad estructural claramente demostrable cuando la miosina, la
HMM o la unidad S1 interactian con ella, formando estructuras
caracteristicas en forma de punta de flecha (Huxley, 1963).
Cuando una unidad S1 interactia con la actina lo hace en un
angulo constante con respecto al eje del filamento de actina,
indicando que las dos hebras de actina son paralelas.

En 1965 Maruyama y Ebashi lograron una preparacion de actina
elaborada a partir de miofibrillas, que después de la extraccion de
la miosina eran tratadas con 0,6 M KI y dializadas contra 0,1 M
KCl y ATP. Esta actina tenia un coeficiente de sedimentacion de
40S y presentaba filamentos mucho mas cortos que otras prepa-
raciones de actina. Luego, Maruyama (1965) demostro la presencia
de un factor que inhibia la formacion de filamentos en su
preparacion de actina, este factor es conocido como co-actinina la
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cual se encuentra a nivel de la linea Z. Llama la atencion que, en
presencia de o-actinina, la longitud de los filamentos formados
artificialmente era de 1 pm, similar a la de los filamentos delgados
en los sarcomeros de las fibras musculares.

Actina Troponina

Tropomiosina

Figura 2.3. Filamento de actina formado por la polimerizacion de G-actina. A
lo largo del filamento se encuentran las moléculas de tropomiosina y del
sistema de troponina. (Modificado de Hanson y Lowy, 1963; y Ebashi et al.
1969).

Hoy se sabe que la actina cumple dos funciones importantes.
Una es la de activar la miosina y cooperar con €sta para convertir
la energia quimica contenida en el ATP en energia mecénica. La
otra es la de proveer un sitio para las proteinas reguladoras a través
de las cuales el Ca cumple su papel como activador contractil.

Localizacion de la Miosina y de la Actina en los sar-
comeros

La miosina presente en el miisculo alcanza el 38 por ciento del
total de proteinas y el 54 por ciento de las proteinas presentes en
las miofibrillas, mientras que la actina constituye alrededor del 12
por ciento de la cantidad de proteina total y alrededor del 20 por
ciento de la proteina fibrilar. Se logréd localizar la miosina a nivel de
los sarcomeros utilizando bésicamente el procedimiento de extrac-
cion de miosina ideado por Albert Szent-Gyorgyi y Banga (1941),
que consistia en una extraccion en solucion salina concentrada
(0,47 M), aplicada a miofibrillas aisladas y bajo observacion con
microscopia de contraste de fase (Hanson y Huxley, 1953). La
figura 2.4 demuestra que después de una breve extraccion, las
bandas densas A desaparecen, dejando “fantasmas” de miofibrillas
formadas por lineas densas Z, y a los dos lados de estas, material
fibroso de baja densidad correspondiente a los filamentos I. Por
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medio de microscopia electronica se pudo confirmar que lo que
quedaba en las miofibrillas residuales eran los filamentos delgados
unidos a las lineas Z. Por medio de extracciones mas prolongadas
en un medio de baja fuerza ionica, Perry y Corsi (1958) pudieron
disolver el material correspondiente a las bandas I y las lineas Z,
dejando intactas las bandas A, y encontraron que el extracto con-
tenia actina y tropomiosina. El uso de microscopia de interferencia
permitié obtener evidencia mas cuantitativa sobre la cantidad de
proteinas presente en los filamentos gruesos y delgados.

zigh i

LSk

Figura 2.4. Localizacion de la miosina en la banda A. La foto superior
muestra un segmento de una miofibrilla, mostrando la clasica estructura
sarcomérica. En la foto inferior se muestra una miofibrilla después de
extraer la miosina con una solucion salina concentrada. (Modificado de
H.E. Huxley, 1972, con permiso).

|

Con esta técnica se puede medir el retardo de fase de un rayo
de luz, de lo cual se puede derivar la densidad Optica y el peso
seco del material, en este caso proteinas, presentes en la muestra.
Utilizando esta técnica, Huxley y Hanson (1957) determinaron que
la cantidad de proteina (expresada en porcentajes de la proteina
miofibrillar total) presente en las bandas A, era del 50-55 por
ciento, lo que concordaba con el valor de 51 por ciento obtenido
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para la miosina extraida del musculo completo; mientras que el
valor correspondiente a los filamentos I era del 36 por ciento, y el
valor que correspondia a la actina extraida era del 30 por ciento.

Por medio de técnicas inmunologicas se ha demostrado que
anticuerpos contra miosina se localizan en la banda A de miofibri-
llas aisladas, mientras que anticuerpos contra actina y tropomiosina
se localizan en la banda I. Finalmente, las mediciones obtenidas
utilizando imagenes de microscopia electronica de filamentos
artificiales de miosina y actina, indican que las dimensiones y
caracteristicas fisicas de éstos corresponden respectivamente a los
filamentos gruesos y delgados nativos (Pepe, 1966).

Toda esta evidencia no deja lugar a dudas sobre la localizacion
de la miosina a nivel de los filamentos gruesos y de la actina a
nivel de los filamentos delgados.

Actividad ATPasica de la Miosina

Después de haber demostrado la actividad ATPasica de la
miosina (Engelhardt y Ljubimova,1939; Ljubimova y Engelhardt,
1939), Engelhardt y colegas (1941) fueron los primeros en probar el
efecto del ATP sobre esta proteina que, como se demostrd poco
después, era en realidad una mezcla de actina con miosina. Ellos
utilizaron la preparacion de filamentos de la proteina en forma de
trenza preparados segiin el procedimiento originalmente usado por
Weber (1925), demostrando que el ATP aumentaba la extensi-
bilidad de estas trenzas en mas del 50 por ciento. Estos resultados
fueron confirmados por Needham y colegas (Dainty, 1941) quienes
estudiaron el efecto del ATP sobre algunas propiedades de la
miosina, como la bi-refringencia de flujo y la viscosidad, encon-
trando que al agregar 1| mM ATP a una solucién 1-3 por ciento de
miosina en 0,5 M KCI la bi-refringencia de flujo aumentaba en un
40 por ciento y la viscosidad disminuia en un 14 por ciento, pero
después de poco tiempo estos efectos se revertian debido al
consumo del ATP.
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Interaccion entre Miosina y Actina

Al mismo tiempo, Albert Szent-Gyorgyi y Banga (1941) empe-
zaron a estudiar el efecto del ATP sobre la miosina B. Ellos
encontraron que al suspender una trenza preparada con miosina B
en un extracto acuoso filtrado de musculo, esta se contraia,
acortandose a menos de la mitad de su longitud inicial en unos 30
segundos. Si el extracto acuoso se dejaba 24 h, no se producia
este efecto a menos que no estuviese presente el ATP junto a K y
Mg. Al usar suspensiones de miosina B en 0,1 mM KCI, el grupo
de Albert Szent-Gyorgyi demostro que el ATP en presencia de Mg
causaba la precipitacion de la proteina, fenomeno que é1 denominéd
“superprecipitacion”. Estos resultados sugirieron que el mecanismo
molecular de la contraccion muscular consistia en una trans-
formacion de miosina A en miosina B. Estudiando la diferencia
entre las dos formas de miosina, Straub (1943) habia encontrado
que la miosina B resultaba de la mezcla de la miosina A con la
actina. Por lo tanto el efecto del ATP sobre las trenzas de miosina
B, o sobre la actomiosina, preparada artificialmente con miosina A
y actina, se explicaba por la separacion de las dos proteinas, y era
esperado considerando el aumento de viscosidad que habia sido
observado cuando se mezclaban la actina y la miosina.

Con respecto a la influencia de diferentes iones sobre la
actividad ATPasica de la miosina, es importante mencionar que
Needham (1942) habia demostrado que la actividad ATPasica de
su preparacion dependia de la presencia de Ca. Por otra parte
Bailey (1942) trabajando en condiciones de pH alcalino, habia
encontrado que la actividad ATPasica de la miosina era activada
por el Ca y el Mn, mientras que el Mg y el Ba no eran efectivos.
Banga (1943) explord la actividad ATPasica de la miosina A y de
la miosina B: trabajando en condiciones de baja fuerza ionica (KCI
0,01 M) demostré6 que la miosina B era activada por Ca y Mg
mientras que la miosina A era activada s6lo por Ca.

Afios después Mommaerts y Seraydarian (1947) encontraron
que la miosina purificada era inhibida por el Mg. Esta inhibicion se
revertia y se trasformaba en activacion en presencia de actina.
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Finalmente fue Hasselbach (1952) quien estudio sistematicamente la
importancia y las condiciones de los efectos del Ca y del Mg sobre
la actividad ATPésica de la miosina.

La divergencia de resultados del grupo de Albert Szent-Gyorgyi
con los resultados previos de Engelhardt y colegas (1941) y Dainty
y colegas (1941), puede explicarse por diferencias en las condi-
ciones experimentales, y por el hecho de que el ATP, de acuerdo
a las condiciones, parece tener la capacidad de activar la asocia-
cion entre miosina (M) y actina (A), o su disociacion, de acuerdo
al siguiente diagrama:

1) MAATP ——— M~P + ADP
2) M~-P + A ———> AM + P
3) AM + ATP ——> M.ATP + A

La asociacion entre actina y miosina energizada por ATP ha
sido también estudiada en diferentes modelos contractiles, tales
como musculos, paquetes de fibras o fibras tnicas extraidos con
Glicerol, fibras unicas desmembradas mecanicamente (preparacion
de Natori) y miofibrillas aisladas mecanicamente.

La preparacion de musculos psoas de conejo, o de paquetes de
fibras de estos musculos glicerinados, introducida por Albert Szent-
Gyorgyi (1949) fue particularmente importante ya que permitié la
medida de tension para cuantificar la respuesta contractil de los
musculos, bajo diferentes condiciones experimentales. El tratamiento
por glicerol extrae la membrana plasmatica dejando el sistema
contractil expuesto al medio externo. Para disminuir los retrasos de
difusion, especialmente del ATP, se prefirio el uso de fibras
aisladas, relativamente faciles de obtener después del proceso de
extraccion con glicerol.

Otra preparacion que merece un comentario especial debido a

sus implicaciones estructurales para la interaccion actina-miosina,
es la asociacion de los fragmentos S1 de miosina con filamentos
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artificiales de actina, formandose las estructuras parecidas a puntas
de flechas que solo pueden ser visualizadas bajo condiciones de
rigor ya que, debido a que esta estructura se descompone en
presencia de ATP, es imposible visualizarla bajo condiciones fisio-
logicas.

Con los trabajos de Albert Szent-Gydrgyi y colaboradores se
extendio el conocimiento sobre las proteinas contractiles focalizando
los estudios sobre la interaccion Acto-Miosina ATP. Esto permitid
aclarar muy bien los mecanismos de interaccion entre estas dos
proteinas desde el punto de vista bioquimico, pero sin asociarlo a la
estructura molecular de los sarcomeros, ni a la necesidad de un
activador del fendomeno contractil. En palabras de Albert Szent-

Gyorgyi:

“su mayor contribucion a la fisiologia muscular fue pos-
tular que la contraccion muscular es una reaccion entre
Acto-miosina, ATP y algunos iones.”

Tropomiosina

Bailey (1946) describio una proteina de musculo cardiaco,
utilizando un procedimiento de extraccion que comenzando por lavar
el sarcoplasma, precipitar y deshidratar el remanente constituido
basicamente por proteinas fibrosas, permitia solubilizar una nueva
proteina con KCl 1 M a pH 7,0, cuando ya la mayoria de las
proteinas habia sido desnaturalizada o precipitada. Posteriormente
se encontr6 que esta proteina, llamada tropomiosina, se extraia
junto con la actina, lo cual indicaba que formaba parte del aparato
contractil de los musculos, estando localizada en los filamentos
delgados, como fue demostrado por Pepe (1966) usando técnicas
inmunoldgicas. La tropomiosina se separa facilmente de la actina a
muy baja fuerza idnica, pero no a alta, a menos que la actina esté
desnaturalizada. La tropomiosina es una proteina muy estable, con
excepcionales propiedades fisico-quimicas por lo cual ha sido
estudiada intensamente. El peso molecular de la tropomiosina es de
66.000 Da y la molécula esta formada por dos cadenas de alfa
hélice de 33.000 Da cada una, enrolladas entre si, con una longitud

60



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

de 40 nm. La tropomiosina es resistente a la accion desna-
turalizante de sustancias como alcohol, acetona, o éter (Bailey,
1948). La tropomiosina es soluble en agua con un pH por encima
de 6,5 o por debajo de 4,5, dando lugar a una solucion muy
viscosa. Esta viscosidad disminuye en soluciones salinas. Una de
las propiedades importantes de la tropomiosina es su tendencia a
formar agregados a baja fuerza idmica. Otra, es su tendencia a
asociarse con actina en forma paralela, pero la asociacion no es
tan fuerte como la interaccion entre actina y miosina en ausencia
de ATP o entre tropomiosina y troponina. La asociacion actina-
tropomiosina requiere la presencia de ciertos iones (0,8 mM Mg o
20 mM K). Esta ultima propiedad facilita su separacion de la
actina. La tropomiosina afecta medianamente la capacidad de
asociacion entre miosina y actina. Estudiando los efectos de la
tropomiosina sobre la superprecipitacion, o sobre la actividad
ATPasica de la actomiosina, Katz (1964) encontré que la tropo-
miosina favorece la interaccion actina-miosina si las condiciones son
favorables, y la deprime en caso contrario. Su funcién fisiologica
fue solamente aclarada en 1963, cuando Ebashi descubrio que un
factor proteico, con caracteristicas parecidas a la tropomiosina, y
tentativamente llamado tropomiosina nativa, le conferia sensibilidad
al calcio al sistema contractil, como se discute a continuacion.

Proteinas reguladoras

Basada en su trabajo, A. Weber (ver Capitulo 7) habia sugerido
que el Ca actuaba como activador de la contraccion muscular. Sin
embargo quedaba por entender por qué el calcio, que resultaba
efectivo para activar sistemas como fibras glicerinadas o miosina B
(actomiosina natural), no era efectivo para activar la actomiosina
reconstituida, preparada con fracciones puras de actina y miosina, o
sea mucho mas pura que la actomiosina natural. Weber y Winicur
(1961) habian demostrado que la insensibilidad al Ca de la acto-
miosina reconstituida, dependia de la preparacion de actina utilizada.
Esta informacion impuls6 a Ebashi (1960) a tratar de conseguir una
preparacion de actina que le confiriese a la actomiosina la debida
sensibilidad al calcio, logrando preparar una fraccion activa de
actina, que estaba asociada a otra proteina, similar a la tropo-
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miosina, por lo cual fue llamada tropomiosina nativa (Ebashi y
Ebashi, 1964). Ebashi logré demostrar que el Ca a baja con-
centracion podia inducir el fendémeno de superprecipitacion de la
actomiosina natural, o miosina B, libre de Ca (Ebashi, 1961), como
se muestra en el experimento de la figura 2.5.

El grafico de la figura indica el nivel de superprecipitacion
(como densidad optica) que representa un modelo del sistema
contractil in vitro. En condiciones control, en presencia de
tropomiosina y de Ca, ocurre el fenomeno de super-precipitacion.
En presencia de tropomiosina nativa, el sistema adquiere la
sensibilidad al Ca y basicamente no hay interaccion de las
proteinas contractiles en ausencia de Ca. Pero al agregar 0,2 uM
de Ca, ya empieza a haber interacciéon que es completa en
presencia de 5 pM del cation divalente. Debido a que estaba
claramente demostrado que la tropomiosina no conferia la sensi-
bilidad al Ca en las preparaciones de actomiosina, parecio evidente
que la tropomiosina nativa tenia que estar asociada a otra proteina
que tuviese esta capacidad. Ebashi y Kodama (1965, 1966) pu-
dieron aislar una proteina globular de 60.000 Da de masa, que
tenia la caracteristica deseada y que fue llamada troponina. En
1968 Ebashi y Endo propusieron:

a) que la troponina inhibe la interaccion entre miosina, actina y
ATP en ausencia de Ca;

b) que el efecto de la troponina se ejerce sobre el filamento de
actina a través de la tropomiosina; y

¢) que el Ca remueve la inhibicion, favoreciendo el fendémeno
contractil.

Poco tiempo después Hartshorne y Mueller (1968) demostraron
que en realidad habia dos tipos de troponinas asociadas a la
tropomiosina, troponina A y troponina B, teniendo la troponina A
los sitios de union para el Ca y la troponina B la capacidad de
inhibir la interaccion entre actina y miosina. Gracias al trabajo de
diferentes grupos de investigadores se pudo por fin llegar a la
conclusion de que habia tres tipos de troponinas que fueron denomi-
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Figura 2.5. En presencia de tropomiosina nativa, la actomiosina adquiere
sensibilidad al Ca. En ausencia de Ca no hay reacciéon de superpre-
cipitacién, que ocurre en presencia de bajas concentraciones de Ca. En
ausencia de tropomiosina nativa (control) hay superprecipitacion indepen-
dientemente de la presencia de Ca. (Modificado de Ebashi et al, 1973).

nadas I, C y T (Ebashi, 1972). Siendo la I la proteina inhibitoria, la
T la proteina que se unia a la tropomiosina y la C la proteina que
ligaba el Ca.

El grupo de troponinas anclado a la cadena de actina a
distancias regulares determinadas por la longitud de la tropomiosina,
ejercia una inhibicién estérica que impedia la interaccion entre
miosina y actina, inhibiciéon que se anulaba si la troponina C unia
Ca. La figura 2.6 muestra un experimento disefiado para aclarar el
papel regulatorio de cada una de las troponinas. Midiendo los
cambios de absorbancia causados por la superprecipitacion del
complejo actina-miosina-ATP en presencia de tropomiosina, Ebashi
pudo demostrar lo siguiente:

a) en presencia de troponina nativa aumentando la concentracion
de Ca de 1x107 a 8x10% M se activa la reaccién de super-
precipitacion (seccién a); la troponina I inhibe la reaccion de
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Figura 2.6. Regulacion de la funcion del Ca por el sistema de troponinas.
La interaccion entre actina y miosina es inhibida por la troponina I. Esta
inhibicion es cancelada por la troponina C, pero independientemente del
Ca. En presencia de troponina I, y C, la troponina T establece la
sensibilidad al Ca. (Modificado de Ebashi et al, 1973).

superprecipitacion, independientemente de la presencia de Ca
(seccion b); la troponina C, a baja concentracion, revierte el efecto
de la troponina I, pero quitando la sensibilidad del sistema al Ca
(seccion c); a concentraciones fisiologicas de troponina 1y C, la
troponina T establece la sensibilidad al Ca del sistema (seccion d).
Posteriormente Ohtsuki y colegas (1967) trabajando en el labo-
ratorio de Ebashi, lograron separar, por medio de quimotripsina, la
troponina T en dos fragmentos: T y T,, cada uno de los cuales
cumple parte de la funcion originalmente asignada a la troponina T.
Utilizando un anticuerpo anti-troponina, fue posible demostrar la
localizacion del sistema troponina sobre el filamento de actina en
musculo de pollo, con periodicidad de aproximadamente 40 nm,
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consistente con la longitud de la molécula de tropomiosina (Ohtsuki
et al, 1967). Basandose en esta evidencia se ha propuesto el
modelo esquematicamente ilustrado en la figura 2.7. De acuerdo
con este modelo:

a) la tropomiosina estd colocada en el surco entre las dos
hebras de actina que forman el filamento delgado;

b) dos moléculas de tropomiosina colocadas en dos surcos
opuestos, cubren dos grupos de 7 moléculas de actina, y;

TROPOMIOSINA TROPONINAS

PUENTE CRUZADO
(HMM)

ACTINA

-Ca? || + Ca*

Figura 2.7. Mecanismo estérico de inhibicion de la interaccion miosina-
actina por Troponina I (esquema inferior), y su remocién en presencia de Ca
(esquema superior). (Modificado de Huxley, 1973).
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c) la troponina estd localizada en sitios especificos de la
molécula de tropomiosina (Ebashi et al, 1969; Ohtsuki y
Wakabayashi, 1972).

La figura 2.7 muestra de manera esquematica como el meca-
nismo de accion de la troponina se basa en un impedimento
estérico ejercido por la troponina I, que es removido al unir calcio
a la troponina C.

La troponina C de musculo esquelético rapido tiene dos tipos de
sitios para el Ca: dos sitios Ca-Mg, que tienen una alta afinidad
para el Ca (K, = 2,1x10” M") pero también unen al Mg com-
petitivamente (K, = 5x10° M'); y otros dos sitios que tienen que
tienen una afinidad menor para el Ca (K, = 3,2x10° M), pero son
especificos para el Ca y no para el Mg.

El papel de la troponina como proteina reguladora de la
contractilidad esta bien establecido para el caso de musculo
estriado de vertebrados, sin embargo no constituye un modelo
general para la regulacion de la contractilidad, ya que en musculos
de invertebrados como los moluscos no hay troponina, y los sitios
de union para el Ca se encuentran a nivel de las moléculas de
miosina (Kendrick-Jones et al, 1970). Ademas, para el caso de los
musculos lisos, la cadena liviana de miosina con actividad de kinasa
(Myosin Light Chain Kinase, MLCK) fosforila la miosina (Stull y
colegas 1985, 1998.) y activa la contraccion cuando es activada por
la calmodulina unida a 4 Ca.

Otras proteinas sarcomeéricas

Dentro de los sarcomeros se encuentran otras proteinas aso-
ciadas a los filamentos de miosina y de actina, como la dineina, la
distrofina, la titina, etc.

La Titina, descubierta por Maruyama (1976), y antes llamada
conectina, es la proteina mas grande conocida, con un peso
molecular de 3-4 MDa para 1 sola cadena peptidica; ademas es la
tercera proteina en orden de abundancia en los musculos. Un fila-
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mento de titina abarca la distancia entre una linea Z hasta la region
M en la banda A.

Su funcidn parece ser la de otorgarle estabilidad y elasticidad a
los sarcomeros. El segmento del filamento que cubre la banda I
presenta una gran elasticidad como se indica esquematicamente en
la figura 2.8. Recientemente se ha presentado evidencia (Udaka y
col. 2008) que en mamiferos, la atrofia muscular debida a falta de
uso, estd asociada a una importante disminucion, 45%, en la
expresion de titina en los musculos. Ademas de disminucion de
masa muscular, la pérdida de titina estd acompafiada por alte-
raciones severas en la estructura sarcomérica; por disminucién de
longitud de los filamentos gruesos y delgados (tanto en fibras Tipo
I que expresan s6lo la miosina tipo MHC I como en fibras tipo I/II
que expresan también la miosina tipo MHCII); disminucién de la
sensibilidad de fibras desmembranadas al Ca; y corrimiento de la
curva fuerza longitud hacia longitudes menores. Estos resultados
atestiguan la gran importancia de esta proteina en la integracion de
las funciones sarcoméricas.

A la altura de la linea M, cada filamento grueso parece estar
conectado con los filamentos adyacentes por medio de filamentos
muy delgados. También se ha descrito la presencia de una proteina
especifica llamada miomesina.

Disco Z Linea M Disco Z

extremo (+) - extremo (-) Actina (filamento delgado)
nebulina

Figura 2.8. Dibujo esquematico de un sarcomero, mostrando la posible
localizacion de diferentes proteinas contractiles y reguladoras.
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En la linea Z también parecen existir filamentos cuya naturaleza
no estd clara. Sin embargo un constituyente bien definido es la
a-actinina. La desmina parece formar un collar alrededor de cada
miofibrilla a nivel de la linea Z. La B-actinina, que regula la
polimerizacion de la G-actina, esta localizada en el centro de la
banda A, y no es afectada por la extraccion de la miosina.

La Nebulina parece formar bandas transversales en la banda I,
que han sido observadas al microscopio electrénico y también a
finales del siglo XIX por microscopia de luz.
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CAPITULO 3

MECANICA Y ENERGETICA DE LAS FIBRAS
MUSCULARES

Respuesta contractil

En condiciones fisiologicas la estimulacion de un nervio motor
causa la respuesta contractil del masculo que inerva, la cual puede
consistir en una sacudida simple o tetanica dependiendo de si al
terminal nervioso le llega un solo potencial de accion, o un tren de
potenciales de accion, cuya duracion y frecuencia pueden variar.
Debido a que un unico axén de un nervio motor puede inervar
desde una hasta 100 o mas fibras, constituyendo lo que se deno-
mina una unidad motora, la respuesta contractil de un musculo en-
tero puede ser modulada bien sea aumentando el nimero de uni-
dades motoras estimuladas (aumentando la intensidad del estimulo)
o aumentando la frecuencia de estimulacion.

Bajo condiciones experimentales, un musculo puede ser esti-
mulado a través de su nervio motor o directamente a través de
electrodos de estimulacion. En todo caso, el estimulo que desen-
cadena la respuesta contractil de una fibra muscular es un cambio
rapido y transitorio del valor del potencial de membrana de las
fibras musculares o potencial de accion, que se propaga a lo largo
de la fibra. Debido a la naturaleza todo o nada del potencial de
accion, la respuesta contractil de una sola fibra también es de
naturaleza todo o nada, como fue demostrado por Keith Lucas
(1905; 1909), y no puede ser modulada por la intensidad del
estimulo, pero si por la frecuencia de estimulacion o por inter-
venciones farmacologicas variadas, como se vera luego. Histo-
ricamente las contracciones han sido clasificadas en dos grupos.
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De acuerdo a la terminologia introducida por Fick (1882), cuando
un musculo se contrae a longitud constante, se tiene una contrac-
cién isométrica, mientras cuando se acorta en contra de una carga
se tiene una contraccion isotonica. Fenn (1941) propuso una
clasificacion que define mejor lo que ocurre cuando los musculos
se contraen en el cuerpo y segun la cual hay contracciones
acompafiadas por acortamiento, y contracciones acompaiadas por
estiramiento. Sobre todo por razones experimentales es conveniente
considerar también las contracciones isométricas pero sin olvidar
que pueden ocurrir cambios de longitud a nivel de los sarcomeros,
o de otras estructuras internas, pudiendo algunas de éstas acortar-
se a expensas de otras estructuras extensibles en serie presentes
en el sistema.

La figura 3.1 ilustra esquematicamente el sistema experimental
utilizado por Jewell y Wilkie (1958) para registrar contracciones
isométricas e isotonicas y realizar experimentos de poscarga o de
liberacion instantanea, como se explicara a continuacion. Para el
primer caso el tope para liberacion instantanea se quita y en su
puesto va el cabezal de un transductor mecano-electronico, que
permite obtener registros isométricos de la tension desarrollada,
como lo muestran los mecanogramas de la figura 3.2, obtenidos
estimulando a diferentes frecuencias una fibra aislada del musculo
semitendinoso de Rana temporaria a 2°C.

Stop de carga
Fulcro m

———, Stop para quick release

[ ) ]
! L L -—-'0 cabe;al de, tljansductor
1sometrico

Carga

Amortiguador Musculo

Figura 3.1. Aparato experimental para la determinacion de las propiedades
mecanicas de los musculos. Ademas de registrar contracciones isométricas
e isotdnicas el aparato permite realizar experimentos de poscarga y de
liberacion instantanea.
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Figura 3.2. Registros isométricos de las respuestas mecanicas de una
fibra aislada de Rana temporaria estimulada a diferentes frecuencias.
Temperatura 2 °C. (Modificado de Caputo et al., 1994).

En esta figura puede verse como aumentando la frecuencia de
estimulacién se tiene un tétano en el cual se ven los picos
individuales de las sacudidas simples antes de llegar a tener un
tétano completamente fusionado. Por lo general en fibras mus-
culares de anfibio la magnitud de la respuesta contractil de una
sacudida simple es alrededor de un tercio de la de un tétano a
temperatura ambiente. A bajas temperaturas, debido a la prolon-
gacion del potencial de accion, la tensidon desarrollada en una
sacudida simple es mayor y puede llegar al 80 % de la tension
tetanica como es el caso de las respuestas contractiles de la figura
3.2. Para registrar contracciones isotonicas con el aparato ilustrado
en la figura 3.1, se quitan tanto el tope de poscarga como el de
liberacion instantanea. El acortamiento del musculo puede medirse
utilizando un sensor 6ptico que mide el desplazamiento de la leva.
El musculo en este caso se contrae partiendo de longitudes
diferentes determinadas por la carga. Para evitar esto, y medir
contracciones isotonicas partiendo siempre de la misma longitud del
musculo, se usa el tope de post-carga que impide que la carga
estire el musculo. La parte superior de la figura 3.3 muestra los
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registros de contracciones isotdnicas, durante las cuales el misculo
levanta diferentes cargas identificadas por los niimeros que corres-
ponden a los diferentes niveles de la fuerza alcanzada durante la
contraccion isométrica que aparece en la parte inferior de la figura.
En los registros superiores se puede apreciar que la velocidad inicial
con que se acorta el musculo es mayor cuanto menor sea la carga.

6 7 3
] 5
7

Acortamiento
(mm)

BF N
ll{

N

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
TIEMPO

Tension (g-peso)
wn

Figura 3.3. Panel inferior: registro isométrico de una sacudida
simple de un musculo sartorio. Panel superior: registros isotéonicos
de sacudidas simples bajo diferentes cargas. Los numeros corres-
ponden a los valores de la fuerza isométrica, expresados en g.peso,
marcados con lineas horizontales en el panel inferior.

Relajacion de latencia

La figura 3.4 muestra que existe un pequefio retraso, llamado
periodo latente, entre un estimulo aplicado directamente a un
musculo y la respuesta contractil. El periodo latente depende de la
temperatura, siendo 3.5 ms a 23°C y alrededor de 15 ms a 0°C.
Con sistemas de alta sensibilidad, se observa que durante el periodo
latente, el desarrollo de fuerza es precedido por una breve y
pequefia relajacion que depende de la longitud inicial del musculo,
(Haugen y Sten-Knudsen 1976), alcanzando su amplitud méaxima a
una longitud de sarcémeros entre 2.8 y 3.2 um (Mulieri, 1972).
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Este fenomeno que ocurre simultineamente con un cambio de
opacidad, registrado por D. K. Hill, (1949) y que claramente
antecede el desarrollo de tension, ha sido interpretado como la
primera manifestacion de cambios moleculares a nivel de las
proteinas contractiles cuando un musculo es estimulado. En un
trabajo reciente (Yagi, 2007), utilizando difraccion de rayos X con
alta resolucion temporal y musculos de Rana, se ha encontrado
que los cambios en la distancia entre reflexiones a 14.3 nm
ocurren simultineamente con la relajacion de latencia, sugiriendo
que el fenomeno se debe a la ruptura de los puentes cruzados
entre miosina y actina que pueden formarse en el musculo en
reposo (ver Capitulo 4).

Estimulo

1,5 ms 3,25 ms
l

Figura 3.4. Esquema de las relaciones temporales de la relajacion de
latencia, con el estimulo y el desarrollo de tensién isométrica. Los
tiempos estan dados en ms.

Potenciacion post-tetanica

Un fendomeno interesante cuya naturaleza no ha sido aun
explicada en detalle es el de la potenciacion de las sacudidas
simples que ocurre después de un tétano. Esta potenciacion,
denominada post tetanica, (PPT) se desarrolla con un curso
temporal de una decena de segundos después de un tétano y luego
lentamente, durante varios minutos, desaparece, regresando la
amplitud de las sacudidas a su nivel inicial. Este fendmeno se
observa tanto en musculo sartorio (Connolly et al., 1971) como en
fibras Unicas de rana (Vergara et al., 1977). Estos autores han
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demostrado que en fibras aisladas, soluciones hipertonicas que
bloquean la contraccion en respuesta a estimulacion tetanica, no
afectan la potenciacion post-tetanica. Este fendmeno que coincide
con un aumento en la duracion del estado activo que sigue un
periodo de actividad contractil (Ritchie y Wlikie, 1955), ha sido
explicado en términos de alteraciones homeostaticas del Ca o en
términos de fosforilacion de la cadena regulatoria liviana (RLC) de
la miosina (ver capitulo 4); por ejemplo, Tubman y colegas (1997)
han demostrado que tanto la PPT como la fosforilacion de la RLC
de la miosina son reducidas significativamente en musculos atro-
fiados experimentalmente.

Relacion Longitud-Tension

Desde principios del siglo pasado diferentes autores han estu-
diado la relacion que existe entre la tension y la longitud de
musculos en estado de reposo y durante la actividad tetanica. La
figura 3.5 muestra en la parte A, el diagrama longitud-tension
obtenido por Ramsey y Street en 1940 con fibras musculares
aisladas estimuladas tetanicamente. Puede apreciarse como en este
experimento las fibras todavia desarrollan tension cuando estan
estiradas casi al doble (180%) de su longitud de reposo. Con
respecto a la rama ascendente de la curva, Ramsey y Streert
encontraron que al disminuir la longitud de las fibra por debajo del
60 % el acortamiento se hacia irreversible y la fibra entraba en el
estado Delta. El acortamiento de la fibra se lograba estimulandola
repetitivamente con los tendones libres. En la parte B se muestra
esquematicamente el procedimiento experimental que permite sepa-
rar el efecto del estiramiento sobre la tension de un musculo en
reposo (curva b) de la tension obtenida en un musculo estimulado
(curva a). Puede apreciarse que el musculo en condicion de reposo
puede ser estirado en casi el 20 por ciento de su longitud inicial
antes de que se aprecie una resistencia al estiramiento. A longi-
tudes mayores la resistencia al estiramiento aumenta, generandose
una fuerza pasiva que se suma a la activa, y de la cual debe ser
sustraida para obtener la curva (a-b). La curva (a-b) y la curva en
la parte A de la figura muestran la relacion que existe entre la
tension tetanica y la longitud del musculo. Esta figura ilustra una de
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Figura 3.5. A. Diagrama fuerza vs longitud obtenido en fibras aisladas
por Ramsey y Street en 1940. B. Diagrama esquematico de la relacion
tension longitud. La curva a muestra la relacion entre fuerza y longitud en
un musculo estimulado. La curva b muestra la misma relacion en un
musculo en reposo, y corresponde al estiramiento de los elementos
elasticos en serie. Restando las dos curvas (a-b) se obtiene la relacion
fuerza longitud del sistema contractil.

las propiedades mas interesantes del sistema contractil muscular: la
fuerza maxima que pueden desarrollar las fibras musculares
depende de su longitud. Esta propiedad constituye el fundamento de
la teoria de los filamentos deslizantes, que es la teoria de
contraccion generalmente aceptada en la actualidad y que serd
discutida posteriormente. La figura 3.5 B muestra claramente la
diferencia entre las propiedades mecanicas de un musculo en
reposo y la de un musculo contrayéndose

Teoria visco-elastica

En 1922, estudiando la eficiencia mecanica de musculos hu-
manos, A. V. Hill habia encontrado que cuanto mayor era la carga,
menor era la velocidad con la cual los sujetos podian levantarla.
Esta caracteristica dependia s6lo de los musculos, sin intervencion
del sistema nervioso, ya que como se demostréd luego (Gasser y
Hill, 1924) el fendmeno se repetia en musculos aislados. De hecho,
este fendmeno ya habia sido observado por Fick (1882), y fué
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confirmado por numerosos investigadores después de Hill (1922) y
de Gasser y Hill (1924). En sus experimentos Hill (1922) habia
medido la velocidad de contraccion (V) con diferentes cargas,
encontrando que el trabajo realizado (W) disminuia linealmente con
la carga de acuerdo a la ecuacion:

W=W_-kYV, @3.1)

donde W es el trabajo realizado, V es la velocidad de contraccion
y W,y k son constantes.

La manera mas obvia de explicar estos resultados era asumir
que los musculos tenian una cierta viscosidad interna. Fick habia
explicado su observacion suponiendo que una importante fraccion
de la energia elastica de los musculos era utilizada para vencer
resistencias internas disipandose luego en forma de calor. De
acuerdo a Fick, la naturaleza de las resistencias internas era tal
que éstas aumentaban con la velocidad del movimiento muscular.

Ya desde 1922 Hill habia propuesto un simple analogo mecéanico
que podia explicar casi todas las propiedades mecanicas de los
musculos, conocidas hasta entonces. Basicamente el modelo
suponia que el sistema contractil de los musculos se comportaba
como una resistencia amortiguada por una viscosidad interna, capaz
de ejercer fuerza o realizar trabajo en contra de una carga, como
se muestra esquematicamente en la figura 3.6 (I). El musculo
estimulado se consideraba como un nuevo cuerpo elastico, que
podia almacenar energia como lo haria un resorte estirado. De
acuerdo a Hill (1922) la activacion contractil estaba ligada a la
liberacion de energia inicial, que se manifestaba como energia
contractil en los musculos, y era utilizada indistintamente para
realizar trabajo o producir calor.

Pero, cuando se deja acortar un resorte previamente estirado su
energia elastica disminuye, convirtiéndose en calor si el resorte al
acortarse no realiza trabajo. Si por el contrario el resorte al
acortarse mueve una carga, o sea realiza un trabajo util, la
diferencia en la energia elastica entre el estado inicial y el final es
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convertida en parte en calor y en parte en trabajo mecanico. Si la
carga aumenta, mayor sera la fraccion de energia elastica conver-
tida en trabajo y menor la convertida en calor.

|

| I1

Resorte
Embolo Embolo

o esorte

Resorte
Fuido
Viscoso

Figura 3.6. Modelos viscoelasticos. I segun Hill (1922) y II. (Modificado
segun Levin y Wyman, 1924).

En realidad esta relacion no se cumple para el caso de los
musculos. De hecho, Fenn (1923) demostré que, para el caso de
un musculo activado maximamente que se contrae de manera
isotonica en contra de una carga, o sea cuando el musculo realiza
trabajo, la cantidad total de energia liberada depende de la carga,
siendo la energia posiblemente derivada de una reaccion bioquimica
acoplada a la contraccion, durante la cual se consume un sustrato.
Fenn concluyd que la energia liberada en una sola contraccién no
dependia solamente de las condiciones mecanicas y fisiologicas del
musculo sino que podia ser modificada por la carga que el misculo
descubria que debia levantar. Este efecto, conocido como efecto
Fenn, indica la existencia de un mecanismo regulatorio propio del

71



Carlo Caputo

sistema contractil, que no es compatible con la teoria visco-elastica.
Para explicar el “efecto Fenn” en términos de una viscosidad
habria que suponer que la viscosidad en un musculo contrayéndose
fuese mucho mayor que en un musculo en reposo. Experimentos
adicionales, llevados a cabo por Gasser y Hill (1924) y por Levin y
Wyman (1927) permitieron la reformulacion del modelo original,
proponiendo un andlogo mecanico de un musculo activo, constituido
por dos componentes en serie; de ¢€stos, uno estaba amortiguado
por una viscosidad, representando el sistema contractil como se
ilustra en la figura 3.6 (II).

Un experimento simple, ilustrado en la figura 3.7 puede servir
para explicar el funcionamiento del modelo. Si durante una contrac-
cidon tetanica isométrica, cuando el musculo ejerce su fuerza
maxima, se permite que el musculo se acorte a diferentes niveles y
se mantenga a la nueva longitud, la tensién maxima decae instanta-

C
b AL
a

o r

Tension

Figura 3.7. Experimento de liberacion instantdnea. Durante una contraccion
tetanica isométrica el musculo se deja acortar a diferentes longitudes,
causando una caida en la tensidon, que luego se recupera a la misma
velocidad de la contraccion inicial. (Modificado de Gasser y Hill, 1924).
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neamente, pudiendo llegar hasta el valor cero, debido al retroceso del
resorte que se acorta absorbiendo la energia contractil del musculo, y
luego la tension se desarrolla de nuevo, debido al acortamiento del
componente contractil que estira el componente elastico. Lo inte-
resante del experimento es que la fuerza se recupera a la misma
velocidad inicial, indicando que el retraso en el desarrollo de fuerza no
se debe al fenomeno de activacion contractil, sino a la presencia de
un elemento elastico que amortigua el desarrollo de la tension.

Relacion Carga-Velocidad

Hill (1922), trabajando con humanos habia encontrado que
existia una relacion lineal entre la velocidad de acortamiento de los
musculos del brazo y la carga que el sujeto podia levantar. Sin
embargo, experimentos realizados con musculos de rana (Gasser y
Hill, 1924), indicaban que esta relacion no era lineal, lo cual fue
confirmado por Levin y Wyman (1927) quienes, utilizando dife-
rentes tipos de musculos, tampoco encontraron una relacion lineal
entre la velocidad de contraccion y el trabajo realizado. La relacion
cuantitativa entre carga y velocidad fue determinada por primera
vez por Fenn y Marsh en 1935. Ellos encontraron que cuando un
musculo es activado por un so6lo estimulo bajo condiciones isoto-
nicas, se acorta a una velocidad que es una funcién hiperboélica de
la carga, contra la cual el musculo se esta acortando. La figura 3.8
muestra el resultado de un experimento llevado a cabo para deter-
minar esta relacion, siguiendo el procedimiento llamado de post-
carga con el aparato ilustrado en la figura 3.1. En el experimento
el muasculo se contrae en contra de diferentes cargas. El stop
(tope) de post-carga impide que el musculo se acorte, y al ser
estimulado tetanicamente se contrae de manera isométrica, como se
muestra en el registro superior. Al quitar el tope a diferentes
tiempos durante la contracciéon isométrica, el musculo se deja
acortar en contra de diferentes cargas y la velocidad de acorta-
miento va a depender de la carga como se ilustra en los registros
de la figura 3.8.

En los experimentos ilustrados en las figuras 3.3 y 3.8 la
velocidad de acortamiento se media antes de que la tension
isométrica hubiera llegado a su maximo valor, y cabe la posibilidad
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Figura 3.8. Experimento de poscarga para determinar la velocidad de acor-
tamiento en contra de diferente cargas. El registro superior representa una
contraccion tetanica isométrica. Los registros inferiores muestran la veloci-
dad de acortamiento del musculo levantando las cargas correspondientes, a
los niveles de fuerza del tétano isométrico, marcados por las lineas verticales.

que los valores de la velocidad, asi obtenidos, no fuesen los valores
maximos posibles. Para aclarar este punto y al mismo tiempo
caracterizar los elementos elasticos en serie, Jewell y Wilkie (1958)
utilizaron un elegante método, denominado de liberacion instantanea,
que después de algunos afios, con instrumentaciéon mejorada, y con
mayor resolucion temporal, permitiria determinar las propiedades
mecanicas de los puentes cruzados. Este procedimiento consiste en
interrumpir un tétano isométrico quitando el tope ilustrado en la
figura 3.1 y dejar que el musculo se acorte en contra de diferentes
cargas. Los registros de la figura 3.9 indican que inmediatamente
después de quitar el tope se observa un acortamiento del musculo,
casi instantaneo, debido al acortamiento pasivo de los elementos
elasticos en serie. Esta fase es seguida por un cambio de longitud
mas lento, debido al acortamiento a velocidad constante, de los
elementos contractiles. La relacion carga-velocidad asi obtenida se
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Figura 3.9. Registros de acortamiento de un musculo en contra de
diferentes cargas en un experimento de liberacion instantdnea. En este
tipo de experimento el musculo se acorta durante la fase de meseta
cuando ha alcanzado el nivel maximo de activacion. (Redibujado de
Jewell y Wilkie, 1958, con permiso).

presenta en la figura 3.10. La magnitud del acortamiento se
determina por extrapolaciéon de la fase lenta de acortamien-
to.Confirmando los resultados de Fenn y Marsh (1935), Hill (1938),
habia demostrado que una de las funciones que podia describir esta
relacion era la de una hipérbola cuadréatica:

(P +a)(V+b)=(P,+a)b = constante 3.2)

en la cual V es la velocidad de acortamiento, P es la carga, P es
la carga maxima equivalente a la tension méxima desarrollada
durante un tétano isométrico y a y b son dos constantes carac-
teristicas del estado contractil del musculo, cuyos valores son
definidos por:
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a=14P, 'y b=a PV

max

respectivamente. La curva descrita por esta ecuacion e ilustrada en
la figura 3.10, expresa la capacidad de los musculos de convertir
energia de acuerdo a las condiciones experimentales, pudiéndose
establecer correlatos entre experimentos mecanicos y experimentos
en los que se mide la produccion de calor, como se verd luego al
tratar el tema de la Energética de la contraccién muscular.

1,0V

g
W
|

Velocidad de acortamiento (V/V_ )

I
0 0,5 P,

Carga relativa (P/P )

0,0

Figura 3.10. Relacion entre la velocidad de acortamiento de un
musculo y la carga contra la cual se deja acortar, obtenida en un
experimento similar al de la figura 3.9. El punto Po, corresponde a
la carga maxima, o sea a la tension isométrica. (Redibujado de
Jewell y Wilkie, 1958 con permiso).

Los resultados obtenidos por Jewell y Wilkie, confirmaban los
resultados previos de Fenn y Marsh (1935). Ademas, los autores
pudieron determinar la relacion entre la carga y la extension de los
elementos elasticos en serie, que se manifiesta como el primer
componente de los trazos presentados en la figura 3.9. La relacion
entre la velocidad de acortamiento y la carga contra la cual el
musculo se acorta, realizando trabajo, constituye otra de las
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propiedades importantes de los elementos contractiles, ya que indica
que, contrariamente a lo que ocurre en un sistema elastico simple,
una fibra muscular es capaz de ajustar su desempefio contractil, y
por ende ajustar su gasto energético de acuerdo a la carga. Es
importante destacar que esta caracteristica de los musculos se basa
en el hecho que la velocidad con que el musculo se acorta se
ajusta continua y precisamente a la fuerza activa desarrollada por
el aparato contractil. Asi, cuando la carga es pequefia, la fuerza
desarrollada por el musculo se hace pequefia aumentando adecua-
damente la velocidad de acortamiento. Por otra parte, cuando la
carga es grande la fuerza activa aumenta a un nivel adecuado
disminuyendo en lo necesario la velocidad de acortamiento.

La figura 3.11 muestra el modelo mecdnico de un musculo,
propuesto por Jewell y Wilkie (1958), también basado en las ideas
de Hill. Este andlogo mecanico, compatible con los resultados
experimentales, considera un musculo constituido por elementos
contractiles, o generadores de fuerza, que en estado de reposo son
altamente extensibles, asociados con dos sistemas elasticos, uno en
serie y el otro en paralelo con los elementos contractiles. Debido a
la gran extensibilidad de los elementos contractiles, que en estado
de reposo es muy grande, las propiedades mecdnicas de los
musculos en reposo estan determinadas por los elementos elasticos
paralelos. Las propiedades del componente elastico en serie estan
definidas por ser su longitud totalmente dependiente de la fuerza,
mientras que el componente contractil es definido por la relacion
entre fuerza y velocidad que indica que a cada instante la
velocidad de acortamiento del musculo depende de la fuerza o
carga, en contra de la cual el musculo se contrae.

Hasta recientemente se habia considerado que los elementos
elasticos en serie podian estar constituidos por los tendones, los
sarcomeros no activados, o alglin componente mecéanico del sistema
experimental. Estudios recientes han demostrado la presencia de
otras proteinas dentro de los sarcomeros, que ya se mencionaron,
como la titina y la nebulina que también pudieran contribuir a las
propiedades elasticas de las fibras musculares. Inclusive se ha
demostrado que elementos constituyentes de los generadores de
fuerza contribuyen a la elasticidad en serie como se vera luego. El
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sistema elastico en paralelo estd constituido por el sarcolema, el
sistema de membranas intracelulares y el tejido conectivo, epimisio
y perimisio.

C.C.

e.e.p.

C.C.S.

Figura 3.11. Analogo mecanico de un musculo con un componente
contractil un elemento elastico en serie y uno en paralelo (segun Jewell y
Wilkie, 1958).
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Estado activo

De acuerdo a Hill, inmediatamente después del estimulo, y antes de
que se detecte desarrollo de fuerza contractil, las fibras musculares
alcanzan un estado de plena activacién llamado estado activo, durante
el cual aumenta la resistencia de las fibras al estiramiento. Hill (1938)
habia propuesto que durante una contraccion isométrica el componente
contractil se acorta a expensas del componente elastico en serie.

Es justamente la presencia de los elementos extensibles o elas-
ticos dispuestos en serie, que causa el retraso de la manifestacion
contractil con respecto al estado activo, evidenciado por el cambio
de rigidez de la fibra, ya que estos elementos deberan ser estirados
por los elementos contractiles antes de poder verse el resultado
externo de la activacion contractil. En una sola sacudida el estado
activo no dura lo suficiente para que los elementos elasticos en
serie, o EES, sean estirados completamente, por lo tanto la fuerza
desarrollada en una sacudida no alcanza el maximo valor posible.
Debido a los efectos atenuadores de los EES, el desarrollo de
tension y la relajacion quedan rezagados con respecto a la fase de
subida y de caida del estado activo.

Por otra parte, durante una sacudida tetanica, la estimulacion
repetitiva prolonga la duraciéon del estado activo de manera que los
elementos contractiles pueden estirar los EES y el musculo logra
desarrollar su fuerza maxima.

El efecto retardador de los EES pudo ser puesto en evidencia
dejando acortar un musculo durante una contraccion, o estirandolo
rapidamente a diferentes longitudes después de la estimulacion. En
la figura 3.7 ya se ha mostrado un experimento de liberacién
instantanea realizado por Gasser y Hill (1924) en el cual se
demostraba la existencia de un retraso que no dependia del
fendmeno de activacién de la contraccion. Un experimento con-
trario puede hacerse estirando un musculo durante una contraccion.

En la figura 3.12 se muestra un ejemplo idealizado del pro-

cedimiento experimental seguido. En el grafico, P, representa el
mecanograma de una sacudida simple; P, la fuerza intrinseca del
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elemento contractil en todo momento, o sea la tension en la cual ni
se acorta ni se estira. P_esla tension desarrolladla en un musculo
estirado rapidamente inmediatamente después del periodo latente,
justo lo necesario para que el componente contractil ni se alargue
ni se acorte; P el valor de la tension isométrica maxima, equi-
valente al valor maximo de P, y P_. El valor inicial de P, es P, la
tension maxima durante una contraccion tetanica y durante la fase
de desarrollo de tension en una sacudida simple P empieza a subir
porque el componente contractil estd estirando al componente
elastico en serie. Debido a que el periodo de activacion durante
una sacudida simple es corto, P, empieza a declinar y su valor se
va acercando al de P_ hasta que se cruzan cuando este alcanza su
maximo valor. Desde este punto en adelante el proceso se invierte,
y ahora el elemento elastico en serie estira el elemento contractil.
Asi que de un lado del valor maximo, P es menor que P, porque
el componente contractil se estd acortando, y del otro lado P_ es
mayor que P, porque estd siendo estirado. Durante la fase de
relajacion el componente contractil se resiste al estiramiento con
una fuerza mayor que P. En el caso en que el musculo sea
estirado rapidamente durante una sacudida de manera que se
alcance la tension maxima P, cuando empieza la fase de relajacion
la fuerza P, del componente contractil se hace menor que P, y
empieza a ser estirado. A medida que la relajacion continta, P
decae estando siempre retrasado con respecto a P.

Trabajos posteriores permitieron determinar el curso temporal del
estado activo, demostrandose que éste dependia de la longitud de
los sarcomeros, a pesar de la contradiccion inherente a la definicion
inicial basada en un experimento en el cual justamente se cambiaba
la longitud del musculo. Una manera de resolver el problema,
propuesta por Edman y Kiesling (1971), es definir el estado activo
como el estado en que los elementos contractiles pueden generar
fuerza o acortarse. Estos autores determinaron que en fibras
aisladas de rana a 2°C, el estado activo se establece en menos de
10 ms y por lo tanto parece coincidir con la liberacion masiva de
calcio del RS. Este estado corresponderia entonces al tiempo en
que el Ca esté unido al sistema de troponina. El avance en las
técnicas de medicion del calcio extracelular han permitido deter-
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---— Tensiéon Tetanica

T Tiempo
Estiramiento

Figura 3.12. Efecto de un estiramiento inicial sobre la tension de una
sacudida simple. El experimento demuestra la capacidad de musculo en
alcanzar la tension tetanica maxima, de acuerdo con el concepto de estado
activo de A.V. Hill. (Modificado de Hill, 1949).

minar precisamente el curso temporal de la elevacion del Ca
intracelular durante el proceso de activacidon y, notablemente, dicho
curso temporal se establece muy rdpidamente después de la
estimulacion de las fibras musculares. De manera que parece posible
identificar operacionalmente el estado activo con el periodo en que la
concentracion mioplasmatica de Ca es alta. De acuerdo con esto, el
aumento en la concentracion de Ca determinaria la fase de esta-
blecimiento del estado activo, mientras que los mecanismos de
recaptura del Ca determinarian la velocidad de disociacién del Ca de
la troponina y por ende el tiempo de duracion del estado activo.

Energética de la Contraccion Muscular

Los musculos constituyen una maquinaria especializada para
movimiento y realizacion de trabajo. La energia que se necesita
para cumplir estas funciones proviene de reacciones quimicas, cuya
naturaleza ha sido objeto de estudio por mas de ciento cincuenta
anos. En realidad, Von Helmoltz (1848) trabajando en el problema
de conservacion de la energia, habia sido el primero en interesarse
en el origen de la energia necesaria para la contraccion muscular.
Heidenheim (1864), trabajando con un equipo muy sencillo y de
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escasa sensibilidad, obtuvo la primera evidencia de que la energia
total liberada, cambiaba cuando cambiaban las condiciones de la
contraccion muscular. Segin Fick (1882), este fue uno de los
descubrimientos fisiologicos mas relevantes de la época. Como
contraparte bioquimica, Heidenheim demostré que en dos musculos,
estimulados bajo cargas diferentes, una liviana y la otra pesada, por
un tiempo prolongado, el cambio de color del papel de tornasol era
mayor en el musculo que habia realizado mayor trabajo. Fick
también llegd a la conclusion de que los procesos que ocurren en
musculos estimulados tienen un origen y naturaleza diferentes a los
que ocurren en una banda de goma elastica que es estirada.

Produccion de calor

A principios del siglo XX los estudios de calorimetria experi-
mentaron un gran avance, gracias a A.V. Hill, quien empez6 a
utilizar una termocupla integrada a un galvandmetro, originalmente
desarrollada por Blix en Suecia, y luego utilizo termopilas mejoradas
y galvanémetros siempre mas rapidos, lo cual le permitiéo a el y a
sus colaboradores dominar el campo de la calorimetria muscular
durante los primeros cincuenta afios del siglo XX.

La figura 3.13 muestra el registro de una contraccion tetanica
de 300 ms de duracion, obtenido con un musculo sartorio de Rana
bajo condiciones isométricas, acompaiado por el registro de
produccion de calor. Puede notarse que en el registro de calor se
nota un componente inicial que antecede al movimiento, y corres-
ponde al calor de activacion, que esta ligado a los eventos que
conllevan al estado activo. Este componente es igual en condiciones
isométricas o isotonicas. Al terminar la estimulacion, al comienzo de
la relajacion, hay una segunda fase de liberacion de calor justa-
mente asociada a la fase final de la contraccion. Segun Hill y
Hartree (1920) la produccion de calor de un musculo contra-
yéndose, podia ser dividida en cuatro fases: Calor Inicial, Calor de
mantenimiento, Calor de relajacion y Calor de recuperacion.

Inicialmente se pensaba que las contracciones isométricas
fuesen mas sencillas de estudiar, sin embargo como lo relata Fenn
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Figura 3.13. Registro del calor asociado a una contraccion tetanica
isométrica, notese como la liberacion de calor empieza antes del desarrollo
de tension, y se mantiene por mucho tiempo después.

(1945), ya desde 1922, Hill se habia dado cuenta de que aun bajo
condiciones isométricas, los musculos podian experimentar acor-
tamientos internos dificiles de medir y de cuantificar, por lo cual
prefirié llevar a cabo experimentos bajo condiciones isotonicas.
Cuando un musculo se contrac acortindose y realiza trabajo, se
libera una cantidad extra de calor, que es cuantitativamente igual al
trabajo hecho. De acuerdo con Fenn (1945), y solamente agre-
gando el calor de activacion, se puede dividir el calor liberado
durante una contraccion en las siguientes fracciones:

1. Calor de contraccion
a) calor de activacion
b) calor de acortamiento
¢) calor asociado a trabajo

d) calor de mantenimiento
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2. Calor de relajacion

3. Calor de recuperacion
a) aerobico
b) anaerdbico

Bajo condiciones aerdbicas, durante una contraccion asociada a
una sacudida simple o a un tétano, el calor que se libera puede ser
dividido en dos fases: el calor inicial y el calor de recuperacion o
calor retardado. El calor inicial esta constituido por el calor de
contraccion y el de relajacion. Durante una sola sacudida, el calor
inicial dura lo que dura la contraccion, o sea una fraccion de
segundo. Este calor inicial es seguido por el calor de recuperacion,
que a pesar de ser parecido en magnitud puede durar hasta diez
minutos.

Para caracterizar el calor de recuperacion, Hill y Howarth
(1959) midieron la produccion de calor de misculo sartorio de rana,
a 20°C en atmosfera de oxigeno, de 10x10*xergxgm'xmin’
correspondiente a 2,4x10 calxgm™>xmin”'. Al estimular un musculo
isométricamente se producia una cantidad adicional de calor.

La figura 3.14 muestra la diferencia en el curso temporal de
produccion de calor asociado a dos contracciones obtenidas en
condiciones normales y en atmosfera de nitrogeno, respectivamente.
En el registro obtenido bajo condiciones aerobicas, al terminar el
periodo de estimulacion, la produccion de calor disminuye abrup-
tamente a valores bajos pero apreciables, que continian bajando
lentamente por un periodo muy prolongado, de manera que el valor
total del calor de recuperacion es aproximadamente igual al valor
del calor inicial. Bajo condiciones anaerébicas, o sea en atmosfera
de N,, el calor inicial es ligeramente reducido, mientras que el
componente que decae lentamente, y que corresponde al calor de
recuperacion, desaparece. La pequefia disminuciéon en el calor
inicial se debe a que desaparece el calor de recuperacion corres-
pondiente al tiempo que dura el tétano. Este hecho junto con la
observacion de que la tension desarrollada bajo condiciones aero-
bicas o anaerobicas es la misma, indica que la energia necesaria
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para la contraccion muscular se deriva de reacciones no-oxidativas,
de acuerdo a los resultados de D. K. Hill (1940) referentes a
mediciones de consumo de oxigeno. El componente de calor de
recuperacion desaparece cuando los musculos estan en atmoésfera

de N..

1,0

0,5

Calor Relativo

Tiempo (min)

Figura 3.14. Produccion de calor durante un tétano isométrico bajo
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. El experimentos demuestra que el
calor de recuperacion estd ligado a reacciones metabdlicas oxidativas.

(Modificado de Hill y Howarth, 1959).

Calor de activacion

La figura 3.15 muestra un registro simultaneo del acortamiento y
del calor liberado por un musculo contrayéndose isotonicamente en
respuesta a un estimulo simple. Puede notarse como la liberacion
de calor antecede el acortamiento del musculo. Esta observacion
indicaba la existencia del calor de activacion; de trabajos poste-
riores de Hill surgio el concepto de que el calor de activacion no
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estaba relacionado con el desarrollo de la actividad mecénica, y
que representaba la activacion del mecanismo que ponia el musculo
en capacidad de acortarse y realizar trabajo. Hill (1948) también
reportd un método bastante complicado para la determinacion
exacta de la magnitud y el curso temporal del calor de activacion.
Sin embargo, procedimientos mas sencillos para medir el calor de
activacion han sido desarrollados por diferentes autores, incluyendo
el uso de dos estimulos aplicados variando la separacion entre ellos,
(Gibbs y colegas, 1964) o eliminando el fenomeno contractil utilizando
soluciones hipertonicas o estirando los musculos por encima de la
longitud de solapamiento entre filamentos gruesos y delgados
(Homsher y Kean, 1978; Yamada, 2005).

1,0 ]
=
2
d; —_
3 Acortamiento
& 0,5
1
=
<
S 2
(=)
-
0,0 T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Tiempo

Figura 3.15. Determinacion del calor durante un twitch isotéonico a 0 °C.
En otros experimentos se habia determinado que el calor registrado bajo
condiciones isométricas era menor.

Calor de relajacion
Cuando un musculo se contrae y se relaja isotonicamente, el

trabajo realizado acortandose en contra de una carga aparece en el
musculo como calor de relajacion. En la figura 3.16 el registro B
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representa el calor que se libera durante una contraccion isotonica
con post-carga en la cual el musculo estd realizando trabajo
levantando una carga pesada, digamos 50 gr y acortandose
lentamente como se muestra en el registro b. Cuando el estimulo
tetanico termina, a los 0,6 s, y el musculo deja de acortarse, es
liberado de la carga mediante un dispositivo electro-magnético y el
musculo se relaja lentamente en contra de una carga pequefia. Sin
embargo si la carga no se elimina y se deja libre para que pueda
estirar el musculo, este recupera su longitud inicial, como lo
muestra el registro c¢. En este caso la energia potencial alma-
cenada en la carga, equivalente al trabajo hecho por el musculo,
aparece como calor, como lo muestra el trazo C.

1,0~

0,5

Calor Relativo

0,2 seg

Figura 3.16. Determinacion del calor de relajacion segin A.V. Hill.
(Modificado de Hill y Hartree, 1920).

Calor de acortamiento

Durante una contraccion isoténica, cuando un musculo se
contrae en contra de una carga, convierte energia quimica en
trabajo y en calor. El trabajo depende de la carga y del acor-
tamiento. En 1938 Hill publico un trabajo en cual demostrd la
presencia de un componente del calor liberado que dependia del
acortamiento del musculo y no dependia de la carga.
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Este punto reviste una particular importancia ya que ha tenido
consecuencias importantes para el entendimiento de los mecanismos
que regulan la funcion contractil de los musculos.
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Figura 3.17. Produccion de calor asociado a acortamientos controlados
durante tétanos isotdnicos a 0°C. Los trazos A en a) y E en b) representan
el calor liberado durante tétanos isométricos. (Modificado de Hill, 1938).

En 1938 A.V. Hill, utilizando termopilas y galvandémetros
adecuadamente mejorados en cuanto a su sensibilidad, pudo demos-
trar que cuando un musculo se acorta durante una contraccion
tetdnica, libera energia extra bajo dos formas: como calor de
acortamiento y como trabajo mecanico externo. Un punto impor-
tante a destacar es que Hill consider6 que el calor de acortamiento
so6lo dependia del cambio de longitud del musculo y era indepen-
diente de la carga. Estas conclusiones estaban basadas en expe-
rimentos en los cuales se media la produccion de calor de un
musculo bajo diferentes condiciones experimentales. En la figura
3.17, en el panel superior se muestran registros superimpuestos de
calor, en los cuales un musculo estimulado tetanicamente se dejo
contraer isoténicamente dejandolo acortar a tres diferentes longi-
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tudes: B, C y D correspondientes a 3,4, 6,5 y 9,6 mm en contra de
una carga de 1,9 gr. El trazo A corresponde a una contraccion
isométrica. Puede notarse como inicialmente el calor de acor-
tamiento se suma al calor de activacion y luego, debido a que la
carga es la misma, y el calor de mantenimiento no depende del
cambio de longitud del musculo, los trazos corren paralelos. Puede
verse como el aumento de calor liberado depende del cambio de
longitud del musculo.

En el panel inferior de la figura se muestran registros de
liberacion de calor, obtenidos con un musculo que se dejé acortar
en 6.5 mm, bajo diferentes cargas F: 31,9 g; G: 23,7 g; H: 128 f g
y J: 1,9.g. El trazo E fue obtenido bajo condiciones isométricas,
mientras que los trazos marcados F, G, H y J representan
contracciones isotonicas con cargas progresivamente mas livianas.
Puede verse como con las cargas menos pesadas, trazos J y H, el
calor de acortamiento se libera mas répidamente debido a la mas
alta velocidad de acortamiento, de acuerdo a la relaciéon Carga-
Velocidad, que ya ha sido discutida. Con las cargas mas pesadas el
calor es liberado mas lentamente, pero la cantidad total es igual.
Sin embargo la energia total no es la misma ya que la cantidad de
trabajo hecho es diferente dependiendo de la carga. La fraccion de
energia utilizada para realizar trabajo puede ser hasta mas grande
que la fraccion liberada como calor. En este experimento, los
trazos han sido truncados antes de que terminara la contraccion y
el musculo empezara a relajarse. Como se ha discutido al explicar
el calor de relajacion, de haberse registrado el calor de relajacion
se hubiera encontrado una cantidad extra de calor correspondiente
a la energia potencial almacenada en la carga levantada. De estos
experimentos Hill pudo concluir que el calor de acortamiento

AH = ax, (3.3)

en donde x es el acortamiento y a una constante con dimensiones
de fuerza. Por otra parte, el trabajo mecanico realizado bajo estas
condiciones es:

W = Px, (3.4)

donde P es la carga
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y la suma de los dos va a ser:

Energia = E = Px + ax = (P+a)x 3.5)
La tasa de liberacion de energia es:
dE/dt = (P + a)V 3.6)

Midiendo la velocidad de acortamiento de un musculo contra-
yéndose isotoénicamente en contra de diferentes cargas, y cono-
ciendo el valor de a, se pudo llegar a la ecuacion:

(P + a)V = b(P-P) 3.7)
que es equivalente a la ecuacion 3.2
(P +a) (V+b)=(P, +ab = constante 3.2)

donde P, es la tensién maxima equivalente a la tension isométrica
y b una constante con dimensiones de velocidad.

Esta ecuacion describe una hipérbola cuadratica que relaciona la
velocidad con la carga en términos puramente mecanicos, y es muy
similar a la ecuacion que describe la relacion Carga-Velocidad (ver
figura 3.10). La conclusion que Hill derivo de este hecho era que,
la constante a de la ecuacion que describia la relacion entre carga
y velocidad de acortamiento era la misma que la constante a del
calor de acortamiento indicando que tanto la fuerza como la tasa
de gasto de energia extra, asociada al calor de acortamiento,
estaban relacionadas con la velocidad de acortamiento de acuerdo
a la misma ecuacion. A pesar de que en estos experimentos se
habia notado que el calor de acortamiento tendia a aumentar con
las cargas mas pesadas, este efecto era bastante pequefio y no
parecia tener mayor significado. Por lo tanto Hill pens6 que:

“como primera aproximacion se puede concluir que el
calor de acortamiento es independiente de la carga, de la
velocidad de acortamiento y del trabajo”.
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Sin embargo, experimentos posteriores llevados a cabo por
Aubert (1952; 1956) y otros autores incluyendo el mismo Hill
empezaron a dar indicacion que las dos constantes, determinadas
por métodos diferentes no tenian el mismo valor. Esto indujo a Hill
(1964) a repetir los experimentos de 1938.

Como resultado de estos nuevos experimentos, en los cuales
encontrd que el calor de acortamiento era mucho mas grande con
una carga pequefia (mayor velocidad de acortamiento) que con una
carga grande (menor velocidad). Hill tuvo que concluir que la
constante a de su ecuacion caracteristica derivada de experimentos
mecanicos no era la misma de la constante analoga derivada de los
experimentos de calorimetria y a la cual €l designd con el término
o (alfa), para recalcar que eran diferentes, aun cuando las dos
estaban seguramente relacionadas. Como se vera en un proximo
capitulo, la correccion aportada por Hill tuvo repercusion sobre un
aspecto cinético de la teoria de los puentes cruzados formulada por
AF. Huxley en 1957.

En 1963, Carlson, Hardy y Wilkie (1963) midiendo la hidrdlisis
de la fosfocreatina (PC), bajo condiciones en las cuales esta
reaccion era la Unica fuente posible de energia, lo cual se habia
logrado utilizando musculos envenenados con iodoacetato y bajo
condiciones de anoxia, no lograron balancear la ecuacion:

E=A+W +aX (3.8)

donde E es la energia total liberada A es el calor de activaciéon, W
es el trabajo, X es el acortamiento y a una constante. El balance
podia obtenerse eliminando el término correspondiente al calor de
acortamiento. Con base en estos resultados, estos autores llegaron
a la conclusion que o la ecuacion de Hill estaba equivocada o
habia una fuente de energia quimica extra para explicar el calor de
acortamiento. Es interesante destacar que para realizar las res-
pectivas mediciones de calor los autores tuvieron que pedirle
prestada una termopila al Profesor Hill. Como respuesta a este
trabajo Hill aclar6 que sus mediciones habian sido hechas durante

97



Carlo Caputo

el acortamiento de los musculos, y no durante un ciclo completo en
el cual los musculos se relajaban bajo tension. En este caso la
ecuacion a considerarse debia ser:

E=A +W+aX+h 3.9)

Donde h es al calor liberado debido a la tensién que continta
ejerciendo la carga sobre el musculo, después que el trabajo y el
acortamiento han terminado como se ha mostrado en la figura 3.16,
relacionada con el calor de relajacion.

Hill (1948) pudo demostrar y cuantificar el calor de acor-
tamiento producido durante una sola sacudida, superando las
dificultades derivadas del hecho de que en una sacudida simple el
musculo no alcanza a desarrollar su tension maxima, porque
interviene el fenomeno de relajacion.

El calor que se libera durante una contraccion isotonica es
mayor del que se libera durante una contraccién isométrica. La
diferencia se ha atribuido al calor de acortamiento. Sin embargo la
diferencia entre los dos puede ser afectada por dos factores
comunes a las contracciones isométricas, que son el trabajo
interno y el efecto termoelastico. El trabajo interno es el trabajo
realizado por el aparato contractil en estirar los elementos elasticos
en serie presentes en los musculos o cualquier otra distensibilidad
asociada al sistema experimental de registro. Jewell y Wilkie
demostraron que estos elementos elasticos no cambian durante una
contraccion, y por lo tanto su efecto puede ser corregido facil-
mente. Por lo que concierne el efecto termoelastico, éste de
acuerdo a Hill (1953), produce una liberacion de calor cuando
durante una contraccién isométrica la tension disminuye, y una
absorcion de calor cuando la tension aumenta. Por lo tanto durante
un ciclo completo de contraccion y relajacion bajo condiciones
isométricas, el calor termoelastico neto es igual a cero. Ademas,
solo habria que corregir por ¢l cuando la medicion de calor se
limita a la fase de desarrollo de tension, sin considerar la fase de
relajacion. Ademas su tasa de cambio es cero cuando la tension no
cambia, lo cual ocurre durante la fase de meseta de un tétano
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isométrico o durante una contracciéon isotonica. Si bien no hay
mucha informacion sobre su naturaleza molecular,se ha propuesto
que la termoelasticidad de los musculos deriva de los miofilamentos
o de los puentes cruzados (Kometani y Yamada, 1984).

En la seccion anterior hemos visto como el trabajo de A.V. Hill
sobre produccion de calor, empezado utilizando una termocupla
acoplada a un galvanémetro, construida por Blix en Lund, Suecia,
continud con sofisticadas termopilas que permitieron mediciones
siempre mas precisas y sensibles. Los avances tecnologicos han
permitido registrar la produccion de calor en fibras musculares
aisladas, lo cual significa que comparado con las mejores termopilas
utilizadas en experimentos con musculo entero ha habido un
aumento en la sensibilidad de por los menos 10 veces. La figura
3.18 presenta unos registros de produccion de calor de una sola
fibra obtenidos por Curtin y colegas (1983).
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Figura 3.18. Produccion de calor durante un tétano y una sacudida
simple de una fibra tUnica. (Modificado de Curtin et al, 1983, con
Ppermiso).
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Balance energético de la contraccion muscular

Fick y sus discipulos, entre los cuales se encontraba Blix,
produjeron numerosos trabajos sobre las propiedades térmicas de
los musculos. Un musculo contrayéndose libera energia bajo dos
formas: calor y trabajo.

En principio, para tener un balance energético completo de la
contraccion muscular, s6lo es necesario determinar la cantidad de
energia producida, la cual consiste en calor liberado + trabajo
hecho y la cantidad de energia quimica utilizada para ello. Asi que
Unicamente se trataria de determinar la entalpia de las reacciones
quimicas que proveen la energia necesaria a los musculos, y aplicar
la 1* ley de la termodinamica.

El primer estudio en que se tratd de identificar las reacciones
metabolicas que producian la energia necesaria para la contraccion
muscular fue realizado por Fletcher y Hopkins (1907), quienes
encontraron que en un musculo contrayéndose bajo condiciones
anaerdbicas hasta llegar al estado de fatiga, se acumulaba acido
lactico. Otros investigadores (Parnas y Wagner, 1914) determinaron
que el acido lactico se producia a partir del glicogeno presente en
los musculos. Meyerhof (1920) demostré la relacion entre la
cantidad de acido lactico que se formaba en los musculos y la can-
tidad de calor producido y de trabajo realizado. De hecho la con-
version de glucogeno a acido lactico producia 162 kcal/mol, lo
suficiente como para proveer la energia necesaria para la contrac-
cion. Por lo tanto habia razones para pensar que la fuente de
energia inmediata para la contraccion muscular era la reaccion por
la cual se formaba lactato a partir de piruvato, originandose de esta
manera la teoria del acido lactico.

Sin embargo, la evidencia obtenida con diferentes tipos de expe-
rimentos indicaba que las reacciones quimicas, que proveian la
energia inmediata necesaria para la contraccion, no eran de tipo
oxidativo. Asi por ejemplo, el calor inicial liberado al contraerse un
musculo, alcanzaba los mismos valores independientemente de si la
contraccion ocurria en presencia o ausencia de oxigeno. De
acuerdo con esto, posteriormente se demostré que el consumo de
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oxigeno, asociado a contracciones muy breves, empezaba cuando
las contracciones ya habian terminado (D.K. Hill, 1940).

Por otra parte, Embden (1924) habia demostrado que la formacion
de &cido lactico en un musculo ocurria, en gran parte, mucho después
de que finalizara la contraccion. Estos resultados constituian evidencia
en contra de la teoria del acido lactico, segun la cual este compuesto
participaba en e fendmeno contractii no sélo, como parte del
mecanismo contractil, sino también como fuente de energia.

Pocos afios después, Lundsgaard (1930) demostraba que mus-
culos envenenados con lodoacetato, IAA, e cual inhibe la glicdlisis
y la formacion de é&cido lactico, continuaban contrayéndose. El
trabajo realizado bajo condiciones similares, presencia de IAA,
resultoé ser proporcional al consumo de fosfocreatina, que habia sido
recién descubierta de manera independiente por Eggleton y
Eggleton (1927), y Fiske y Subarow (1928). Estos autores habian
encontrado que la mayor parte, un 70 %, del fésforo presente en
los musculos formaba parte de un compuesto muy labil, que
Ilamaron fosfageno. Durante episodios de estimulacion repetitiva, e
fosfageno de los musculos disminuia liberandose creatina y fosfato
al mismo tiempo que se iba produciendo acido lactico. Eggleton y
Eggleton (1927) habian encontrado que el cociente (fosfageno
hidrolizado)/(acido lactico producido) disminuia durante la actividad
contractil prolongada. Meyerhof y Lohman (1927) demostraron que
la hidrdlisis del fosfageno era acompanada de produccion de calor,
pudiendo de esta manera identificar la fuente de energia necesaria
para balancear el cociente calérico del acido lactico. Sin embargo,
NacMahnson (1928-1929), en experimentos muy cuidadosos, pudo
demostrar que en un tétano de 2 segundos, la cantidad de fosfato
de creatina que se hidrolizaba era suficiente para proveer toda la
energia necesaria, y que su re-sintesis hasta una cantidad de
aproximadamente un 30 %, empezaba inmediatamente después de
la relgjacion, sin que al mismo tiempo ocurriesen cambios equiva-
lentes en la cantidad de acido lactico. De manera que la reaccion
endotérmica de re-sintesis de fosfocreatina no era balanceada por
una reaccion exo-térmica, hecho que fue confirmado por Hill
(1928) en experimento miotérmicos en los cuales no pudieron
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demostrar absorcion de calor después de un periodo de actividad
contractil. La demostracion (Lehnarz, 1931) de que la mayor
cantidad de acido lactico que se producia durante una contraccion
tetanica en atmosfera de nitrogeno ocurria después de un tétano,
reforzo la idea de que la producciéon retrasada de acido lactico
estaba asociada a la resintesis de la fosfocreatina.

Con el descubrimiento del ATP, realizado de manera independiente
por Lohman (1928) y Fiske y Subarow (1928), se pudo demostrar la
relacion entre la sustancia recién descubierta y la PC.

Lohman demostré que la PC se hidrolizaba s6lo en presencia de
nucleétidos de adenina y que el contenido de ATP de musculos
envenenados con iodoacetato disminuia solamente en estado avan-
zado de fatiga, o sea, después que se habia agotado la reserva de
PC. La importancia del ATP como fuente de energia para la
contraccion muscular recibié un fuerte apoyo por el descubrimiento
de la actividad ATPasica de la miosina por Engelhardt y Ljubimova
(1939), sin embargo para la demostracion inequivoca del rol del
ATP como fuente directa de energia para la contraccion hubo que
esperar 30 afios mads.

Hasta 1962 la transformacion de ATP en ADP durante la con-
traccion no se habia podido demostrar satisfactoriamente, excepto
en casos de fatiga extrema, porque la ruptura del enlace del tercer
fosfato estaba enmascarada por la sintesis rapida de ATP a partir
de fosfato de creatina. De hecho, se habia pensado que podia
ocurrir s6lo con evidencia indirecta, suponiendo una rapida resintesis
del ATP a partir de ADP por transfosforilizacion a partir de
fosforilcreatina. Hacia 1960 el consumo de ATP habia sido de-
mostrado en diferentes preparaciones en las cuales el material
contractil estaba directamente expuesto al medio, como fibras
glicerinadas, miofibrillas fragmentadas, o la preparacion de Natori, o
sea fibras desmembranadas mecanicamente.

En 1962, Davies y colegas (Infante y Davies, 1962; Cain y

colegas, 1962) pudieron demostrar consumo de ATP en musculos
intactos, excitados eléctricamente, utilizando el fluorodinitrobenzene
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para inhibir la creatina-fosfokinasa y prevenir la fosforilacion del
ADP en ATP segin la reaccion de Lohman. Bajo estas con-
diciones, los autores demostraron en el musculo Rectus abdominis
de la rana una hidrolisis de 0,4 uM ATP/gr de musculo, durante
una breve contraccion tetanica a 4°C. Trabajando con musculo
sartorio del mismo animal pudieron determinar que la cantidad de
ATP que se consumia en una sola sacudida simple era de 0,22 uM
por gramo de musculo, que se calculd era justo lo suficiente para
energizar una contraccion.

El ATP tiene una importancia capital en el metabolismo celular,
ya que su hidrolisis provee la energia inmediata para la contraccion
muscular, y otros fenomenos, de acuerdo a la reaccion:

ATP4_+H20 ——= ADP3* + HPO42- + H (-AHATP =11 kcal/mol)

Esta reaccion es catalizada por la miosina y esta acoplada a las
proteinas contractiles que permiten que la energia quimica liberada
por la hidrdlisis del ATP sea trasformada en energia mecénica.

Esta reaccion también ocurre a nivel de la membrana del
Reticulo Sarcoplasmatico, donde es catalizada por una ATPasa de
Ca que transfiere el Ca libre del mioplasma hacia el interior del
Reticulo Sarcoplasmatico, contribuyendo de manera importante a la
relajacion de los musculos.

Balance de energia durante una contraccion

El balance de energia realizado en la seccion anterior se hizo
utilizando un valor para el calor de hidrolisis del ATP de 46.4 kJ/
mol. Determinaciones mas precisas de este valor, realizadas por
Dickinson y Woledge (1973) arrojaron un valor de 34 kJ/mol, lo
cual indicaba un desbalance energético de alrededor del 28 por
ciento. Este desbalance fue confirmado por diferentes autores y
bajo diferentes condiciones experimentales. El desbalance indicaba
que una fraccion de la suma de calor + trabajo, producido por un
musculo contrayéndose, no tenia una reaccion quimica que la
balanceara. Esta fraccion se llamo calor-trabajo o Entalpia no
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explicada. Para cumplir con la primera ley de la termodinamica se
supuso que debia de haber una reaccion exotérmica, no iden-
tificada, que contribuyera con la energia necesaria para balancear
la ecuacién energética. Para resolver el problema se utilizaron
diferentes estrategias experimentales. Por ejemplo, utilizando blo-
queadores de la interaccion actina-miosina, como el BTS, o
estirando los musculos por encima de una longitud de sarcomero de
3,7 um se logrd separar el calor liberado por la interaccion de los
filamentos contractiles, del calor liberado por otros procesos vitales
de las células, como por ejemplo la energia involucrada en el
funcionamiento de las bombas sodio-potasio de la membrana
celular y la bomba de calcio del RS o la energia asociada a la
salida del Ca del RS y su unién a la troponina y a la parval-
bumina. La determinacion precisa del consumo de oxigeno durante
varios ciclos de actividad contractil, junto a mediciones de pro-
duccion de calor permitié establecer que el exceso de calor +
trabajo durante las contracciones era balanceado durante la fase
de recuperacion. Estudios microcalorimétricos de Yamada y
Kometani (1984) sobre este Gltimo punto, permitieron concluir que
los movimientos de Ca durante el fendmeno de la contraccion
permitian explicar casi todo el desbalance energético que ocurria
durante la fase de contraccion.
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CAPITULO 4

TEORIAS DE CONTRACCION

“De teorias sobre la contraccion muscular hay docenas.
Yo mismo soy responsable de algunas de ellas.”

Albert Szent-Gyorgyi

Hacia fines del siglo XIX habia suficiente informacién y un
razonable consenso sobre la estructura de los musculos estriados
basada en la alternancia de zonas de alto y bajo indice de
refraccion a lo largo de las fibras. Con el trabajo de Kiihne (1864)
incluso habia evidencia de la presencia de miosina en las bandas de
alto indice de refraccion, entonces llamadas bandas Q, mientras que
las de bajo indice de refraccién se conocian como bandas J,
correspondiendo hoy en dia a las Bandas A e I respectivamente.
Segin lo relatado por A.F. Huxley (1980), se pensaba que la
birrefringencia de las bandas Q se debia a la formacidén de
filamentos que corrian de un extremo de una banda al otro, y cuya
longitud no cambiaba apreciablemente durante una contraccién o
cuando el musculo se estiraba. Hasta se habia visualizado la linea
Z, de alto indice de refraccion en el centro de la banda J. El
consenso sin embargo no era undnime, y existian diferentes ideas
sobre los mecanismos de la contraccion. Por ejemplo, Ranvier
pensaba que el acortamiento ocurria en las bandas Q, mientras que
Krause pensaba que los filamentos de bandas Q cercanas se
atraian los uno a los otros. Sin embargo, el conocimiento que se
tenia sobre la estructura de los musculos no fue debidamente
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apreciado, y para fines del siglo 19, Kiihne (1888) consideraba que
el fendomeno de la contraccion se generaba en el protoplasma y se
debia a los mismos mecanismos tanto en musculo de mamifero
como en ameba. Aparte de la informacion sobre la estructura de
las fibras musculares, para mediados del siglo 20 existia informa-
cion valiosa sobre las propiedades mecanicas de los musculos y
sobre los aspectos energéticos de la contraccion muscular. Los
estudios calorimétricos de Hill y sus colaboradores (1920-1950)
habian permitido establecer que durante una contraccion, la energia
liberada bajo la forma de trabajo y calor es mayor en una
contraccion isoténica en contra de una carga, que durante una
contraccion isométrica. Ademas, en una contraccion isotonica, la
tasa de liberacion de energia, formada por trabajo mas calor,
depende de manera inversa, de la velocidad de acortamiento. Sin
embargo, en un musculo estirado por encima de su longitud de
reposo, la tasa de liberacion de energia es menor en una contrac-
cion isotdnica que en una isométrica.

A partir de los trabajos de Engelhardt y Ljubimova(1941),
demostrando la accion ATPasica de la miosina, se realizaron
numerosos trabajos estudiando el efecto del ATP sobre modelos
musculares como trenzas de miosina (Enghelardt et al., 1941), o
actomiosina misma (Needham, 1942), que permitieron reconocer el
papel energético de este compuesto, mediado por la reaccion de
Lohman discutida en el capitulo 3. La demostracion directa de la
hidrolisis del ATP durante la actividad contractil fue lograda por
Davies y colegas en 1962 (Cain et al., 1962).

A pesar de esta cantidad de informacion, desde fines del siglo
19 hasta mediados del siglo 20 se propusieron diferentes hipotesis
sobre los mecanismos de la contraccion de los misculos, practi-
camente sin tomar en cuenta ni la informacion referente a su
estructura, ni la informacion sobre la energética de la contraccion
muscular. Algunas de estas hipotesis se basaban en cambios de
volumen de los musculos debidos a movimiento de agua en
respuesta a cambios osmoticos, mientras que otras, la mayoria,
consideraban el acortamiento de los elementos contractiles, como el
mecanismo principal del fenomeno contractil.
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Teorias osmoticas-acido lactico

La produccion de acido lactico fue observada por primera vez
en musculos de ciervos en 1807 por Berzelius, quien not6 que la
cantidad de acido formado dependia de la cantidad de ejercicio
hecho por los ciervos antes de ser cazados, y pudo demostrar que
el compuesto formado en los musculos era el mismo que se
formaba en la leche fermentada.

Desde los comienzos del siglo 20, la formacién de 4cido lactico
en los musculos ha sido considerada una consecuencia de la
actividad muscular y hasta hace poco este compuesto era consi-
derado el causante de la fatiga muscular.

Curiosamente, hacia fines del siglo XIX se pensé que este
compuesto pudiese jugar de alguna manera u otra un papel
importante en la activacién del fendmeno contractil. Por ejemplo,
Gad (1893) lo consideraba la causa de la contraccion, que luego se
revertia, al ser oxidado el acido lactico produciendo calor. Por otra
parte, MacDougall (1897) propuso que las fibras musculares
estaban constituidas por diferentes compartimientos, en los cuales al
iniciarse el fenomeno contractil se formaba &cido lactico produ-
ciéndose asi cambios internos de presion osmoética que causaban
movimiento de agua entre los compartimientos y cambios de
volumen en las fibras musculares. La desaparicion del acido lactico
por oxidacion causaba la reversion de los movimientos de agua y la
relajacion. Bernstein a su vez (1915) demostré que las fuerzas
osmoticas producidas de acuerdo a MacDougall no eran suficientes
para explicar la fuerza contractil, el mismo propuso que esta ultima
podia ser generada en respuesta a cambios de la tension superficial
causados por el mismo acido lactico.

Finalmente, en 1921 Hartree y Hill consideraron al 4cido lactico
como posible activador de la contraccidén, al ser producido y
liberado en espacios restringidos de las fibras, de manera analoga a
la que hoy en dia se considera ser la funcidon del Calcio (Ingels,
1979).
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Acortamiento de los elementos contractiles

Ya se ha relatado como Kuhn consideraba que el movimiento
en las amebas y en los musculos ocurriese por el mismo meca-
nismo, independiente de las respectivas estructuras celulares.
Engelman (1873) propuso que la contraccion muscular se debia a la
produccion de calor en sitios especificos en las fibras, lo que
inducia cambios de estado y acortamiento de elementos en el
citoplasma causando la contraccion de las fibras. En un trabajo
posterior, Buchtal y colegas (1936) concluian que la banda A era la
que se acortaba mientras que la banda I permanecia constante o
hasta se podia alargar. De hecho, a partir de los trabajos de Albert
Szent-Gyorgyi (1948), en los cuales habia demostrado que las
trenzas de actomiosina se acortaban en presencia de ATP, se
habia establecido la idea de que el material contractil, constituido
por las proteinas actina y miosina, formaba filamentos continuos
que podian acortarse doblandose o enrollandose.

Esta idea parecid estar apoyada por las primeras imagenes de
microscopia electronica del tejido muscular, que parecian mostrar
filamentos continuos en los sarcomeros (Rozsa, Szent-Gyorgyi y
Wyckoff, 1950).

Por lo tanto hasta mediados del siglo XX, casi todas las teorias
se basaban en la presencia de filamentos continuos dentro de los
sarcomeros, que se acortaban uniformemente durante la contraccion
proponiéndose diferentes mecanismos para explicar su acortamiento.

Por ejemplo, en 1940 Astbury propuso que las cadenas de
miosina que se creia corrian de una linea Z a la otra, podian
acortarse causando la contraccion. Una modificacion de esta teoria
fue propuesta por Riseman y Kirkwood (1948), segliin los cuales
eran filamentos de actomiosina los que se extendian de una linea Z
a la otra, manteniéndose estirados debido a la influencia de cargas
electrostaticas. Como consecuencia de la estimulacion, estas cargas
desaparecian, permitiendo que los filamentos proteicos pasaran de
cadenas extendidas a cadenas enrolladas.
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Algunas otras, de las muchas teorias que se propusieron entre
1940 y 1956, se senalan a continuacion:

o0 Relajacion-energizaciéon via ATP (Engelhardt, 1946): Ia
transferencia de ATP a la miosina, induce cambios micelares o
moleculares responsables por la contraccion.

o Teorias termoelasticas (Meyer, 1952;): la tendencia al
acortamiento surge de la formacion de nuevos enlaces en
el estado de relajacion.

o Teorias entropicas (Prior, 1950; Morales y Botts, 1952): la
tendencia a acortarse se debe a la mayor posibilidad de
enrollarse debido la agitacion térmica.

o En 1954 Polissar, basdndose en principios de la fisico-
quimica de los polimeros, propuso que la contraccién se
debia al acortamiento de pequenas unidades en serie que
constituian los filamentos delgados, y que podian encontrarse
en dos estados: L y S (por Long y Short). La premisa
basica en que se apoyaba la teoria de Polissar, era que:

“La idea que la tension desarrollada por los musculos es
debida al acortamiento de los filamentos dentro del musculo
era bien aceptada por la mayoria de los investigadores en
el campo.”

Esta premisa resume de manera ejemplar las ideas que sobre
los mecanismos de la contraccidn muscular se tenian hasta el afio
1954. En base a lo cual, A.F. Huxley (1974) pudo resumir de la
siguiente manera los principales hechos que, entre 1945 y 1953, se
creia que constituyesen las bases del fenomeno contractil:

1) En un musculo en reposo la actina y la miosina existen en
forma separada.

2) Cuando el musculo es estimulado, la actina y la miosina
interactian formando filamentos continuos de actomiosina.

3) Esta actomiosina funciona como una ATPasa, causando o
facilitando el acortamiento de los filamentos.
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Las teorias basadas en el acortamiento de filamentos de
actomiosina fueron completamente invalidadas al demostrarse, como
ya se ha descrito en el capitulo 2, que la miosina esta localizada
exclusivamente en la banda A (Hanson y Huxley, 1953), y que los
sarcomeros, visualizados mediante métodos mejorados de micros-
copia electronica, consisten de dos set de filamentos interdigitados
(Huxley, 1953a) y finalmente que el largo de la banda A no se
altera cuando un musculo es estirado o cuando se acorta, (Huxley
y Hanson, 1954; Huxley y Niedergerke, 1954).

Hipotesis de los Filamentos deslizantes

Como lo relata A.F. Huxley (1980) en su libro: Reflections on
Muscle, la informacioén estructural que llevo a la formulacion de la
hipotesis de los filamentos deslizantes, ya existia para 1860. Pero
fue olvidada junto a algunas ideas precursoras que llevaron a la
formulacion de la hipotesis en 1954. De manera que la historia
recomienza en 1952, cuando H.E. Huxley en su trabajo de tesis
doctoral demostrd la presencia de un doble orden de filamentos en
musculos estudiados con técnica de difraccion de Rayos X de
angulo pequeflo, aun cuando se creydé que los filamentos se
extendian a lo largo de todo el sarcomero. Luego H.E. Huxley
(1953a) demostrd el solapamiento del doble arreglo de filamentos
por microscopia electronica de cortes trasversales.

Utilizando microscopia de contraste de fase, Hanson y Huxley
(1953), estudiaron el patron de bandas en musculo estriado, y con
la informacioén ya disponible obtenida con microscopia electronica y
rayos X (Huxley 1953 a y b), pudieron concluir que el patron de
estriacion se debia a dos grupos de filamentos que se superponian
o solapaban en una determinada region del sarcomero sin exten-
derse a lo largo de todo el sarcomero.

Al usar microscopia de contraste de fase en fibras musculares
de diametro relativamente grande (50 a 100 pum) se debe consi-
derar la posibilidad de artefactos. Estos pueden surgir debido a la
forma cilindrica y al grosor de las fibras, y a la presencia de
materiales en su interior, con diferentes indices de refraccion a
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nivel de las diferentes bandas. Estos factores fueron tomados en
cuenta y minimizados por Huxley y Hanson (1954) utilizando
miofibrillas cuyo espesor era de alrededor de 1 um, y por A.F.
Huxley y Niedergerke (1954) utilizando fibras aisladas bafiadas en
un medio cuyo indice de refraccion era el mismo que el de la fibra
y objetivos cuya profundidad de foco era suficientemente pequefia
como para abarcar una seccion optica muy delgada. Los resultados
de los dos grupos coincidian en que, en un rango muy grande de
longitudes de sarcomeros, durante estiramientos y durante con-
tracciones isotonicas o isométricas, el ancho de la banda A no
cambiaba apreciablemente.

Figura 4.1. Micrografias y dibujos esquematicos de sarcomeros a dife-
rentes longitudes. La disposicién solapada de los filamentos gruesos y
delgados permite cambiar la longitud de los sarcomeros manteniéndose
constante la longitud de los filamentos. (Modificado de H.E. Huxley 1972
con permiso).
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La figura 4.1 muestra microfotografias de sarcomeros a dife-
rentes longitudes. Puede verse como la longitud de la banda A
permanece constante a pesar de los cambios de longitud de los
sarcomeros. El esquema en la parte inferior de la figura muestra el
mecanismo que explica los resultados obtenidos con rayos X y
microscopia electronica. Este mecanismo constituye la base de lo
que se conoce como teoria de los filamentos deslizantes. Si bien la
magnitud de los parametros obtenidos con rayos X por diferentes
autores puede variar de acuerdo al tipo de musculo, la especie
animal y la técnica experimental, los resultados obtenidos por H.E.
Huxley y Brown (1967) describen con precision admirable las
caracteristicas generales de la arquitectura molecular de los
filamentos gruesos. En una fibra en reposo, el ancho de la banda
A es de aproximadamente 1,5 pm, mientras que la banda I (medida
de los dos lados de la linea Z) tiene 0,8 um; al acortarse la fibra a
un 60% de su longitud la banda I desaparece mientras que la banda
A entra en contacto con las dos lineas Z en ambos lados. Si el
acortamiento es mayor (lo cual no ocurre bajo condiciones fisiologicas)
se forman bandas de contraccion a los dos lados de las lineas Z.

Por otra parte, en miofibrillas aisladas la zona H aumenta
cuando las miofibrillas son estiradas. Al acortarse las miofibrillas la
zona H se hace mads estrecha y desaparece cuando los sarcomeros
alcanzan el 85% de su longitud normal; si se acortan mas, la zona
H es reemplazada por una linea mas densa. La distancia entre la
linea Z y el borde la zona H permanece constante cuando los
sarcomeros cambian desde un 140 hasta un 80% de su longitud
normal. Todos estos datos indican que también la longitud de los
filamentos delgados permanece constante al cambiar la longitud de
los sarcomeros en un rango muy grande.

Con base en estos resultados y de manera independiente, H.E.
Huxley y J. Hanson (1954) y A.F. Huxley y R. Niedergerke
(1954) propusieron independiente y simultaneamente la hipotesis de
los filamentos deslizantes, en dos trabajos publicados en el mismo
numero de la revista Nature.

Entre diferentes posibilidades, una razén para escoger este
modelo, era que permitia explicar de manera directa la disminucion
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en la tension tetanica de fibras estiradas a longitudes de sarco-
meros mayores de la normal (Ramsey y Street, 1940), asumiendo
que la fuerza contractil depende del nivel de solapamiento o
superposicion entre filamentos (Huxley y Niedergerke, 1954, 1958).

Las caracteristicas generales de este modelo se han presentado
en la figura 1.3 del capitulo 1. Dicha figura muestra que los dos
grupos de filamentos contractiles en una fibra muscular estan
dispuestos en forma interdigitada con un grado variable de sola-
pamiento. La figura 4.1 ilustra el hecho que la longitud de los
filamentos gruesos de miosina y los filamentos delgados de actina
no cambia cuando el musculo se contrae, o se acorta, o se estira
pasivamente. Como consecuencia de la disposicion interdigitada de
los filamentos el largo de la banda A permanece constante cuando
el musculo cambia de longitud. La presencia de puentes cruzados,
constituidos por los elementos S1, o cabezas, de la molécula de
miosina, facilita la interaccion entre las dos proteinas, y provee las
bases moleculares para que los musculos se acorten o generen fuerza.

Sin embargo, el modelo fue criticado debido a algunos resultados
contrarios, obtenidos por otros autores en otras preparaciones o con
otras técnicas. Por ejemplo, Hodges (1955) obtuvo imagenes de
musculos de dipteros en las que solo aparecia un set de filamentos,
contradiciendo los resultados de H.E. Huxley (1953). Por otra parte
Carlsen y Knappeis, utilizando microscopia de luz y electronica
(1955), encontraron que las bandas A cambiaban de longitud mas
que las bandas I al estirar fibras musculares de rana. Estas criticas
fueron contestadas experimentalmente por S.G. Page y H.E.
Huxley (1963) quienes confirmaron por microscopia electronica que
tanto los filamentos de miosina como los de actina no cambiaban
apreciablemente de longitud en musculos en reposo o contra-
yéndose, y mantenian su longitud constante (1,5 ym y 0,8 um
respectivamente) a toda longitud de sarcomero mayor que 2,1pm.
En un trabajo en que pudieron obtener patrones de Rayos X
bidimensionales, H.E. Huxley y colegas (1965) pudieron observar
directamente que las periodicidades axiales de los filamentos de
actina y miosina no cambiaban en musculos sartorios que se
contraian isoténicamente con acortamiento apreciable.
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Después de 1954, a partir de los trabajos de H.E. y de AF.
Huxley y de la aceptacion de los elementos basicos de la teoria de
los filamentos deslizantes, se propusieron muchas hipotesis, basadas
en esta teoria, para explicar los mecanismos moleculares respon-
sables del acortamiento de los musculos y de la generacion de
fuerza. Por otra parte, también siguieron apareciendo diferentes
trabajos que refutaban las bases estructurales de la teoria de los
filamentos deslizantes. A pesar de no ser siempre bien funda-
mentadas, estas criticas tuvieron algun efecto positivo, ya que
estimularon la realizacion de nuevos experimentos que reforzaron
aun mas la teoria.

Teoria de los puentes cruzados

En 1957, A.F. Huxley publicé un extenso articulo de revision
sobre el tema, en el cual también propuso una nueva hipdtesis para
explicar el mecanismo de contraccion, basado en la teoria de los
filamentos deslizantes.

De hecho, una vez establecido que los filamentos de actina y
miosina se deslizaban uno con respecto al otro, habia que explicar
como ocurria este movimiento relativo. Entre las diferentes posi-
bilidades, A.F. Huxley escogido una explicacion basada en la
generacion de una fuerza relativa entre los dos filamentos en cada
uno de sus multiples puntos de interaccion, presentes en la zona de
solapamiento, y correspondientes a los puentes cruzados visua-
lizados por microscopia electronica de alta resolucion. Ademas de
estar basada en la teoria de los filamentos deslizantes, la nueva
hipotesis era compatible con todas las propiedades fisioldgicas de
los musculos, tales como la relacion entre fuerza y longitud, las
relaciones conocidas entre velocidad de acortamiento y carga o
generacion de calor.

La hipdtesis proponia que cada uno de los puentes cruzados
establecia contactos transitorios con sitios especificos localizados a
nivel del filamento de actina mas cercano, de manera que por cada
ciclo de unién-desunion entre los filamentos hubiese un pequefio
movimiento relativo entre los filamentos delgados (de actina) y los
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Figura 4.2. Esquemas explicativos de la accion de los puentes
cruzados. En la parte inferior aparece el esquema propuesto por A.F.
Huxley (1957). En la parte superior aparece un esquema actualizado de
acuerdo a la informacion estructural de los miofilamentos. (Modificado de
A.F.Huxley, 1957).

filamentos gruesos (de miosina). El acortamiento de los sarcomeros
se debia a este movimiento relativo y el desarrollo de tension se
producia por la presencia de generadores de fuerza, corres-
pondientes a los puentes cruzados visualizados por microscopia
electronica y rayos X que estaban distribuidos a lo largo de los
filamentos, actuando de manera independiente. El esquema en la
parte inferior de la figura 4.2 ilustra el modo de operacion de los
generadores de fuerza, segin el modelo original de A F Huxley.
De acuerdo con este modelo, el sitio activo M experimenta
fluctuaciones en su posicion, generadas por movimiento Browniano,
y las fluctuaciones favorables resultan en la formacion de enlaces
con sitios activos A en el filamento de actina, de manera indepen-
diente de los demas generadores de fuerza. Al formarse el enlace,
el resorte de la derecha queda comprimido, y al relajarse lleva el
sitio activo de la actina hacia la izquierda en el paso que pudiera
constituir el golpe de fuerza.
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La distancia entre A y el sitio de equilibrio 0 de M es x. La
distancia x disminuye cuando el sarcomero se acorta. Cuando esto
ocurre, el sitio A se mueve con respecto al punto 0 con la
velocidad v. Si un extremo de la fibra esta fijo, v se relaciona con
la velocidad V con la cual se mueve el extremo libre de la fibra
por medio de la expresion v = sV/2L, donde s es la longi-
tud del sarcomero y L la longitud de la fibra. El esquema de la
figura 4.3 ilustra como la probabilidad de interaccion entre M y A
depende de la posicion relativa de M con respecto a su punto de
equilibrio 0. La constante de velocidad de la reaccion A + M =
AM es f mientras que la constante de la reaccion inversa AM =
A + M es g Tanto f como g dependen de la distancia x de
acuerdo al esquema de la figura 4.3.

-5
g T4
f
AM + M-—~_—} AM
43
AM+XP_24 AXP+M
i AM+XP 24 AXP+M
11
R I g
0 +h X— 4

Figura 4.3. Dependencia de las constantes de velocidad de las reac-
ciones de uniéon y separacion de actina y miosina, de la posicion del
generador de fuerza.

Cuando los sitios M y A no estan unidos M oscila alrededor
del punto 0 por agitacion térmica. Cuando M se encuentra a la
derecha del punto 0 y en un punto en que f no es cero, hay una
cierta probabilidad de que interactiie con el sitio A. Cuando esto
ocurre, la tension existente en la porcion eléstica se ejerce sobre el
filamento de actina, favoreciendo el acortamiento del sarcomero,
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mientras el complejo AM se mueve hacia el punto 0. Debido a
que el valor de g es siempre mayor que cero, excepto en el punto
0, hay siempre una probabilidad de que el complejo AM se rompa.
Sin embargo esta probabilidad es pequefia mientras el complejo
AM se encuentra a la derecha del punto 0, pero cuando se
encuentra a la izquierda del punto 0, la probabilidad de ruptura
aumenta y los sitios A y M se separan. Cuando esto ocurre, la
tension en el segmento elastico, que ahora es en la direccion
contraria, no se opone al acortamiento del muisculo. Cuando, la
velocidad de acortamiento es muy grande, una proporcion apre-
ciable de los enlaces no se rompe a tiempo y por lo tanto se
genera una resistencia: la velocidad de acortamiento de un musculo
no cargado llega a su limite cuando esta resistencia se hace igual a
las fuerzas generadas por todos los complejos AM que se encuen-
tran a la derecha del punto 0. Al llegar el complejo AM al punto
de equilibrio de la miosina, la union rapida de ésta con el ATP causa
la separacion de la actina. La parte superior de la figura 4.2, muestra
como el modelo propuesto por Huxley en 1957 puede ser reinter-
pretado en términos de los conocimientos actuales sobre la estructura
de los filamentos contractiles, y sobre todo de los puentes cruzados.

Para cuantificar la generacion de fuerza, Huxley tomo en cuenta
el numero de puentes cruzados presentes en cada mitad de
sarcomero, por cm® de musculo, mientras que para cuantificar la
velocidad de acortamiento estim6 la frecuencia con la cual podian
ocurrir las interacciones entre los puentes cruzados y los sitios
especificos presentes en los filamentos de actina, utilizando las
constantes de reaccion f y g. Suponiendo que un fosfato de alta
energia (ATP) es utilizado en cada interaccion miosina-actina en
cada ciclo, pudo calcular la velocidad con que se realizaba trabajo
y se liberaba calor. De manera que empleando valores razonables
para las 2 constantes f y g, pudo demostrar que la tasa de
liberacion de calor aumenta linealmente con la velocidad de
acortamiento, y que la tasa de liberacion de energia aumenta en
proporcion a la reduccion de carga por debajo del valor de la
tension isométrica, en casi perfecto acuerdo con los resultados
obtenidos por Hill (1938), quien habia realizado medidas de pro-
duccién de calor, bajo diferentes condiciones experimentales.
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Generacion de fuerza

Una vez consolidada la hipotesis de los filamentos deslizantes se
intensificaron los esfuerzos para aclarar la naturaleza de los
mecanismos responsables de la generacion de fuerza y movimiento
durante la contraccion muscular. Estos esfuerzos se dirigieron hacia
varias metas, entre las cuales se pueden mencionar las siguientes:
a) poner a prueba las predicciones y los postulados de la
hipotesis;

b) entender la relacion temporal entre los diferentes pasos del
ciclo mecanico y los pasos equivalentes de las reacciones
del ciclo quimico; y

c) descubrir la naturaleza de los cambios estructurales que
ocurren a nivel de los puentes cruzados durante un ciclo
contractil y finalmente entender el mecanismo de genera-
cion de fuerza durante el corrimiento de los filamentos
entre si.

Con respecto al primer punto, los postulados mas importantes de
la hipétesis eran los siguientes:

1) la fuerza desarrollada por los musculos depende del grado
de interdigitacion entre filamentos de miosina y filamentos
de actina;

2) la velocidad de acortamiento no depende, dentro de un
cierto intervalo, del grado de interdigitacion;

3) la idea que los generadores de fuerza, localizados en los
sitios de interaccion entre miosina y activa, operan como
unidades independientes.

Si bien la relacion tension-longitud habia sido estudiada desde el
trabajo de Ramsey y Street (1940), habia ciertos puntos de
discrepancia que era necesario aclarar. De hecho tanto estos
autores como Carlsen, Knappeis y Buchtal (1961) habian registrado
tensiones de un 30-40 por ciento de la tension maxima con fibras
estiradas hasta alcanzar una longitud de sarcomero 3,7 pm, longitud
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a la cual no habia solapamiento entre los filamentos de actina y
miosina, y por lo tanto no podia haber generacion de fuerza de
acuerdo a la hipotesis de los filamentos interdigitados y de los
puentes cruzados.

Transitorios de fuerza y de velocidad

Sin embargo, en estos experimentos se habian utilizado proce-
dimientos normales, registrando la tension con los extremos de la
fibra mantenidos fijos durante el tétano, con lo cual podia haber
variacion en la longitud de los sarcémeros a lo largo de la fibra, y
especialmente en sus extremos. A.F. Huxley y Peachey (1961)
habian demostrado que la distribucion de la longitud de los
sarcomeros, especialmente en las extremidades de fibras estiradas
no era homogénea.

La no homogeneidad de la longitud de los sarcomeros, es la
causa del fenémeno de aumento progresivo de la fuerza isométrica
durante un tétano de una fibra muscular. Al registrar la fuerza
isométrica de una fibra entera durante un tétano, es comun observar
que ésta no llega a una meseta estable si no que sigue subiendo.
Como se vera luego, este fendmeno desaparece o disminuye si el
registro de fuerza se efectia con segmentos cortos de fibras, en los
que hay mayor homogeneidad de longitud de los sarcomeros.

Para minimizar esta complicacion, y poder confirmar experimen-
talmente el postulado segin el cual la fuerza desarrollada por los
musculos depende del grado de interdigitacion entre filamentos de
miosina y filamentos de actina, Huxley y sus colegas (Gordon,
Huxley y Julidn, 1966a, 1966b) desarrollaron una técnica, con la
cual podian controlar por un mecanismo de retroalimentacion la
longitud de un segmento de las fibras, de 7 a 10 mm de largo,
delimitado por dos marcadores de oro pegados a la superficie de la
region central de las fibras, donde la longitud de los sarcomeros es
bastante uniforme. La distancia entre los dos marcadores, era
medida por un sistema Optico, que acoplado al mecanismo de
retroalimentacion, permitia imponer de manera instantanea, durante
una contraccion, cambios de longitud, o de tension al segmento de
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fibra bajo estudio, con una alta resolucion temporal. Con esta
técnica era posible estudiar las propiedades mecanicas de pobla-
ciones de sarcomeros bastantes homogéneas, con respecto a su
longitud. El sistema que se muestra esquematicamente en la figura
4.4 es una modificacion mejorada del sistema experimental disefiado
originalmente por A.F. Huxley (Gordon et al. 1966), utilizada por
Edman y Reggiani (1984) para medir las propiedades contractiles
de segmentos de fibras.
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Figura 4.4. Sistema experimental para control de la longitud y de la
fuerza de segmentos de una fibra muscular. Los segmentos de fibra estan
delimitados por marcadores , como se muestra en la parte inferior de la
figura. La longitud de los sarcomeros se determina por difraccion de
laser. (Modificado de Edman y Reggiani, 1984, con permiso del autor).
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En el aparato, la fibra estd ligada de un lado al transductor
mecano-electronico y del otro a un jalador (puller) que permite
imponer de manera muy rapida cambios de longitud a la fibra,
mediante un sistema de retroalimentacion que podia controlar o la
longitud de la fibra, o la fuerza, cambiando rapidamente de una
configuracion a la otra en menos de un milisegundo. En el sistema
utilizado por Edman, en vez de utilizar dos marcadores para
delimitar un solo segmento de fibra, se fijan a la superficie de la
fibra, varios marcadores opacos, colocados aproximadamente a 0,5
mm de distancia entre ellos, para subdividir la fibra en muchos mas
segmentos (entre 6 y 10, dependiendo del largo de la fibra). Utili-
zando una serie de fotodiodos, el sistema puede controlar tanto la
longitud de la fibra como la longitud de cada segmento por separado.

Relacion fuerza-longitud de sarcomeros

Un primer resultado importante obtenido con esta técnica, por
Gordon y colegas fue la determinacion de la longitud de los
sarcomeros en la cual no se generaba fuerza. La figura 4.5
muestra la disminucion lineal de la tension en la rama des-
cendiente de la curva, hasta llegar a cero a la longitud de
sarcomero de 3,65 pum, que es el valor donde el solapamiento o
superposicion, dentro del error experimental, es cero. Un segundo
resultado importante logrado con la técnica mejorada, fue la
obtencion con alta precision de la relacion longitud-tension, ilustrada
en la figura 4.5. De esta manera se pudo demostrar claramente
que la relacion longitud-tension es consecuencia de la disposicion de
los filamentos gruesos de miosina, y delgados de actina, en los
sarcomeros. En la figura 4.5, la meseta y el quiebre de la curva a
1,67 um se explican por las interacciones entre filamentos gruesos
y delgados. El grado de sobreposicion de los filamentos cambia con
la longitud del sarcomero de acuerdo al esquema que se muestra
en la parte izquierda de la figura. En resumen, la figura 4.5
muestra con detalle como la tensidon tetdnica es proporcional al
grado de sobreposicion de los filamentos, a cada longitud de
sarcomero. Estos resultados fueron confirmados posteriormente por
Edman y Reggiani (1987) utilizando, segmentos de fibra de menos
de 1 mm de longitud. Experimentos de Taylor y Riidel (1970)
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sugieren que la fase ascendente de la relacion tension-longitud, o
sea la porcion de la curva correspondiente a longitudes cortas de
los sarcomeros, puede ser afectada por el proceso de activacion de
liberacion de calcio, que parece disminuir cuando los sarcomeros
estan comprimidos. De hecho, debido a que las fibras musculares
mantienen un volumen constante cuando son estiradas, la distancia
entre filamentos gruesos y delgados cambia de aproximadamente 9
nm cuando estan acortadas a 4 nm cuando estan estiradas. La afi-
nidad de los filamentos delgados puede cambiar bajo estas condi-
ciones. Este efecto parece ocurrir también en musculos cardiacos,
complicando asi la interpretacion segun la cual la relacion tension-
longitud constituye la base para explicar la Ley de Starling para
eficiencia cardiaca. Sin embargo, estas interesantes observaciones
no afectan los hechos basicos de la teoria de los filamentos
deslizantes.
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Figura 4.5. Efecto del nivel de solapamiento entre filamentos gruesos y
delgados sobre la tension tetanica de un segmento de fibra muscular. Los
numeros indican aproximadamente la correspondencia entre fuerza contractil
y longitud de los sarodmercs. (Modificado de Gordon et al. 1966).
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Un segundo resultado importante obtenido por A.F. Huxley y
sus colegas (Gordon et al., 1966) fue evidenciar que la velocidad
de acortamiento de una fibra sin carga, no varia con el grado de
sobreposicion de los filamentos.

Sin embargo la demostracion definitiva de este punto fue lograda
por Edman (1979), quien desarrolldé un nuevo método para medir
con precision la velocidad de acortamiento de los sarcomeros en
condiciones de cero carga. La parte superior de la figura 4.6
muestra tres registros sobrepuestos de la tension tetdnica de una
fibra que, mientras se contrae isométricamente a una longitud de
sarcomero de 2,25 pm, se deja acortar sucesivamente a tres
longitudes diferentes, 2,16, 2,12 y 2,09 um, con valores de AL de
0,09, 0,13 y 0,16 pum respectivamente, como lo muestran los
registros inferiores. Al acortarse, la tension desarrollada por la fibra
cae a cero, y después de un intervalo de tiempo At, que depende
del valor de AL, la fibra vuelve a desarrollar tension. El valor de la
relacion AL/At extrapolado a tiempo cero es una medida precisa de
V., o sea la velocidad estacionaria a cero carga. Al repetir esta
medida a diferentes longitudes de sarcomero, Edman pudo de-
mostrar que V_ no depende de la longitud de los sarcomeros, en un
rango de longitudes entre 1,65 y 2,7 um, como se muestra en el
grafico de la figura 4.7, confirmando la idea de que los gene-
radores de fuerza operan de manera independiente.

Transitorios de Velocidad y de Fuerza

Como ya se ha reportado en el capitulo 3, numerosos autores
(Gasser y Hill, 1924; Levin y Wyman, 1927 y Jewell and Wilkie,
1958) habian estudiado las propiedades mecanicas de los musculos
aplicando pequefias perturbaciones (cambio de longitud, de fuerza,
etc.) bajo diferentes condiciones experimentales, y determinando el
curso temporal con el cual se reestablece el estado estacionario.
Durante una contraccion isotonica en contra de una carga cons-
tante, la fuerza contractil de un musculo balancea la fuerza de la
carga, y la velocidad de acortamiento del musculo es constante.
Bajo estas condiciones el estado estacionario es caracterizado por
la relacion fuerza-velocidad. Sin embargo, segun Hill, la velocidad
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con que se pueden acortar los elementos contractiles depende solo
del valor instantaneo de la carga, lo cual implica que la velocidad
alcanza un valor estacionario sin retraso alguno. El trabajo de
Jewell y Wilkie (1958) habia demostrado que al cambiar la carga,
la velocidad de acortamiento constante se establecia muy rapi-
damente en pocos milisegundos, sin embargo sus registros estaban
afectados por problemas de inercia del sistema experimental.
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Figura 4.6. Experimento de liberacion instantdnea con una fibra tnica. En
la parte inferior se muestran los cambios de longitud impuestos a la fibra
durante la fase de meseta de un tétano isométrico, iniciado a una L.S. de
2.25 um. En la parte superior se muestran los registros sobrepuestos de la
caida y recuperacion de tension en respuesta a los cambios de longitud.
El tiempo, At, para que la fibra desarrolle de nuevo tension depende de la
magnitud del cambio de longitud de los sarcomeros, AL. (Modificado de
Edman, 1979, con permiso).

Hay que recordar, que como resultado de estos experimentos,
se habia propuesto que un musculo activo puede ser representado
por dos elementos en serie, uno elastico y otro contractil. Segiin
esta idea el elemento contractil puede ser definido por su curva
fuerza-velocidad, de acuerdo a la cual en cada instante la velocidad
de acortamiento estd determinada por la carga. El elemento
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elastico, por otra parte, también se caracteriza por tener una
longitud que es determinada por la carga. Si bien adecuados para
definir las propiedades mecéanicas macroscopicas, estos expe-
rimentos habian sido hechos con musculos enteros y sin la nece-
saria resolucion temporal de unos pocos milisegundos. Ademas no
permitian la identificacion precisa del elemento elastico en serie con
una estructura determinada, ya que podia haber contribuciones del
sistema experimental, de los tendones y de la fibra misma.
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Figura 4.7. Demostracion que la velocidad méaxima de acortamiento de un
segmento de fibra muscular, no depende de la longitud de los sarco-
meros, entre 1,8 y 2,8 um, rango en el cual la tension muestra una fuerte
dependencia. (Modificado de Edman, 1979, con permiso).

Trabajando con fibras aisladas, o paquetes de pocas fibras, y
utilizando un sistema experimental con mayor sensibilidad y reso-
lucién temporal, Podolsky y colegas (Podolsky, 1960; Civan y
Podolsky, 1966; Podolsky y Nolan, 1973) repitieron los expe-
rimentos de Jewell y Wilkie, y al imponer un cambio en la carga
en contra de la cual se contraian las fibras, pudieron registrar la
velocidad de acortamiento de la preparacion. Después de un
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acortamiento rapido, debido a la presencia de los elementos
elasticos en serie, los transitorios de velocidad mostraban una
secuencia compleja de cambios en la velocidad de acortamiento,
con un curso temporal de hasta 20 milisegundos. Estas respuestas
transitorias fueron llamadas transitorios isotonicos de velocidad. En
estos transitorios Podolsky y colegas pudieron caracterizar la
contribucion del acortamiento retrasado de la preparacion y las
oscilaciones amortiguadas del sistema experimental. Estos transi-
torios no podian ser atribuidos solamente a la interaccion entre la
inercia de la palanca y el elemento elastico en serie de las fibras
musculares, sino que podian deberse a la presencia de un compo-
nente adicional a nivel de los elementos contractiles, lo cual
permitié inferir la participacion de los puentes cruzados en estos
transitorios de velocidad.
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Figura 4.8. Transitorios de velocidad y de tension obtenidos imponiendo
cambio de tension y longitud, respectivamente, a segmentos de fibras
musculares. Notese la presencia de diferentes fases que corresponden a
cambios que occurren a nivel de los puentes cruzados. (Redibujado de A.
F. Huxley, 1971).
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Este punto fue retomado por A.F. Huxley y colegas, (Huxley,
1974; Huxley y Simmons, 1973; Ford et al., 1977; 1985; 1986)
quienes, utilizando el sistema anteriormente descrito, basado en el
uso del mecanismo servo-motor retroalimentado, estudiaron el
comportamiento mecanico de segmentos de fibras, sometidos a
cambios rapidos de longitud o de carga, para poder entender las
propiedades de los puentes cruzados. La parte superior de la figura
4.8 muestra un transitorio de velocidad obtenido cambiando la
carga repentinamente. Esto causa un cambio en la longitud del
musculo que ocurre siguiendo un curso temporal complejo. Primero
se produce un acortamiento inicial, simultineo con el cambio en la
carga, indicativo de un elemento elastico en serie (fase 1), seguido
por una fase de acortamiento mas rapido de lo esperado por la
carga aplicada (fase 2). Esto es seguido por un periodo en que la
velocidad de acortamiento disminuye a un valor muy bajo (fase 3),
para luego alcanzar un valor estacionario, precedido o no de
oscilaciones amortiguadas (fase 4).

La parte inferior de la figura 4.8 muestra un transitorio de
fuerza obtenido acortando rdpidamente el segmento de fibra bajo
control. Hay primero una caida inicial de tensién, que ocurre
simultdneamente con el cambio de longitud (fase 1), seguida por un
periodo de recuperacion de tension que tiene un curso temporal
mas complejo que la exponencial simple esperada de un sistema de
dos elementos en serie. De hecho, la tension primero parece
recuperarse parcialmente de forma rapida (fase 2), y luego de
forma mas lenta (fase 3), para luego alcanzar asintoticamente el
valor inicial (fase 4). Las diferentes fases en las dos modalidades
son equivalentes, y asociadas a los mismos eventos que parecen
ocurrir a nivel de los puentes cruzados. Sin embargo los transitorios
de tensién parecen ofrecer mayor informacion, por lo cual fueron
objeto detallado de estudio por parte de A.F. Huxley y colegas. El
curso temporal de los transitorios de tension varia muy poco a
diferentes longitudes de sarcdmeros, mientras que su amplitud varia
en proporcion directa con la tension isométrica y con el grado de
interdigitacion entre filamentos gruesos y delgados. El curso
temporal complejo de estos transitorios puede interpretarse de la
siguiente manera: la fase 1 se debe a la presencia de una
elasticidad instantdnea, localizada a nivel de los mismos puentes
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cruzados, la cual evidentemente tiene que estar relacionada con su
estructura molecular que incluye los fragmentos S2 y S1 de las
moléculas de miosina. La fase 2, o sea el periodo de recuperacion
rapida de la tension ha sido interpretado en términos de puentes
cruzados que no estan unidos a filamentos delgados, pero que se
unen a ellos durante el cambio de longitud impuesto (Podolsky et
al., 1969). Por otra parte, la caida rapida de tension seguida por
una recuperacion parcial puede explicarse en términos del com-
portamiento elastico de un elemento de Voigt, ilustrado en el
grafico superior de la figura 4.9. Un elemento de Voigt esta
compuesto por un resorte en serie con una combinacion de otro
resorte y un amortiguador dispuestos en paralelo. Finalmente, las
fases 3 y 4 se consideran producidas por procesos de desenganche
y de re-enganche de los puentes cruzados, que pueden ocurrir con
mayor numero de desacoplamientos en la fase 3 y mayor nimero
de reacoplamientos en la fase 4.

Para analizar los transitorios de fuerza, es conveniente hacerlo
en términos de las tensiones fraccionales T1 y T2, como se ilustra
en el inserto de la figura 4.9. Si estos dos parametros obedecieran
la ley de Hooke, deberian variar linealmente con los cambios de
longitud. Experimentalmente se ha comprobado, como se ilustra en
el grafico de la figura 4.9, que para el caso de las fibras
musculares, T1 parece comportarse de manera aproximadamente
lineal, mientras que T2 tiene un comportamiento lineal en un cierto
rango de longitudes de sarcomero, desviandose apreciablemente a
mayor longitud de sarcomeros. Este comportamiento del parametro
T2 descarta la posibilidad de que la recuperacion rapida de la
tension se deba simplemente a un elemento visco/eldstico pasivo, y
mas bien indica que los mismos puentes cruzados o generadores de
fuerza son los responsables del fendémeno. Para confirmar este
punto, A.F. Huxley y Simmons (1971) realizaron experimentos con
fibras estiradas a 3,2 um, o sea con un 39% de solapamiento. La
figura 4.9 muestra el comportamiento de los parametros T1 y T2
para el caso de resortes que obedecen la ley de Hooke, y lo
compara con el comportamiento de una fibra muscular a dos
longitudes de sarcomero, 2,1 y 3,1 um, donde el nivel de sola-
pamiento es 100% y 39% respectivamente, indicando que la tension
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y el nivel de solapamiento estdn directamente relacionados. Estos
resultados indicaban la presencia de un elemento extensible a nivel
de los generadores de fuerza. Cada puente cruzado, parece
entonces tener un elemento eldstico instantaneo y un elemento
elastico atenuado que puede sostener la tension con cambios de
longitud, de aproximadamente 10 a 12 nm por sarcomero.

1,4 T

|
|
|
|
[ T1
|
|
|
I
L

Tension Relativa

-12 -10 -8 -6 -4 -2 0 +2
Desplazamiento de los filamentos en cada hemisarcémero (nm)

Figura 4.9. Comportamiento mecanico no lineal de los puentes cruzados.La figura
muestra que mientras el componente T1 del transitorio de fuerza de un segmento de
fibra se comporta como un elemento elastico lineal, el componente T2 que describe
la recuperacion inicial de la fuerza despues de un cambio de longitud, presenta un
comportamiento no lineal, compatible con la participacion de los generadores de
fuerza en esta fase del transitorio. (Redibujado de A. F. Huxley, 1974).

H. E. Huxley (1969,) usando fuentes de Rayos X de mayor
intensidad y mejores sistemas de deteccion y registro logrd obtener
informacién estructural sobre musculos contrayéndose, con una
mayor resolucion temporal debido a la reduccion de los tiempos de
exposicion. De esta manera, pudo detectar cambios en la orga-
nizacion de los filamentos de miosina que indicaban un movimiento
azimutal de transicion entre reposo y contraccion, posiblemente
correspondiente a la unioén de los puentes cruzados con la actina.

Los resultados obtenidos indicaban que la generacion de fuerza
se debia a la capacidad de la cabeza de miosina de poder rotar,
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sobre su punto de union con el segmento S2 después de haberse
unido con el filamento delgado, y transmitir la fuerza al segmento
S2 que funciona como un elemento de acople de fuerzas, como se
muestra esquematicamente en la figura 4.10A. Esta informacion
estructural, junto a los resultados del estudio de las propiedades
mecano-elasticas de los puentes cruzados permitié elaborar un
nuevo modelo en el cual se incluia también una modificacion que
se hacia necesaria debido a la nueva informacion obtenida por Hill
(1964) con respecto al comportamiento del calor de activacion, que
ha sido descrita en el capitulo 3. La modificacion del modelo
consistia en agregar un elemento bisagra entre las porciones S1 y
S2 de la molécula de miosinas y luego considerar que la union
entre un puente cruzado y la actina ocurre en dos pasos, pudiendo
romperse facilmente, sin gasto energético, durante el primer paso,
hasta el momento en que ocurre el segundo paso, como se muestra
esquematicamente en la figura 4.10B.

A B
LMM LMM S2 |
1128\
o
Filamento grueso ——+ Filamento _grueso —7
LMM s2 .. LMM S2 |
82 51 s1
—
Filamento delgado Filamento delgado
LMM S2 5
79 S1

Figura 4.10. Esquemas de puentes cruzados, mostrando los sitios de
torque de las subunidades S2 y S1 de la molécula de miosina, y la
inclusion de un elemento elastico. (Modificado de AF Huxley, 1964).
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Ciclo Mecano-quimico

Con respecto a la relacion entre ciclo mecanico y ciclo quimico,
Taylor y colegas (1970) hicieron un enorme progreso estudiando la
cinética de hidrolisis de ATP desarrollando un aparato que permitia
medir la produccion de fosfato inorganico, Pi para tiempos de
reaccion tan rapidos como 10-15 ms (Lynn y Taylor, 1970). Bajo
diferentes condiciones experimentales y con diferentes nucleosidos,
describieron una primera fase rapida de liberacion de P, como
producto de la hidrdlisis del ATP catalizada por miosina mucho mas
rapida que la fase de produccion de P, en estado estacionario.

La importancia de estos resultados radica en que se demuestra
que la liberacion de P, no es el factor limitante de la velocidad de
la hidrolisis del ATP por la miosina. Del trabajo anterior se sabia
que:

Kl KZ
M + XP «<—> MXP —> M- X-* P
K

-1
donde la naturaleza del complejo M+X*P no es determinada y:

k~5x10°M'x sec’ 'y k,~50-75 sec”!

En un segundo trabajo, Taylor y colegas (1970), utilizando una
técnica de separacion rapida en columnas de sephadex estudiaron
las propiedades cinéticas de esta reaccion bajo una serie de
condiciones experimentales, encontrando que la tasa de des-
composicion del complejo Miosina-ADP-P, era igual a la de la
hidroélisis en el estado estacionario. Por eso pudieron concluir que la
disociacion del complejo representaba el paso limitante de la
reaccion, pudiendo el mecanismo ser representado en primera
aproximacion por:

I<1 KZ K3
M + ATP <— M+ATP —> M+ ADP. P —> M + ADP + 1
K

-1
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Uniendo esta informacion, y con los datos estructurales obte-
nidos bajo condiciones en que utilizando andlogos no hidrolizables de
ATP algunos pasos del ciclo mecanico podian ser inmovilizados, fue
posible unir el ciclo quimico de Lymn y Taylor con el ciclo
mecanico, llegando al esquema de la figura 4.11. En el esquema,
el paso entre IV y I ocurre porque el ATP se une a la miosina
causando la disociacion del complejo actina-miosina (reaccion 1).
Entre el paso I y I, el ATP se hidroliza (reaccion 2). Entre el
paso Il y III se libera el Pi, (reaccion 3) y la cabeza de miosina se
une a la actina, generandose el golpe de fuerza. Entre IIl y IV se
despeja el ADP de la miosina (reaccion IV).

MeADP —> M+ ADP 4

—

_— - =

_'.._ = _ — ._._. 1 . — —— IV

M *ADP +Pi 3 K,
M + ATP = MJATP 1

Pe M ADP S MJATP 2

Figura 4.11. Ciclo mecano-quimico de los puentes cruzados. En el esquema
se muestra como la interaccion ATP con la miosina permite la ruptura de la
union actina-miosina (fase IV a fase I) y como el golpe de fuerza occurre al
liberarse el fosfato del complejo miosina-ADP-fosfato (fase II a fase III).
(Modificado de Apkon, 2005 y Taylor et al., 1970).

Mecanica contractil de segmentos de fibras

Edman y colegas (1976) habian obtenido alguna evidencia que
para niveles de carga mayores al 80 por ciento de la fuerza
contractil maxima, la relacion hiperbolica entre la velocidad de
acortamiento y la fuerza sufria un cambio, el cual posiblemente
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podia deberse a una alteraciéon en la cinética de los puentes
cruzados. Estas observaciones impulsaron un estudio mas detallado
por parte de Edman (1988), utilizando el sistema experimental ilustrado
en la figura 4.4. La posibilidad de realizar experimentos con segmentos
de fibra le permitié eliminar el problema de la no uniformidad de los
sarcomeros y al mismo tiempo evitar la contri-bucion de elementos
elasticos en serie no asociados a los sarcomeros mismos.

Relacion carga-velocidad revisitada

La figura 4.12 muestra un ejemplo del registro obtenido cuando
a una fibra muscular estimulada tetanicamente, y que llega a
desarrollar su tension maxima se le impone un cambio muy rapido
(10-30 ms) en la carga por medio del jalador, o puller, electro-
magnético. En la figura, los dos trazos superiores representan el
movimiento del brazo del puller y el movimiento del segmento de
fibra escogido, mientras que el tercer trazo representa el cambio en
la fuerza impuesto por medio del jalador, cambiando de la moda-
lidad de control de longitud a control de fuerza. Puede verse como
en respuesta al cambio inicial de longitud, la fuerza cae aproxi-
madamente en 10 ms, a un nuevo valor, que se mantiene constante
mientras que tanto la fibra como el segmento se acortan a una
velocidad constante, presentando los cambios en longitud de la fibra
y del segmento las mismas caracteristicas. Ambos muestran una
primera fase de caida que coincide con el cambio en la carga, y
que se debe a la respuesta de los elementos elésticos, que en el
caso del segmento estan confinados a nivel de los sar-comeros. La
segunda fase de acortamiento, empieza con una oscilacion que
depende del nivel de control del sistema de retro-alimentaciéon y
contintia a velocidad constante. Utilizando el procedimiento descrito
para diferentes niveles de carga se pudo obtener la grafica de la
figura 4.13 que muestra la velocidad de acortamiento del segmento
de fibra en funcion de la carga. La grafica muestra que la mayor
parte de la curva es bien descrita por una funcioén hiperbolica. Pero
en la region cercana a la fuerza maxima, la hipérbola intercepta el
eje de la fuerza a un nivel mayor que la fuerza maxima. La
grafica indica que los datos experimentales pueden ser descritos
por una doble hipérbola. La presencia de este componente en el
rango alto de fuerza ha sido interpretada en términos de cambios
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de cinética en la funcién de los puentes cruzados en la cercania
del nivel de fuerza maxima.

Puller

Segmento

Fuerza
=
=] '
=
z , Carga controlada
(| ]
= [l
L 1
40 ms

Figura 4.12. Los trazos superiores muestran transitorios de velocidad de
una fibra entera y de un segmento corto, <1 um, de fibra. El trazo inferior
muestra el cambio en la carga, que fuerza el acortamiento de la fibra.
Notese la similitud de respuesta de la fibra y del segmento de fibra.
(Modificado de Edman, 1988, con permiso).

Para determinar si la forma bifasica dependia del nivel de
fuerza, Edman y colegas (1997) utilizaron Dantrolene para reducir
la fuerza al 80 % de los valores normales, encontrando que la
forma bifasica de la curva fuerza-velocidad se mantenia, lo cual
indica que la transicion entre las dos hipérbolas no es controlada
por la fuerza, sino por la velocidad de acortamiento, que determina
el valor de velocidad, (0,1 Vmax) en el cual la relacion cambia su
forma. Esto estd en acuerdo pleno con la idea de que en el
musculo estriado los puentes cruzados actuan como generadores de
fuerza independientes bajo diferentes condiciones de carga.

Se considera que la relacidon fuerza velocidad refleja las propie-
dades cinéticas de los puentes cruzados, siendo el valor de Vmax
la expresion de la velocidad maxima de unién y ruptura de los
puentes cruzados. La demostracion (Edman et al, 1988) de que
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Vmax esta estrictamente relacionado con la actividad ATPasica de
las cabezas de miosina refuerza esta idea. Ya se ha mencionado
que Vmax es independiente de la longitud de los sarcomeros o sea
del niamero de puentes cruzados que pueden formarse. La situacion
es equivalente a la de un coche cuya velocidad no depende del
numero de caballos que pueden jalarlo.
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hY Segmento de fibra
O\ Longitud del sarcomero 2,1 pm
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Figura 4.13. Relacidén fuerza-velocidad obtenida de un segmento de
fibra muscular con el sistema experimental de la figura 4.4. A diferencia
dela curva hiperbolica simple mostrada en la figura 4.10, en este caso la
relacion es descrita por una doble funcién hiperbdlica, en la cual la
segunda  hipérbola comienza cuando la fuerza y la velocidad tienen
valores aproximadamente iguales al 80 % de la fuerza isométrica y al 11 %
de la velocidad méxima. (Modificado de Edman, 1988, con permiso).

La figura 4.14, muestra un aspecto poco divulgado de la
relacion fuerza-velocidad. Cuando la carga, en contra de la cual
una fibra muscular se acorta, durante una contraccién isotodnica,
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supera el valor de la fuerza isométrica que la fibra es capaz de
generar. Esta se estira, pero solo después que la carga exceda, en
un 20% aproximadamente, el valor de la fuerza isométrica. Por
otra parte, la presencia de la segunda fase hiperbdlica en la curva
fuerza-velocidad, determina que antes de alcanzar el 90 % de la
fuerza isométrica, la velocidad de acortamiento de la fibra es ya
practicamente nula. Esto le confiere una gran estabilidad al sistema
contractil ya que en la cercania de la fuerza isométrica maxima y
en un rango equivalente al 30% de ella, una fibra muscular puede
soportar la carga sin mayores cambios de longitud. Esto tiene
importancia para situaciones que ocurren en la vida diaria, durante
contracciones excéntricas, por ejemplo al saltar o bajar una esca-
lera, cuando una fibra comienza a estirarse solo cuando se llega a
valores de cargas muy altos.

100 - *+—V max

50

Velocidad (1. s")

P. isométrica

1
0 50 100
-10L Fuerza

Figura 4.14. Velocidad negativa en la relacién entre fuerza y veloci-
dad. La grafica muestra que cuando la carga es mayor que la fuerza
isométrica maxima, la fibra se estira y la velocidad (de acortamiento)
adquiere vaores negativos. (Modificado de Edman, 1988, con permiso).
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Cambios de longitud impuestos

Durante una contraccion isométrica la fuerza desarrollada por
una fibra muscular depende de la longitud de sus sarcomeros. Esto
constituye una descripcion de las propiedades contractiles fun-
damentales de la funcion muscular. Sin embargo, hay situaciones
experimentales relacionadas con la ocurrencia de movimiento, o sea
cambios de longitud durante la contraccion, en las cuales la fuerza
desarrollada puede ser mayor o menor que la esperada de la
respectiva longitud sarcomérica. Este es un aspecto menos cono-
cido de la mecanica de la contraccion muscular, que sin embargo
tiene un gran importancia, ya que refleja situaciones que ocurren
normalmente durante la funciéon muscular en el organismo.

Efecto de estiramientos

Abbott y Aubert (1952) habian demostrado que cuando un
musculo es estirado durante un tétano isométrico, responde aumen-
tando su fuerza a un valor mas alto que el esperado segin su
longitud final. Este aumento de fuerza tiene dos componentes: un
aumento inicial que se desarrolla durante el estiramiento y se
revierte pocos segundos después que cesa el movimiento, y un
segundo componente que se mantiene por mas tiempo. La figura
4.15 muestra un registro de un experimento (Edman et al, 1978) en
el cual una fibra fue estirada a velocidad constante desde una
longitud de sarcomero de 2,41 a 2,54 um durante una contraccion
tetanica. Puede verse un primer componente denominado “aumento
de fuerza durante el estiramiento”, el cual depende de la velocidad
pero no de la amplitud, del estiramiento (Edman, et al 1978).
Probablemente este efecto estd asociado a un aumento de la
tension en los puentes cruzados, que se desarrolla como conse-
cuencia del estiramiento forzado de los sarcomeros y, posiblemente,
también a un pequefio aumento en el nimero de los mismos. El
segundo componente, conocido como “aumento de fuerza residual”
depende de la amplitud del estiramiento, pero no de su velocidad.
Asi que el aumento de fuerza residual aumenta a medida que
disminuye el solapamiento entre filamentos gruesos y delgados, y no
sobrepasa el valor de fuerza isométrica que se alcanza a una
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longitud de sarcomero Optima. Este hecho, junto al hecho de que
no depende de la velocidad de estiramiento, sugiere que este
componente no esta relacionado con una de las propiedades de los
puentes cruzados mismos (Edman, et al, 1978; Edman, 1999).

2.41
0.30

0.20

2.54 0.10

Fuerza (N/'mm?)

Longitud de sarcomero (1m)

Figura 4.15. El estiramiento de una fibra durante un tétano isométrico
causa un aumento en la fuerza con dos componentes. Uno asociado a la
fase de estiramiento, y el otro que perdura después del estiramiento.
(Modificado de Edman et al., 1978 con permiso).

Sin embargo este punto es objeto de investigacion en este
momento ya que hay reportes que indican que el aumento de
fuerza residual puede exceder, aun cuando sea poco, el valor de la
fuerza isométrica Optima, y también que algin aumento de fuerza
ha sido observado en la rama ascendente de la curva fuerza-
longitud sarcomérica (Peterson et al, 2004). Con base en estos
resultados ha sido sugerido que algin filamento eldstico en el
sarcomero pueda participar en el aumento de fuerza, o alter-
nativamente que de alguna manera los puentes cruzados puedan
ejercer mas fuerza (Rassier and Herzog, 2004).

Desactivacion inducida por acortamiento

Un musculo, que se deja acortar sin carga, durante una contrac-
cion isométrica, pierde momentaneamente parte de su capacidad de
desarrollar fuerza, recuperandola pocos segundos después de la
fase de acortamiento.
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La figura 4.16 muestra que cuando una fibra se deja acortar
durante una sacudida isométrica simple, la tension cae a 0 y luego
se desarrolla de nuevo a niveles que dependen del acortamiento
inicial. En este experimento los acortamientos fueron inducidos a
diferentes tiempos durante la contraccion, de manera que la
reactivacion de la tension empezara al mismo tiempo. El efecto
depende de la longitud de los sarcomeros siendo mayor a longitud
normal, 2,1-2,2 um, disminuyendo a longitudes mayores o menores.
La magnitud de este efecto depende del grado de acortamiento y
del nivel de activacion de la maquinaria contractil cuando ocurre el
acortamiento (Jewell y Wilkie, 1960; Edman, 1976). Asi la desac-
tivacion es mayor durante una sola sacudida o durante un tétano no
fusionado que durante un tétano completamente fusionado. El
efecto es también disminuido en presencia de cafeina que aumenta
el Ca liberado por el RS en respuesta a un estimulo eléctrico. El
mismo efecto pudo ser observado en experimentos realizados con
fibras desmembranadas, encontrandose que la accion desactivadora
del acortamiento podia ser disminuida aumentando la concentracion
de calcio del medio. Estos resultados sugieren que el efecto podria
ser debido a un cambio en la afinidad de los miofilamentos hacia el
calcio. Cambios de afinidad al calcio han sido involucrados en otros
fenomenos en los cuales se observa una disminucion de la fuerza
contractil, como ocurre durante el desarrollo de la fatiga por ejemplo.

Es importante no confundir este fenomeno con la depresion de
la fuerza tetdnica que ocurre cuando las fibras se dejan acortar en
contra de una carga. En este caso la depresion de la fuerza parece
estar ligada a la no-uniformidad de la longitud de los sarcomeros
durante el acortamiento (Julian y Morgan, 1979; Edman et al, 1993).

Para finalizar, se puede concluir que a pesar de los avances
logrados, aun no estd completamente aclarado el mecanismo de
generacion de fuerza. Diferentes grupos de investigacion estan
dedicados a esta tarea. Una alternativa al uso de las fibras
musculares para resolver el problema de la generacion de fuerza a
nivel molecular la constituyen los motores moleculares. Trabajos
realizados con filamentos de actina y segmentos S1 derivados de
diferentes tipos de miosina, junto al uso de técnicas novedosas
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como la microscopia de fuerza atomica y el uso de trampas y
pinzas Opticas, han permitido reproducir en estos sistemas mole-
culares fendomenos caracteristicos de las fibras musculares, como
por ejemplo, la relacion fuerza-velocidad.
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Figura 4.16. Efecto del acortamiento activo sobre el desarrollo de tension
durante un sacudida simple de una fibra muscular. En la figura se han
sobre impuesto varios trazos, tanto de tensiéon como de longitud. El
acortamiento se impuso a diferentes tiempos durante el desarrollo de
tension, para que la tension se empezase a recuperar al mismo tiempo.
Notese como el efecto depende de la amplitud del acortamiento. (Modi-
ficado de Edman, 1975).
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CAPITULO 5

PROPIEDADES ELECTRICAS PASIVAS

Potencial de reposo

Para principios del siglo XX, Bernstein (1902) habia enunciado
su hipdtesis seglin la cual las propiedades de semipermeabilidad de
las células excitables determinan la existencia de una diferencia de
potencial eléctrico entre el interior y el exterior de las células que
disminuye o desaparece cuando son excitadas. Basado en el trabajo
de Nernst (1889), Bernstein sugirido que en condiciones de reposo la
membrana de las células excitable era selectivamente permeable al
ion potasio, y que por lo tanto el potencial de membrana estaba
determinado por la concentracion de este ion en los dos lados de la
membrana celular. Al excitarse la membrana, esta perdia su
selectividad y se hacia permeable a otros iones.

Una fibra muscular, como toda otra célula, mantiene una
composicion idnica interna diferente de la del plasma. Las dife-
rentes caracteristicas de permeabilidad de la membrana a ciertos
iones, y la diferencia de concentracion entre el interior y el exterior
celular, determinan el establecimiento de una diferencia de potencial
entre el exterior y el interior de la fibra muscular. Esta diferencia
de potencial eléctrico, normalmente denominada potencial de
membrana en reposo, puede ser medida experimentalmente con
micropipetas de vidrio, perfeccionadas por Ling y Gerard en 1949.
Estas pipetas, o microelectrodos, normalmente tienen puntas de 0,5
pum, y se rellenan con una solucion concentrada (3 M) de KCIl. Los
microelectrodos de este tipo tienen una resistencia eléctrica de
algunos megaohmios, lo cual exige el uso de amplificadores con
caracteristicas especiales (alta resistencia de entrada). Al introducir
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uno de estos microelectrodos en una fibra muscular de rana en
reposo y bafiada en una solucion fisiologica (generalmente Ringer),
se detecta una diferencia de potencial de aproximadamente 95 mV
con el interior negativo respecto al exterior. Este potencial se
mantiene constante por mucho tiempo, decenas de minutos, si las
condiciones experimentales no varian, pero puede cambiar si la
fibra es estimulada eléctricamente o si se cambian las condiciones
del medio externo. Un estimulo eléctrico de intensidad adecuada
causa un cambio rapido y reversible en el potencial de membrana,
que en una fraccion de milisegundo llega a valores de aproxi-
madamente +50 mV, regresando a su valor de reposo en una
decena de milisegundos. Este cambio eléctrico, denominado poten-
cial de accion, se propaga a lo largo de la fibra muscular e inicia
el fenomeno de activacion contréctil conocido como Acoplamiento
Excitacion-Contraccion.

La evidencia experimental acumulada desde mediados del siglo
XX indica que tanto el potencial de membrana en reposo como el
potencial de accion se deben a la diferencia de las concentraciones
de ciertos iones, potasio, cloro y sodio, y a la permeabilidad relativa
de la membrana a estos iones.

La introduccion de microelectrodos de vidrio ha permitido una
gran cantidad de trabajos que han aclarado el papel de la permea-
bilidad de membrana a diferentes iones en la generacion de los
potenciales de reposo en una gran cantidad de tipos celulares, y de
los potenciales de accion en el caso de tejido muscular y nervioso.
Paradogjica y erréneamente, uno de los inventores de los micro-
electrodos, Gilbert Ling 1llegd a sostener que:

“el potencial celular medido (con microelectrodos) no
depende directamente de las concentraciones del K* o del
Na*, ni de las permeabilidades de la superficie celular a
estos iones”.

Las concentraciones i6nicas en el mioplasma de una fibra
muscular de rana bafiada en solucion de Ringer se indican en la
tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Concentraciones ionicas en el mioplasma

Iones IntracelularmM ExtracelularmM
K* 140,0 2,5
Cl 3,6 120,0
Na* 9,2 120,0
A 152,0 (mE) —

Los 152 mE de A~ representan la carga negativa de ciertos
acidos organicos presentes en el mioplasma que balancean el
exceso de carga positiva asociada al ion K*.

Desde el trabajo de Bernstein en 1902, se habia relacionado el
gradiente de concentracion del ion K con el establecimiento de una
diferencia de potencial que se desarrollaba por corto tiempo en el
extremo cortado de un nervio o de un musculo (potencial de
dafio). Bernstein supuso que la membrana celular era permeable al
potasio y basicamente impermeable a los aniones y al sodio, y pudo
explicar el potencial de dafio considerandolo un caso limite de la
ecuacion derivada por Nernst para cuantificar el potencial que se
desarrollaba en el sitio de encuentro de dos soluciones con
diferentes concentraciones de un electrolito:

RT (u—-v c
E=—"7— In—=2
ZF (u + vj ¢ -1

en donde R es la constante de los gases, T la temperatura
absoluta, Z la Valencia, F la constante de Faraday, u y v las
movilidades de los cationes y aniones respectivamente, y ¢,y ¢, las
dos concentraciones a ambos lados de la membrana. Si u y v son
distintas, una pequefia diferencia de potencial se desarrolla en la
interfase entre las dos soluciones. Bajo las condiciones asumidas
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por Bernstein, la ecuacion de Nernst, para el caso del K, se
transforma en:

_Rr KL
m= op [K][ (5-2)

indicando que el potencial de membrana de fibras musculares
estaba determinado por las concentraciones de K en el medio
interno y el externo.

Sin embargo el trabajo de Boyle y Conway (1941), sugirid6 que
la membrana de las fibras musculares era también permeable al Cl
y que el potencial de reposo resultaba de un equilibrio de Donnan,
segun el cual no se esperaria un movimiento de KCl a través de la
membrana de las fibras cuando las concentraciones de K y CI son
cambiadas manteniendo su producto constante. Bajo estas condi-
ciones, si el K y Cl estan en equilibrio, el potencial de membrana
deberia ser dado por la ecuacion de Nernst para los dos iones:

RT . [K] RT. [CI]
E, =——In{—%=""Int—4
"Tzr VK] T F ] (5-3)

segun la cual los potenciales de equilibrio del K y el Cl, calculados
utilizando los valores de concentracion de estos iones indicados
previamente, son iguales y cercanos a los 100 mV, con el interior
de la fibra negativo con respecto al exterior. De acuerdo a esta
formulacion, no debiera haber movimientos de KCl a través de la
membrana si las concentraciones externas son cambiadas man-
teniendo el producto K por CI constante.

Para el caso del ion sodio la situacion es diferente, ya que el
valor de su potencial de equilibrio es de 64 mV con el interior
positivo con respecto al exterior. Esto significa que el sodio esta
lejos del equilibrio, y tanto el gradiente eléctrico como el gradiente
quimico promoverian su entrada a la fibra si fuese permeable.
Debido a que la permeabilidad de la membrana al sodio es pequefia
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pero finita, hay un flujo constante de este ion que con el tiempo
disiparia estos gradientes. Sin embargo, el estado estacionario es
mantenido gracias al funcionamiento de un mecanismo de trans-
porte activo que utiliza energia para transportar al ion sodio en
contra de su gradiente electroquimico.

Utilizando la técnica de microelectrodos intracelulares para medir
el potencial de membrana, Adrian (1956, 1960) demostré que la
ecuacion de Nernst, aplicada al potasio, se cumplia con gran
precision para concentraciones de potasio mayores a 10 mM,
pudiéndose utilizar para calcular el potencial de membrana cuando
las concentraciones de K y Cl en el interior estan en equilibrio con
las del medio externo.

Para otras situaciones es necesario conocer las permeabilidades
o conductancias relativas para los dos iones. Hodgkin y Horowicz
(1959) realizaron una serie de experimentos utilizando fibras
musculares Unicas aisladas y un equipo que permitia el cambio
rapido de soluciones externas para medir los cambios de potencial
cuando se variaban las concentraciones de K y Cl en el medio
externo. Con estos experimentos pudieron comprobar que la
hipotesis de Boyle y Conway (1941) se cumplia.

De esta forma Hodgkin y Horowicz (1959) demostraron experi-
mentalmente que la membrana de la fibra muscular podia com-
portarse, bajo condiciones adecuadas, como un electrodo de cloruro
o de potasio. Ademas, cuando sustituyeron el Cl por el anidon
impermeable sulfato, comprobaron que la diferencia encontrada por
Adrian (1956), entre los datos experimentales, y los teoricos
predichos por la ecuacion (5.2) podia ser disminuida notablemente
si se tomaba en cuenta que la membrana tenia una pequefia
permeabilidad al ion sodio, como se muestra en la grafica de la
figura 5.1. Los puntos experimentales representan los valores del
potencial de membrana de una sola fibra muscular obtenidos en
presencia de diferentes concentraciones de K" en el medio externo
preparado sin Cl. La linea recta fue calculada de acuerdo a la
ecuacion de Nernst para el K*, mientras que la linea curva lo fue
segun la ecuacion:
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Figura 5.1. Relacion entre la concentracion externa de potasio y el
potencial de membrana en fibras musculares. Los simbolos representan los
valores experimentales obtenidos por Hodgkin y Horowicz(1959). La linea
continua representa el valor teodrico de la relacion, calculado de acuerdo a
la ecuacion de Nernst para el ion potasio. La linea punteada ha sido
obtenida considerando la contribucion de la permeabilidad al sodio. (Ver el
texto para mayores detalles). (Modificado de Hodgkin y Horowicz, 1959).

. :RTln[K]e+a[Na]e
o F K] v alNa] ¢4

en la cual la constante a representa la relacion de permeabilidades
P./P. y es igual a 0,01. Esta ecuacion, puede ser derivada,
utilizando la teoria de campo constante de Goldman (1943).
Descartando la pequefia contribucion del sodio al potencial de
reposo, y alterando las condiciones de equilibrio del Cl o del K con
cambios rapidos en la concentracion de uno solo de los dos iones,
Hodgkin y Horowicz pudieron determinar la cinética con la cual se
restablecia el equilibrio y asi calcularon las permeabilidades y
conductancias de la membrana al potasio y al cloruro:
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IK: 8k (V- VK) (5-5)
ICl: &a (V- VCI) (5-6)

en los que I eI, son las densidades de corrientes del cloro y del
potasio hacia afuera; g,y g son las conductancias respectivas por
unidad de &rea, que se supone no son constantes, pudiendo variar
de cualquier manera con la concentracién o el potencial; V es el
potencial de membrana de la fibra muscular y V, 'y V son los
potenciales de equilibrio de los dos iones, dados por la ecuacion de
Nernst:

RT . [K]
Vi = —ln'z (5-3a)
RT . [cl]
Vo ="—Inf—<
< F Tl (5-3b)

EXTERIOR

INTERIOR

Figura 5.2. Circuito eléctrico equivalente de una membrana de fibra
muscular con permeabilidades variables para los iones K y Cl.

Los efectos del K y del Cl sobre el potencial de reposo de la
membrana de las fibras musculares son descritos por el circuito
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equivalente de la figura 5.2. Las Resistencias R, y R, representan
la resistencia de las vias de paso para el K y el CI (canales de K
y CI segin la terminologia actual), y las baterias V, y V
representan la fuerza electromotriz que act@ia sobre los dos iones
respectivamente.

Si se considera que so6lo puede haber corrientes de Cl y de K,
entonces en ausencia de otra corriente externa:

L +1,=0 (5-7)

Hodgkin y Horowicz (1959) utilizando las ecuaciones anteriores
(5-3, 5-4 y 5-7) demostraron que se podian obtener los valores de
conductancia relativa de los dos iones:

V=4V T taVq (5-8)
donde:

te= 8¢/ (g + 8o) (5-9)
y

ta =1 -t = g4/ (g + &y (5-10)

De la ecuacion 5-8 se puede estimar la conductancia relativa de
cada uno de los iones cambiando V, manteniendo constante V vy
viceversa. Como ejemplo, consideraron que en el caso en que g,
>> g, el valor de t seria igual a 1 y el valor de t seria igual a
0. En este caso el valor del potencial de membrana seria sensible a
cambios en V, cuando [V][CI] permanece constante e insensible a
cambios en V_ cuando [V][CI] se mantiene constante. Para
demostrar experimentalmente estas conclusiones, Hodgkin y Horo-
wicz utilizaron fibras musculares aisladas de rana y el sistema para
cambios rapidos de soluciones mencionado anteriormente, para
evitar cambios en las concentraciones internas de K y de Cl. Con
una fibra expuesta a la soluciéon normal (2,5 mM K, 120 mM CI)
V., deberia ser igual a V . La figura 5.3 muestra que al reducir
el cloro externo de 120 a 30 mM, el valor de V, cambia de -98
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mV a —63 mV, mientras que el valor de V, permanece invariado.
En el experimento, la reduccion rapida en la concentracion de Cl
externa causa una despolarizacion instantanea de alrededor de 20
mV, sin embargo, esta despolarizacion es transitoria ya que el
potencial de membrana empieza a recuperar su valor inicial con
una constante de tiempo de 4 minutos. La reduccion en el valor de
V,, causa la salida simultinea de K y Cl, que continia hasta que
el producto K por Cl se reduce a la cuarta parte del valor inicial,
lo que es debido exclusivamente a la disminucion de la con-
centracion de Cl, ya que la concentracion de K permanece
practicamente constante.

-60 |-
S 30 mM CI
E 2}
]
g 80
- - |
=
g
%]
s 90|
D
=
£ -100 [
5
S -110f
_120 S T I e e o I e e o o ey v oy oy I

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 5.3. Efecto de la disminucion de la concentracion del Cl externo
sobre el potencial de membrana de una fibra muscular de rana. (Modi-
ficado de Hodgkin y Horowicz, 1959).

Este movimiento de Cloruro es acompafiado por la salida de
agua para preservar el equilibrio osmoético. La figura 5.4 muestra
un experimento en que se aumentd la concentracion externa de K,
de 2,5 a 10 mM manteniendo constante la de Cl. El grafico
muestra que en presencia de alto K la fibra se despolariza 20 mV
a partir de un valor inicial de potencial de membrana de -94mV.
Para exposiciones breves, entre 10 y 60 s, el efecto es satisfac-
toriamente reversible. Para la exposicion mas larga, de 60 min, al
regresar la fibra a la solucion normal (2,5mM K) solo se observa
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una repolarizacion inicial rapida, de unos 3 mV aproximadamente,
seguida de una mas lenta que toma unos 40 minutos para regresar
a un valor de -90 mV.

9 10 mM K*

50 |- -

E

g -60 - -

~
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£ -0 2
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g -100 =~ -

A 1 | | | | | | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 5.4. Efecto del aumento de la concentracion de potasio externo,
de 2,5 a 10 mM, sobre el potencial de membrana de una fibra de musculo
de rana en presencia de 120mM de Cl externo. (Modificado de Hodgkin y
Horowicz, 1959).

Cuando la fuerza motriz, para la entrada de K (o sea el
parametro (V — V,)) es hacia adentro o sea cuando (V < V) el
sistema pasa mucha corriente, mientras que cuando (V > V) pasa
muy poca corriente. Como resultado del cambio de solucion Vo
cambia en 35 mV, lo cual causa un flujo de corriente y el valor de
V se acerca al de V. El potencial de membrana se encuentra
entre V_y V de manera que KCI entra en la fibra, acompafnado
por agua para mantener el equilibrio osmético, hasta establecer un
nuevo equilibrio en donde V. =V, =V = -65mV. Al regresar a
la solucion con 2,5 mM K, V_ se revierte inmediatamente a su
valor inicial de -95mV. Ahora la corriente de K es hacia fuera, la
conductancia de K es baja, de manera que V es controlado por
V.- Bajo estas condiciones la fibra se repolariza so6lo 2 0 3 mV,
lo cual sin embargo es suficiente para que no esté en equilibrio con
respecto al cloruro, y esto hace que KCl y agua salgan lentamente
de la fibra hasta alcanzar de nuevo el equilibrio inicial.
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Con experimentos de este tipo, Hodgkin y Horowicz pudieron
concluir que en solucion normal, la conductancia de cloruro en
reposo es el doble de la de potasio.

Propiedades eléctricas pasivas
Circuitos RC

Ya en 1867 Hermann habia intuido que el cambio de potencial
asociado con las regiones excitadas podria causar el flujo de pe-
quenas corrientes a lo largo del eje del cilindro, que luego fluirian a
través de la membrana, causando despolarizaciones locales que a
su vez excitarian el segmento de membrana contiguo. Luego fue
demostrado que, este mecanismo de propagacion dependia de las
propiedades eléctricas, y especificamente de los valores de la resis-
tencia y capacitancia de la membrana. La membrana de las células
excitables, y en particular de las fibras musculares, estd compuesta
basicamente por una capa de fosfolipidos y embebidas en ésta, se
encuentran diversas proteinas que cumplen diferentes funciones:
bien sea como canales idnicos, 0 como transportadores o recep-
tores. Esta disposicion le confiere a la membrana carac-teristicas
eléctricas equivalentes a las de un circuito compuesto por una
capacitancia y una resistencia dispuestas en paralelo como se
muestra en la parte superior de la figura 5.5. Las caracteristicas
fisico-quimicas de los fosfolipidos y el grosor de la membrana,
determinan que ésta se comporte eléctricamente como un conden-
sador, con una capacidad especifica que varia de 0,7 a 1 pF/cm?
en casi todas las células. Si imaginamos una célula muy pequefia
que ha sido empalada por un microelectrodo, siguiendo el analisis
hecho por Fain (1999), tendremos que al pasar un pulso prolongado
de corriente a través de la membrana, parte de la corriente fluira
hacia afuera a través de la resistencia R y parte cargara la
capacitancia C:

i = VR (5-11)
i, =C dV/dt (5-12)

y la corriente total, i_a través de la resistencia y capacitancia sera:
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i=i +i = VR +CdV/dt (5-13)

Al comienzo del pulso, la mayor parte de la corriente sera
capacitativa, y servira para cargar el condensador y cambiar el
voltaje a través de ¢l y de la resistencia, ya que estos dos
elementos estan en paralelo. En la medida que cambia el voltaje a
través de la resistencia, empezara a fluir corriente también a través
de ésta, pero a tiempos mas largos dV/dt se hace igual a cero, y
ya no hay flujo de corriente capacitativa y toda la corriente fluye a
través de la resistencia.

Figura 5.5. En la parte superior se muestra el esquema de la membrana
superficial de una fibra muscular con su circuito equivalente. En la parte
inferior el esquema y su correspondiente circuito incluyen la membrana de
los tabulos transversales.

El voltaje a través de este elemento de membrana se calcula
reordenando la ecuacion (5-13) de manera que tendremos:

(V - i, R) = - RC dV/dt (5-14)
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donde:

dV/(V - i, R) = - dt/RC (5-15)

x__ In(x +c) -
X+ C) ,  podemos integrar la

Recordando que I(—

B3-11) det=0 a t=t yde V=0 a V=V y
tendremos:

In (V-1 R) —In(- i, R) = - t/RC (5-16)
reordenando y resolviendo:
V=iR(1-e¢*) donde t=RC (5-17)

lo cual indica que el curso temporal del aumento del voltaje es
exponencial, con una constante de tiempo t igual al producto entre
capacitancia y resistencia como se muestra en la figura 5.6A.

Al terminarse el pulso de corriente el voltaje decaerd de
acuerdo a:

V = V(%) (5-18)

donde V es el voltaje en el estado estacionario e igual a iR, como
se muestra en la figura 5.6B.

En el caso de las fibras musculares, la presencia de los tubulos
transversales, que representan invaginaciones de la membrana
superficial, complica un poco el esquema presentado en la parte
superior de la Figura 5.5.

Fatt and Falk (1964) estudiaron la impedancia AC utilizando
microelectrodos, y demostraron que el paso de corriente entre el
exterior y el citoplasma consistia en una resistencia y una capa-
citancia en serie, ademas de la resistencia y capacitancia en
paralelo que normalmente se usan para representar el circuito
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equivalente eléctrico de todas las otras células. La parte inferior de
la figura 5.5 muestra el esquema de la membrana superficial con
un tubulo transversal, y el circuito equivalente propuesto por estos
autores. El valor de la capacitancia en paralelo, correspondiente a
la membrana superficial, era similar al encontrado en otras células,
y los autores propusieron que los dos elementos adicionales
correspondian al sistema de tubulos transversos que en efecto
aumentan seis o siete veces la superficie de la membrana. Por lo
tanto si ésta se calcula sin tomar en cuenta la presencia de los
tubulos transversos, el valor de la capacitancia especifica aparente
es de aproximadamente 6 uF/cm? valor cercano al que se obtiene
experimentalmente.

_ V=iR {l-e"}

0,8 -
0,6 - A
0,4 -

0,2 -

Potencia de Membrana (mV)

0,0 1 L] 1 1 1
0 10 20 30 40 50

1,0 V=i R {e"}

T T
0 10 20 30 40 50

Tiempo (ms)

Potencia de Membrana (mV)

Figura 5.6. Cambios de potencial en respuesta a un pulso de corriente
en la membrana superficial de una célula. El grafico superior corresponde
al inicio del pulso, mientras que el inferior corresponde a su fin.
(Modificado de Fain, 1999)
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Las propiedades eléctricas del sistema de tibulos transversales,
han sido estudiadas por varios autores debido a la importancia de
este sistema en el proceso de activacion contractil y al hecho que
estas propiedades determinan la cantidad, y la velocidad de propa-
gacion de la corriente, hacia el interior de la fibra. En experimentos
particularmente elegantes, insertando dos microelectrodos en una
fibra y analizando las propiedades de cable a baja frecuencia,
Hodgkin y Nakajima (1972a, 1972b) demostraron que tanto la capa-
cidad, Cm, como la conductancia, Gm, de la membrana, aumen-
taban con el diametro de las fibras. De hecho, en fibras de 50 um
de diametro los valores de Cm y Gm eran de 4,5 pF/cm? y 0,21
mmho/cm?, respectivamente, mientras que en fibras de 130 pum el
valor de Cm subia a 8,5 uF/cm?, y el de Gm subia a 0,37 mmho/
cm?, confirmando de esta manera el hecho de que un componente
importante de estos pardmetros es de origen tubular.

Por otra parte la capacitancia efectiva, medida a frecuencias
relativamente altas, determinando la velocidad de conduccion y
midiendo la constante de tiempo del cambio de potencial de
membrana en la base del potencial de accion, tenia un valor de 2,6
pF/cm? que no cambiaba con el potencial de membrana, pero se
reducia a 0,9 puF/cm? en fibras sometidas al tratamiento con
glicerol, mediante el cual el sistema de tibulos transversales es
desconectado de la membrana superficial de las fibras musculares
(ver capitulo 6).

Teoria del cable

El comportamiento eléctrico del cable submarino extendido entre
Inglaterra y la costa atlantica de EE UU habia sido descrito
matematicamente por Lord Kelvin quien enuncié y resolvido la
ecuacion del cable en 1850 para establecer tedricamente, como era
el caso en aquella época, la posibilidad de comunicacién trans-
atlantica por medio de un cable coaxial, con un aislamiento no
perfecto.

Considerando que la resistencia del conductor es r, expresada
en Q/cm y la resistencia y capacitancia entre el interior y el
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exterior para un metro de cable son r_ expresada igualmente en
Q/my ¢_en uF/m, Kelvin demostré que:

1
"

oV v oV
—+
0X® 7,

Cn E (5-19)

donde V(x,t) es el potencial en el conductor metélico (Fig. 5.7).

EXTRACELULAR r, r, r,
T s = e T
m m
EEVVS EEVVNE ESVYNE
INTRACELULAR r

Figura 5.7. Circuito eléctrico equivalente de una célula cilindrica. El
grafico inferior muestra la caida del potencial a lo largo de la célula, al
inyectar corriente en el punto X=0 o sea en la mitad del cilindro, que se
supone sea muy largo.

La aplicacion de las ecuaciones del cable desarrolladas por
Kelvin a un nervio de crustaceo de forma cilindrica, que bien
puede extenderse a fibras musculares, fue hecha por Hodgkin y
Rushton en 1946. En los tres casos se trata de un elemento
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conductor, es decir, el metal conductor del cable, el axoplasma del
nervio o el mioplasma de la fibra muscular, separados del medio
externo, el océano y el fluido extracelular respectivamente, por un
aislante imperfecto o por la membrana celular.

El circuito de la figura 5.7 incluye la membrana superficial de
un axon representada por una resistencia Ry un condensador C
. En el caso de una fibra muscular hay que considerar la adicion
de una resistencia y un condensador extra, como se muestra en la
parte inferior de la figura 5.7. Una perturbacion en las condiciones
de reposo, efectuada por la inyeccion de un pulso de corriente en
la fibra, por medio de un microelectrodo, causa una alteracion del
potencial de membrana que se propaga de manera pasiva a lo
largo del cable. Las propiedades de cable imperfectamente aislado
determinan que una fracciéon de la corriente pueda fluir longitudinal-
mente en el interior de éste, mientras que otra fraccion fluya hacia
afuera a través de la membrana, de manera que la sefial va
decreciendo con la distancia.

Derivacion de la ecuacion de cable (segiin G. Fain)

1) La corriente I se inyecta en el punto X = 0.
2) La resistencia del medio externo es r,
3) La fibra es un cilindro de largo infinito.

4) La resistencia interna (en el mioplasma) es r .

5) La corriente i fluye a través de la impedancia de la
membrana representada por una resistencia r_ (ohm/cm) y
un condensador ¢ _ (farads/cm).

6) La corriente que fluye hacia afuera es positiva.

7) El cambio del potencial de membrana debido a la inyeccion
de corriente es AV.

V varia con la distancia segln:

AV=-i 1 AX (5-20)

mio ~ mio
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y:
dv/idX =-i_ r (5-21)
A lo largo de una distancia AX la corriente decrece segln:
Al =-1 AX (5-22)
y:
di  /dX = (5-23)

Combinando 3-17 y 3-19:

R
ok (5-24)

En esta ecuacion i aparece como funcion del voltaje y la
distancia. De las propiedades pasivas tenemos que:

i, =C, i (5-25)

m

En esta ecuacion i es la corriente de membrana por unidad de
longitud (cm) y ¢y r__son la capacitancia y la resistencia de una
unidad de longitud. Combinando 5-20 y 5-21 tendremos que:

| A A 4

—_—=— 4 — (5-26)
rmio 6}(2 rm 5t
que es igual a:
FV oV (5-27)
2 — 1 — V=0
M s
que es la ecuacion del cable en la que:
1= Fm (5-28)

(7"mio+l"e)
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representa la constante de espacio, y:
T =1 C_ (5-29)
representa la constante de tiempo ya definida.
Para casos en los cuales la resistencia del medio externo es

despreciable, la ecuacién del cable es similar, pero el valor de &
viene dado por:

(5-30)

Las ecuaciones son ecuaciones diferenciales parciales en las
cuales, segin la derivacion hecha, V es funcion de dos variables:
tiempo y espacio. Es posible derivar la ecuacion del cable de
manera que V sea funcion de la corriente y del tiempo. En todo
caso son ecuaciones dificiles de resolver analiticamente. Han sido
obtenidas soluciones para casos particulares. Por ejemplo, para la
condicion en que dV/dt = 0, sea la respuesta a un pulso cuadrado
de corriente en estado estacionario, la ecuacion 5-27 se reduce a
una ecuacion diferencial ordinaria de segundo orden en X que
puede ser resuelta facilmente:

18V vV
raOX® (5-31)
cuya solucion es:
T T 5'32
V = Ae [ ] + Be (5-32)

en donde A y B son constantes.

Para el caso de un cable infinito con la corriente inyectada en
un extremo, las condiciones limitantes son:
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Vparax =0es V,

Vparax = o es 0

Bajo estas condiciones entonces:
parax = 0 V,=A+B
parax = oo A=V yB=0

y la ecuacion 3-27 sera:

[ W JX 5-33

V=Ve '™ (5-33)
rm

y siendo: A= r_ (5-30)

tendremos la ecuacién: J = Voe_% que es la misma que la (5-33)

Para el caso de un cable corto, en el cual el microelectrodo de
inyeccion de corriente esta en el centro de la fibra, Weidmann
(1952) derivo la siguiente ecuacion:

fmft]

cosh(Lj (5-34)
A

V=V,

en la que V es el potencial a X = 0; X es la distancia entre el
electrodo que pasa la corriente y el que mide el potencial; V es el
potencial en X; L es la longitud de la fibra dividida entre 2 y:
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La figura 5.8 compara la caida electrotonica de voltaje que
ocurre cuando se inyecta corriente en el centro de una fibra, para
el caso de una fibra larga, como en la figura 5.7, y una fibra corta,
de aproximadamente 1 mm de largo utilizando un valor para A de
1,2 mm. Para el caso de una fibra de 1 mm la caida de potencial
en sus extremos es de alrededor del 10 %. Experimentalmente esta
condicion puede ser mejorada utilizando soluciones preparadas con
SO, para aumentar la resistencia de la membrana.

-1,0 -0,5 0 0,5 1,0
X (mm)

Figura 5.8. Caida electrotonica de potencial a lo largo de una fibra
cilindrica, en la cual se ha inyectado corriente en el centro. Los circulos
vacios corresponden a una fibra larga, mientras que los circulos negros
corresponden a una fibra corta.
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CAPITULO 6

EXCITABILIDAD. POTENCIAL DE ACCION

El término irritabilidad se refiere a la capacidad de toda célula
viva de responder a un estimulo externo. Para tejido nervioso y
muscular se utiliza el término excitabilidad que define la capacidad
de respuesta de estos tejidos a estimulos eléctricos o quimicos.

Curvas amplitud-duracion

Como se ha visto en el Capitulo anterior, el mecanismo de
propagacién electrotonica permite la transmision de sefales eléc-
tricas a lo largo de distancias cortas, pocos milimetros, debido a la
atenuacion determinada por las propiedades eléctricas pasivas de
las membranas. Para el caso de fibras nerviosas o musculares, sus
dimensiones imponen la necesidad de un mecanismo de propagacion
que permita la transmision de informacion a lo largo de distancias
que pueden alcanzar decenas de centimetros, y hasta metros. El
término excitabilidad abarca los mecanismos que permiten este tipo
de transmision en los tejidos justamente llamados excitables.

Desde principios y hasta casi la mitad del siglo pasado el
estudio de la excitabilidad de nervios y musculos se basaba en
obtener la relacion entre la intensidad y la duraciéon de un pulso de
corriente suficiente para lograr una respuesta regenerativa carac-
teristica de los tejidos excitables. Cuanto mas débil era la corriente,
mas prolongado debia ser el estimulo. Como se muestra en figura
6.1, si la intensidad de la corriente de estimulacion estaba por
debajo de un valor minimo, denominado reobase por Lapicque
(1909), la corriente podia fluir indefinidamente sin alcanzar el
umbral de excitaciéon. Por otra parte, la duracion de un estimulo
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cuya intensidad de corriente era el doble de la reobase, llamada
cronaxia por Lapicque, se utilizaba como medida de la excitabilidad
de la preparacion.

Cronaxia

—+ Intensidad

Reobase X2

o
172}
<
°
©
Q
=4

—* Duracion

Figura 6.1. Curva Intensidad-duracion, utilizada para determinar la exci-
tabilidad de nervios y musculos. La grafica muestra que para un estimulo de
amplitud mayor de un valor minimo necesario para excitar, llamado reobase,
su duracion puede ser disminuida si se aumenta su amplitud.

Los primeros registros de la actividad eléctrica asociada a
potenciales de accion se hicieron en nervios periféricos utilizando
electrodos externos, tanto para estimulacion como para registrar
corrientes de accion entre dos electrodos de registro. En este caso,
al estimular la preparacion, la zona estimulada se convierte en
sumidero de corriente que fluye hacia ella de las zonas cercanas
que a su vez se excitan si la corriente alcanza un determinado
valor umbral, convirtiéndose ellas mismas en sumideros de co-
rriente, contribuyendo de esta manera a la regeneracion de la sefial
y a su propagacion.

El analisis hecho en el capitulo anterior, referente a las pro-
piedades eléctricas pasivas y a la teoria del cable, es valido cuando
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el valor de la resistencia de una membrana excitable (R ) es
constante, o cuando la corriente inyectada es suficientemente pe-
quena como para no llevar la membrana a la cercania del valor
umbral de excitabilidad, o cuando se usan pulsos hiperpolarizantes.
En el caso de pulsos despolarizantes, al aumentar la amplitud se
llega a la zona umbral de excitabilidad que, una vez sobrepasada,
produce cambios grandes y rapidos en el valor del potencial de
membrana con respecto a la amplitud del estimulo, como se mues-
tra en la figura 6.2, basada en un experimento de Hodgkin (1939).
La figura muestra la respuesta eléctrica local de una fibra nerviosa
de cangrejo montada en aceite y estimulada por medio de un elec-
trodo externo. Los trazos representan potenciales registrados en la
cercania del electrodo de estimulacion en respuesta a breves pulsos
catodicos, o despolarizantes, de diferente amplitud. La ordenada re-
presenta el valor relativo del potencial con respecto a la amplitud
de la respuesta propagada que fue de 40 mV. Puede verse como
al aumentar la amplitud del estimulo, la duracion de la respuesta va
aumentando hasta convertirse en respuesta local y luego en poten-
cial de accion, cuya fase de subida también depende de la amplitud
del estimulo.

| |
0 0,5 1,0 msec

Figura 6.2. Efecto de la amplitud de un estimulo despolarizante en la
generacion de un potencial de accion de un nervio de cangrejo. Los
trazos representan las respuestas del nervio a estimulos de amplitud
creciente. (Modificado de Hodgkin, 1939).
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Hipotesis de Bernstein

Utilizando la técnica de registro extracelular se lograron registros
de potenciales de accion que podian ser bien explicados por la
hipotesis de Bernstein, segun la cual la diferencia de potencial
eléctrico entre el interior y el exterior de las células excitables se
debia al hecho que, en condiciones de reposo, la membrana de una
célula excitable era permeable al K y al Cl, e impermeable o muy
poco permeable, al Na.

Segin Bernstein (1902; 1912), al ser excitadas las células, la
permeabilidad al potasio disminuye transitoriamente, causando a su
vez la caida del potencial de la membrana, hasta llegar a valores
cercanos a cero. Bajo esta Optica, el potencial de accion se
consideraba como la disminucion transitoria del potencial de reposo.

El primer resultado importante, que sirvié de base para entender
el origen del potencial de accion fue hecho por Cole y Curtis
(1939) quienes, estudiando los axones gigantes de calamar, demos-
traron que durante el potencial de accion ocurria un importante
cambio en la impedancia de la membrana, que correspondia
basicamente a un gran aumento, mayor de 40 veces, en la con-
ductancia de la membrana del axon de calamar, con un aumento
muy pequefio en su capacitancia. Como se muestra en la figura
6.3, el cambio de impedancia empieza con cierto retraso con
respecto al potencial de accidon registrado simultineamente, indi-
cando que los cambios de conductancia ocurrian después de
haberse alcanzado una cierto nivel de despolarizacion de la
membrana.

Potenciales de Accion

La figura 6.4. muestra dos de los primeros potenciales de
accion registrados intracelularmente en axon gigante de calamar y
en fibra muscular estriada. El registro a la izquierda fue obtenido
por Hodgkin y Huxley (1939) utilizando como electrodo una cénula
de vidrio insertada longitudinalmente en un axdén, mientras que el
registro a la derecha fue obtenido en una fibra muscular, por
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AAAAAAARLLITE

Figura 6.3. Cambio de impedancia causado por la generaciéon de un
potencial de accién en un axon de calamar. El cambio de impedancia,
debido a un aumento en la conductancia de la membrana, comienza
después del potencial de accion, representado por el trazo superior.
(Modificado de Cole, 1974).

Nastuk y Hodgkin (1950), empleando un microelectrodo de vidrio,
insertado transversalmente. El registro del axén demostré por
primera vez, que durante un potencial de acciéon el potencial de
membrana sobrepasaba la linea basal de 0 mV y se hacia positivo
en casi 40 mV con respecto al exterior. La presencia de un
sobretiro positivo habia sido observada anteriormente por Cole,
quien sin embargo la considero artefactual, y no la reportdé ya que
contradecia lo postulado por Bernstein (1902), segun el cual,
durante el fenémeno de excitacion, un potencial de accion sélo
podia llegar hasta el valor de 0 mV. Sin embargo, como lo relata
Cole en su libro (1974), Hodgkin y Huxley caballerosamente
reconocieron la prioridad de Cole, definiendo su propio resultado
como confirmativo de los resultados previos de Cole. La figura 6.4
también muestra que, aparte del valor del potencial de reposo, una
diferencia importante entre las dos preparaciones se encuentra en
la fase de caida de la sefial, donde para el caso del axon puede
verse como el valor de potencial alcanza y sobrepasa transi-
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toriamente el nivel de reposo, mientras que para el caso de la fibra
muscular, la fase de caida se enlentece antes de regresar al valor
de reposo.

A B

2 ms

10 ms

Figura 6.4. Primeros registros intracelulares de potenciales de accidén en
axon gigante de calamar (izquierda) y fibra muscular de rana (derecha),
obtenidos por Hodgkin y Huxley (1939) y Hodgkin y Nastuk (1952)
respectivamente.

Generacion del Potencial de Accion

Un potencial de accion es un mensaje eléctrico que se propaga
a lo largo de un axén o de una fibra muscular de manera
regenerativa sin atenuaciéon, y que consiste en un cambio de
potencial de membrana causado por el flujo de iones a través de
estructuras proteicas que constituyen los canales ionicos de las
membranas.

En una fibra muscular, el potencial de accidon se genera a nivel
de una sinapsis especializada, la unién neuromuscular o placa
motora, donde un neurotransmisor, la acetilcolina liberada del
terminal nervioso, causa la activacion de un canal i6nico, receptor
de acetilcolina, presente en la membrana post-sinaptica de la fibra
muscular.
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La disponibilidad de una preparacion como el axon gigante de
calamar, abrié camino para numerosos estudios que mediante el uso
de técnicas electrofisiologicas y de radioisétopos, permitieron aclarar
numerosos fenémenos de la fisiologia celular, incluyendo la gene-
racion y naturaleza del potencial de accion. Debido a que los
conceptos basicos de la excitabilidad se aclararon con esta
preparacion, la utilizaremos como ejemplo para explicar la natu-
raleza de las corrientes idnicas subyacentes al potencial de accion.
Luego se vera como, empleando otras técnicas, se demostrd que
estos principios basicos aplicaban también para el caso de las fibras
musculares.

En 1902 Overton habia demostrado que musculos de rana
bafiados en una solucion fisioloégica con menos de 10 por ciento del
sodio normal no se excitaban al ser estimulados. Los experimentos
de Hodgkin y Huxley de 1939 se interrumpieron, por la guerra
mundial, hasta después de 1945. En 1949, Hodgkin y Katz publi-
caron un trabajo en el que demostraron que la amplitud del
potencial de accion de axon de calamar, dependia de la concen-
tracion de Na en el medio externo.

El diagrama de la Figura 6.5 muestra cdmo una despolarizacion
de la membrana, causada por un estimulo eléctrico o por el frente
de un potencial de accion que se estd acercando, genera un
aumento en la permeabilidad de la membrana a los iones Na, que

Aumento de g

Despolarizacion

Entrada de Na

La

Figura 6.5. Esquema de activa-
cion de la corriente de sodio en
una célula excitable.
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de acuerdo a su gradiente electroquimico entran en la célula,
causando una mayor despolarizacion que resulta en la generacion
de un potencial de accion que se propaga despolarizando la zona
adyacente en la cual se repite el ciclo. En fracciones de mili-
segundos el potencial de membrana se hace menos negativo e
incluso llega a ser positivo, cerca de 40 mV con respecto al
exterior, como se muestra en la Figura 6.4.

Ecuacion de Goldman, Hodgkin y Katz

Para explicar sus resultados, Hodgkin y Katz (1949) propusieron
que mientras en condiciones de reposo el valor del potencial de
membrana depende o esta cercano al potencial de equilibrio del ion
potasio, al excitarse la membrana, los valores relativos de permea-
bilidades al K y al Na se revertian, y al hacerse la membrana
permeable al Na, su potencial eléctrico se desplazaba hacia el valor
del potencial de equilibrio de este ion, calculado segun la ecuacion
de Nernst.

En la figura 6.6 se muestra el circuito equivalente de una
membrana excitable, en el cual aparecen tres resistencias en

paralelo, representando las vias de paso para el K, para el Na y
para iones inespecificos (R, resistencia de fuga), conectada cada

Fluido Externo

T i

R
+
e

Interior de la Fibra

R,
v

Figura 6.6. Circuito equivalente de la membrana de una célula excitable
con conductancias de sodio, potasio y fuga.
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una a una bateria que representa la fuerza electromotriz del ion
respectivo. En términos formales esta situacion puede ser descrita
por medio de la ecuacion derivada por Goldman (1943), a partir de
la ecuacion de electrodifusion de Nernst-Planck y conocida como
ecuacion de campo constante:

RT PK[K]i+PNa[Na]i+PCI[Cl]
E =——Ilog,
F PK[K]6+PNa[Na]

e

+ Pycr] @D

e

en la cual E representa la diferencia de potencial a través de la
membrana en ausencia de corriente idnica neta. [K], [Na] y [CI],
son las actividades de los iones dentro de la celula, y [K], [Na] y
[Cl], son las actividades en el medio extracelular. P, P,y P son
las constantes de permeabilidad de estos iones, cuyas magnitudes
relativas dependen de las respectivas movilidades y solubilidades
dentro de la membrana:

P, =RT/F u, b, (6.2)
P, =RT/F u by, (6.3)
P,=RT/F u, b, (6.4)

en la que las “u” representan las movilidades de los iones en la
membrana y las “b” representan los coeficientes de particion de los
iones entre la membrana y el medio acuoso.

En esta ecuacion se asume que el gradiente de voltaje a través
de la membrana es constante y que los iones, se mueven de
acuerdo a su potencial electroquimico. También se presume que las
concentraciones de iones en el borde de la membrana sean
proporcionales a las concentraciones en la fase acuosa.

Interesantemente Hodgkin y Katz también demostraron que al
elevar la concentracién de K en el medio externo se producia una
disminuciéon en la amplitud, tanto del potencial de accion como del
potencial de reposo, siendo mucho mayor la disminuciéon del
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primero. Esta observacion es doblemente importante: primero
porque sugiere el fendmeno de inactivacion, y segundo porque
permite explicar en términos de la teoria idnica, las observaciones
precedentes hecha por diferentes investigadores, Schmitt (1930),
Gerard (1936), Lorente de No (1947), relativas al efecto de la
anoxia y de agentes inhibidores del metabolismo sobre la excita-
bilidad de los nervios. Estos agentes afectan el potencial de reposo,
disminuyéndolo al igual que el potasio. Esto indica que su efecto no
se debe a la participacion directa de procesos metabdlicos en la
generacion del potencial de accion, sino a sus efectos despo-
larizantes. Por supuesto hay que recordar que hay mecanismos
dependientes directamente de energia metabdlica que mantienen a
largo plazo las condiciones necesarias para los fenomenos de
excitabilidad, o sea, el mantenimiento de los gradientes idnicos
gracias a la actividad de los transportadores de iones, ya que en
condiciones fisiologicas la mayoria de los iones no estan en
equilibrio sino en estado estacionario.

Cuando un impulso se propaga a lo largo de un axon, el
potencial interno cambia con el tiempo y con la distancia, acom-
pafiado, de acuerdo a los resultados de Curtis y Cole, por un
importante cambio en la resistencia eléctrica de la membrana.

Experimentos de voltaje controlado en axones de calamar

Basados en sus resultados anteriores (Hodgkin and Huxley,
1949), Hodgkin, Huxley y Katz (1952) decidieron estudiar las
corrientes de membrana que fluyen como consecuencia de los
cambios de conductancia de la membrana del axén durante la
conduccion del impulso nervioso. Para ello tuvieron la genialidad de
escoger la técnica y la preparacion adecuada. La aplicacion de la
técnica de retroalimentacion para el control del potencial, recién
desarrollada por Marmont, les fue facilitada por las dimensiones de
los axones gigantes de calamar que pueden superar el mm de
diametro y permiten la introduccion longitudinal de electrodos
compuestos para la medicion del potencial de membrana y la
inyeccion de corriente. El uso de electrodos compuestos, uno para
pasar corriente y el otro para medir el potencial fue de extrema
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importancia, ya que Marmont (1949) quien habia usado un solo
alambre para las dos tareas tuvo serios problemas artefactuales
debido a la polarizacion del electrodo al pasar corrientes de alta
intensidad, lo cual afectaba las lecturas del potencial.

Corrientes de Na y K

En una serie de trabajos clasicos, Hodgkin y Huxley (1952a, b,
¢, d) aclararon la naturaleza del potencial de accion, describiendo
los cambios en las conductancias ionicas que ocurren cuando un
axon gigante de calamar es despolarizado bajo condiciones de
voltaje controlado. El trazo superior de la figura 6.7 muestra la
corriente que fluye a través de la membrana en respuesta a un
pulso despolarizante de 65 mV. El primer cambio en la linea de
base es lo que queda de la corriente capacitativa, que casi
desaparecié en estos registros debido a la escala de tiempo.

1 mA /cmzl =t 1 mA /szl 1 mA /cm?

AAARAAIAR o kevorsee

Figura 6.7. Corrientes idnicas de axon de calamar bajo control de poten-
cial. Los trazos a la izquierda y derecha fueron obtenidos en agua de mar
antes y después de registrar el trazo central en agua de mar preparada
sustituyendo sodio por colina. Las barras verticales representan 1 mA/cm?
(Redibujado de Hodgkin y Huxley, 1952).

Durante el pulso, con el potencial mantenido constante, la
corriente i6nica que fluye presenta un aspecto bifasico en el cual
pueden distinguirse dos componentes, un primer componente tran-
sitorio de corriente hacia el interior del axén, seguido por una
segunda fase sostenida de corriente positiva hacia afuera. En los
experimentos de Hodgkin y Huxley, la identificacion del primer
componente se realizd utilizando una soluciéon preparada sin Na,
siendo este ion sustituido por colina. Asi, en el trazo central, de la
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figura 6.7, obtenido en ausencia de Na, se puede observar la
ausencia del componente temprano de corriente entrante, que por lo
tanto puede ser atribuido al Na, mientras que el componente de
corriente hacia fuera que queda, no es afectado por la sustitucion
del Na por colina. Finalmente el trazo inferior muestra que el
efecto de la sustitucion de Na es plenamente reversible. La
identificacion del segundo componente como corriente de potasio, fue
sugerida por el hecho de que este tipo de corriente era la que se
esperaba que fluyera durante la fase de caida del potencial de accion
(PA) y habia cierta evidencia de que durante la fase de caida del PA
ocurria una salida de K del axoén, evidencia que fue luego confirmada
estudiando el flujo de trazadores radioactivos en Sepia.

Explorando los trazos de corrientes en un rango muy amplio de
potenciales, Hodgkin y Huxley obtuvieron una familia de curvas,
reproducida en la figura 6.8 A, donde se nota que el segundo
componente va siempre dirigido hacia afuera, mientras que el

A B
+76
+63
+50
+37

+24 1,54

Corriente (mA/cm?)

Figura 6.8. Dependencia del potencial de las corrientes idnicas en axon de
calamar. Los trazos en A, muestran las corrientes que fluyen en respuesta a
pulsos que despolarizan la membrana a diferentes valores (indicados al lado
de los trazos), a partir de un potencial de man-tenimiento de -60 mV. El
grafico en B muestra la relacion corriente-voltaje para el Na y potasio
respectivamente. (Modificado de Hodgkin y Huxley 1952).
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primer componente, correspondiente a la corriente de Na, primero
esta dirigido hacia adentro y luego hacia afuera. Se puede ver que
el potencial donde ocurre esta transicion esta alrededor de +50 mV,
que es identificado como el potencial de equilibrio para el ion Na.
La figura 6.8B muestra la relacién corriente-voltaje para los dos
componentes de la corriente total, especificamente la corriente de
Na, medida a tiempos cortos y la corriente de K medida al final
del pulso cuando estaba en estado estacionario. De nuevo es
posible determinar el valor de V, +47 mV por el punto de corte
sobre el eje del voltaje en el cual la corriente es igual a cero.
Como se ve en el grafico es practicamente imposible determinar el
valor de V. de esta manera.

Hoy en dia, para la identificacion de los componentes ionicos de
las corrientes de membrana en diferentes preparaciones y cir-
cunstancias experimentales, se utilizan agentes bloqueadores espe-
cificos para las diferentes permeabilidades, asi por ejemplo se utiliza
la toxina marina tetrodotoxina, del pez tetrodon, que a concen-
traciones del orden de los nanomoles, bloquea la corriente de sodio,
o el tetraetil-amonio, que bloquea la corriente de potasio. La figura
6.9 muestra como estos agentes permiten la diseccion farma-
coldgica de los componentes de la corriente de membrana, lo cual
permite estudiar con mucha mas resolucién una corriente en
ausencia de la otra, sobre todo para la fase inicial de la corriente
de K que en los experimentos anteriores era enmascarada por la
corriente de Na.

Alternativamente, la posibilidad de introducir longitudinalmente
una canula a lo largo de los axones ha permitido perfundir los
axones de calamar con soluciones de diferente composicion. Asi
para el caso de soluciones preparadas sin potasio, ha sido posible
obtener, bajo condiciones de voltaje controlado, trazos de corrientes
debidas exclusivamente a la entrada de Na.

Conductancias de Na y K

A partir de los datos obtenidos en los experimentos anteriores
se puede concluir que las corrientes ionicas que fluyen a través de
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la membrana cuando ésta es despolarizada, son debidas respec-
tivamente al Na y al K que se mueven de acuerdo a su fuerza
motriz (potencial electroquimico), lo que determina de manera
exclusiva la direccion de la corriente, mientras que la magnitud de
la corriente estd determinada no so6lo por el potencial electro-
quimico, sino también por la facilidad con la cual los iones pueden
pasar a través de la membrana. La fuerza motriz para un deter-
minado ion es igual a cero cuando éste se encuentra en su poten-
cial de equilibrio. La fuerza motriz que actla sobre un ion puede
medirse como la diferencia entre el potencial de membrana y el
potencial de equilibrio del ion en cuestion. De esta manera la
fuerza motriz para el Na es dada por (E — E ) y la permeabilidad
de la membrana al sodio es dada por I /(E — E), este cociente
es la conductancia para el Na, g, asi que:

INa = gNa(E - ENa)’ (6‘5)
igualmente:

I =g (E—-E) (6.6)

50

mv 1,2 mA/cm?

-50

-100 4

Figura 6.9. Dependencia del potencial de las corrientes de sodio, trazos
a la izquierda, y potasio, trazos a la derecha. En estos experimentos las
corrientes idnicas son disecadas farmacologicamente utilizando TTX para
bloquear las corrientes de sodio, y TEA para bloquear las corrientes de
potasio. (Cortesia del Dr. Francisco Bezanilla).
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Para determinar el valor de las conductancias de Na y de K,
Hodgkin y Huxley idearon un protocolo que permitia obtener la
relacion instantanea entre corriente y voltaje. Este consistia en
pulsar la membrana a un potencial en el que hay una activacion
sustancial de corriente, por ejemplo 0 mV con un pulso con-
dicionante, después de un cierto tiempo el valor del potencial se
cambia a diferentes valores en un amplio rango, por ejemplo de
-120 mV a + 60 mV con pulsos de prueba. La figura 6.10A
muestra el procedimiento seguido para medir la corriente instan-
tanea y la relacion corriente-voltaje obtenida para el Na (parte B)
y para el K (parte C). En A, las letras a y b indican los protocolos
de pulsos usados para medir las corrientes maximas e instantaneas,
respectivamente. En las graficas de la figura, las x indican las
medidas de corriente maxima y los circulos llenos indican las
medidas de las corrientes instantaneas. Midiendo la corriente que
fluye inmediatamente después de aplicar el segundo pulso, los
valores obtenidos correspondian a un valor de conductancia cons-
tante, como si el sistema fuese de tipo Ohmico, ya que siendo la
conductancia constante en el instante de las mediciones, sélo

A
V1 1 ms V1 C
- Y
Ji J_I_ v, e
o SR b—..,_\ﬂ_____ i, i(mA/em?) ‘7
1,0
B /b/ +f
-100 -50 -150 _10Io .__i ‘.*X 2|5
—q;b—*J—?Z-l— —!F— =
"t\ * vso( V) V,, (mV) -'r' -
m o (m
e I A 4 Ets
b ..J' -0,5 —/]
e\
/ +\ b
]
1(mA/cm?)
|15

Figura 6.10. A. Protocolo de pulsos para obtener la corriente maxima y
la corriente instantanea; B. Relacion corriente voltaje para |, maxima a, €
instantanea, b; C. Relacion corriente—voltaje para Ik, maxima, a, e instan-
tanea, b. (re-graficado de Hodgkin y Huxley, 1952).
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dependian del término de voltaje (E — Ei) donde i representa la
especie i6nica, Na o K en este caso. Para obtener la dependencia
del tiempo de las conductancias de Na y K, solo tuvieron que
aplicar la ecuacion I =g (E — E)) , donde i puede ser el Na o el
K, y dividir los trazos de corriente por el valor (E — E)) para
calcular los cambios de las dos conductancias con el tiempo.

En la figura 6.11 se muestran los resultados del procedimiento
recién descrito para calcular los cambios de conductancia de Na y
K durante un pulso que lleva la membrana de un valor de reposo
de aproximadamente -55 mV a un valor de 0 mV. La g _empieza
con un valor pequeflo pero finito, se activa con un retraso y sube
de forma sigmoidea hasta llegar a un valor maximo de casi 20
mmho/cm? que se sostiene con el tiempo.

Si el pulso despolarizante se corta cuando las dos conductancias
han llegado a su maximo valor, en ambos casos se revierten y
regresan a su valor inicial de forma exponencial, con la g
decayendo diez veces mas rapidamente que la de g,.

Potencial Interno

l T
- | :
: 56 mV |
1
1 |
T pgsa
20F II
F1 1 g Na
10f] 1
1
%
20 -
= L9
\'\\.
10} gK [
— -.q-ﬁ-.
= ] ] ] 1 I ] ] ] ] 1
2 4 6 8 10

Tiempo (msec)

Figura 6.11. Curso temporal de las conductancias de sodio y de potasio
en axon de calamar. (Hodgkin y Huxley, 1952).
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El grafico muestra que la conductancia de Na disminuye con
distinta rapidez dependiendo de si lo hace porque se repolariza la
membrana, en cuyo caso se tiene una desactivacion de la con-
ductancia, o si cae espontaneamente, en cuyo caso se habla de
inactivacion. En el primer caso, un segundo pulso aplicado inme-
diatamente después de cortar el primero, causa un segundo aumen-
to, mientras que en el segundo caso, es necesario mantener
repolarizada la membrana por unos pocos milisegundos antes de
que un segundo pulso sea efectivo.

Si el mismo procedimiento utilizado para la figura 6.11 se repite
para diferentes amplitudes de pulso, se pueden obtener los cursos
temporales de las dos conductancias a diferentes valores de
potencial de membrana, como se muestra en la figura 6.12.

Conductancia de Sodio Conductancia de Potasio

mV mV

109 109
]:IO mmho/cm’ ]:10 mmho/cm?

88 88
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| | | | | |
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=]
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£
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Figura 6.12. Dependencia del potencial de las conductancias de sodio
y de potasio en axon de calamar. Ver texto para mayores detalles.
(Modificado de Hodgkin y Huxley, 1952).
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Inactivacion de las corrientes de sodio

Para analizar mas a fondo el fendémeno de la inactivacion,
Hodgkin y Huxley idearon un experimento en el cual un pulso de
prueba suficiente para activar una corriente casi maxima, era
precedido por un pulso condicionante que podia ser de una duracion
variable y amplitud fija o, como puede observarse en el ejemplo
que se muestra en la figura 6.13, de amplitud variable y duracion
fija, para obtener informaciéon sobre la manera en que el me-
canismo de inactivacion depende del voltaje y del tiempo respec-
tivamente.

Potencial de Membrana Corriente de Membrana

=31 -16

-60 I—' —\/’.—-—_
.38 -16
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Figura 6.13. Inactivacion de la corriente de sodio de axon de calamar
por pulsos condicionantes. Puede verse como con un potencial de
mantenimiento de -60 mV, pulsos condicionantes hiperpolarizantes causan
un aumento de la corriente activada por un pulso de prueba que lleva la
membrana a -16 mV, mientras que pulsos condicionantes despolarizantes
disminuyen la corriente. (Modificado de Hodgkin y Huxley, 1952).
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En este experimento la duracion del pulso condicionante era
suficientemente larga para que la inactivacion llegase a su valor final a
cada valor de potencial de membrana. Puede verse como la amplitud
de la corriente de sodio (hacia adentro) varia dependiendo del valor
del puso condicionante, mientras que la corriente de potasio (hacia
fuera) no es afectada. La figura 6.14 muestra la relacion entre el
mecanismo de inactivacion y el potencial de membrana. El parametro
h que aparece en la ordenada de la curva, representa la fraccion de
la corriente de sodio que no esta inactivada. La curva indica que el
mecanismo de conductancia de sodio esta inactivado aproximadamente
al 50 % a un potencial de membrana de -65 mV, que es el valor que
normalmente se obtiene bajo condiciones fisiologicas. Por otra parte la
inactivacion es completa a un potencial de 40 mV.

El modelo de Hodgkin y Huxley

Con la informacion obtenida de estos experimentos, Hodgkin y
Huxley pudieron construir un modelo cinético empirico para des-
cribir matematicamente el curso temporal y la dependencia del
voltaje de las dos conductancias g y g, para luego poder calcular
la forma del potencial de accion.

104 -0~—0

0,8 . \

0,6 J

Fraccional

0,4 J

Corriente

0,2 4

0,0 ; 2 : i = : z =D-_|
-100 -80 -60 -40 -20
Potencial de Membrana (mV)

Figura 6.14. Curva de inactivacion de la corriente de sodio.
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Conductancia de K

Empezando con la conductancia de potasio, ya que era mas
simple por no presentar inactivacion, trataron de buscar un modelo
fisico que pudiese explicar los resultados de la figura 6.12 que
indicaban lo siguiente: a) cuanto mayor era la despolarizacion mas
grandes y rapidos ocurrian los cambios de conductancia; b) para
despolarizaciones muy grandes habia saturacion de las conduc-
tancias; c¢) la conductancia se desarrollaba de forma sigmoidea,
conllevando un cierto retardo en su activacion; y d) el cierre de la
conductancia al finalizar el pulso no mostraba retardo.

Empiricamente, el cierre de la conductancia podia ser descrito
por una funcidon exponencial simple del tipo exp(-t/t), mientras que
para describir la activacion en forma sigmoidea de la conductancia
se necesitaba elevar la funcion exponencial a la cuarta potencia.
Hodgkin y Huxley propusieron un modelo fisico que podia explicar
este comportamiento basado en lo siguiente: suponiendo que para
activar la conductancia se necesita que cuatro particulas, idénticas
¢ independientes entre si, ocupen la misma posicion, teniendo solo
dos alternativas: posicion activa o posicion de cierre.

Para cada particula, la transicion entre las dos posiciones viene
dada por:

siendo oy B, las constantes cinéticas para cada una de las
particulas, dependientes del voltaje mas no del tiempo. Si n es la
fraccion de particulas en la posicion A, que puede ser el lado
interno de la membrana, y (1 — n) representa la fraccién de
particulas que esta en la posicion C, que seria el lado externo de la
membrana; debido a que la conductancia se activa cuando las
cuatro particulas estdn en la posicion A, la conductancia g, sera
proporcional a n* de manera que:

182



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

g V.0)=gn* (6.7)
donde g, es una constante igual a la maxima conductancia posible

y n es una funcion del potencial V y del tiempo t. El cambio de n
con el tiempo es dado por:

dn
= (I-na, —np, (6.8)
En esta ecuacion o determina la velocidad de transferencia de
las particulas desde afuera hacia adentro, mientras que [ de-
termina la transferencia en el sentido opuesto. Haciendo referencia
a la familia de curvas de activacion de g, en el estado de reposo,
o sea cuando V = 0, tendremos que también n tiene un valor de
reposo dado por:

anO
(anO + n0 )

A vpartir de los registros experimentales ajustaron ecuaciones
empiricas para obtener los valores de o, y B como funciéon del
voltaje:

ny = (6.9)

o, = 0,01(-50 -V)/ exp[(-50-V)/10]-1 (6.10)

B,=0,125exp[(-V-60)/80] 6.11)

Estas dos ecuaciones indican que la constante o aumenta
mientras que 3 disminuye con la despolarizacion.

Conductancia de Na

Para la conductancia de sodio se sigue el mismo procedimiento,
excepto que se considera que la conductancia estd determinada por
dos variables, la m que se refiere a la activacion y la h que se
refiere a la inactivaciéon. Los datos experimentales indican que m
esta elevada a la tercera potencia. Con estas consideraciones
tendremos que:
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& = &'l (6.12)
dm/dt = (1-m)o, —mf (6.13)
dh/dt = (1-h)a, — hBh (6.14)

donde g, es una constante y las o y la B son funcion de V mas
no de t. La m representa la fraccion de particulas activantes en el
lado interno, y (1-m) la fraccion de particulas en el lado externo,
mientras que h y (1-h) representan las fracciones de particulas
inactivantes en los dos lados respectivamente.

Las soluciones de las ecuaciones diferenciales, para las con-
diciones limitantes:

m=m,yh=h para t=t son las siguientes:

(%) (6.15)

m=m, —(m, —m,)e

h=h,—(h,—h, )e(%hj (6.16)
donde: mg _a /(o +PB ) y tau =1/(a + B )
heg o/ (o, +B,) tau, = 1/ (o, + B,)

m_es muy pequefio para despolarizaciones mayores de 30 mV, y la
inactivacion es casi completa si V >-30 mV asi que m_ y hg se
pueden ignorar.

Conductancia de Fuga

Ademas de las corrientes de Na y K, normalmente en los
experimentos de voltaje controlado se detecta una corriente
pequena (cuando la preparacion bioldgica estd en buenas con-
diciones) que se comporta de manera lineal con respecto al voltaje,
¢sta fue denominada corriente de fuga I y se atribuyd a la
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presencia de una conductancia no especifica llamada conductancia
de fuga, g . La corriente de fuga viene dada por:

[ =g(V-V) 6.17)

Incluyendo la corriente capacitativa, la combinacion de las
ecuaciones presentadas arriba constituye la descripcién matematica
de la relacion entre la corriente y el potencial de membrana en
axones gigantes de calamar:

av  _ _
I, = CE+gKn4(V _VK)+ gNam3h(V_VNa)+gL(V_VL)

(6.18)

Esta es una ecuacion altamente no lineal, ya que los parametros
m, n y h en ecuaciones diferenciales con coeficientes (“a” y “B”)
también son funcién del voltaje. Gracias a las facilidades que
ofrecen las actuales computadoras para el procesamiento de datos,
éstas pueden resolverse con métodos numéricos de manera rela-
tivamente facil. En 1950 fue resuelta con una calculadora me-
canica, un poco mas sofisticada que una regla de calculo.

El potencial de accion asi calculado muestra un umbral claro,
indicando que un estimulo cercano al valor umbral de corriente
puede causar o no la generacion del potencial de accidon con
cambios infinitesimalmente pequefios en su amplitud.

La ecuacion define la relacion entre corriente y voltaje en
funcion del tiempo, y como tal, permite calcular la forma del
potencial de accidon en cualquier segmento del axdén pero de
manera estacionaria. Por otra parte la ecuacion del cable permite
conocer la relacion entre corriente y voltaje en funcion de la
distancia.

En la ecuacion:

1_o7 _,
. sx2 (6.19)

i
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i aparece como corriente por unidad de longitud (cm), y r, aparece
como resistencia interna por unidad de longitud (cm). Para expresar
la corriente en funcion del area de membrana es necesario sustituir:

i =1 (2ITa) and r, =R, / T1a’
obteniéndose:
_2 5V
" a oX*?

(6.20)

por sustitucion tendremos:

4 dv _ _
ZiRj 5a +CE+gKn4(V_I/K)+gNan/l3h(V_I/Na)+gL(V_I/L):O

(6.21)

Esta es una ecuacion diferencial parcial, donde el potencial de
membrana V es funcion de la distancia x, y del tiempo t, que
puede resolverse numéricamente junto con las ecuaciones para
obtener la forma del potencial de accion en cualquier punto del
axon y en cualquier momento.

Potencial de accion en fibras musculares

Antes de que se desarrollara una técnica para controlar el
potencial de membrana de las fibras musculares, y asi poder
caracterizar las corrientes de Na y de K asociadas al potencial de
accion de esta preparacion, Jenerick (1959) desarrolld un método
mediante el cual al inyectar corriente en una fibra, podia determinar
el valor de potencial de membrana al cual se activaba o se
inactivaba la corriente de Na, y en el que se activaba la corriente
de K.

Con el desarrollo de la técnica de control de potencial con tres
microelectrodos, Adrian y colegas (1970) pudieron realizar ex-
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perimentos para medir las propiedades eléctricas pasivas y activas
de las membranas de fibras musculares y las corrientes ionicas que
fluyen durante despolarizaciones de la membrana. La figura 6.15
muestra de manera esquematica el sistema experimental utilizado
para controlar el potencial de membrana en fibras musculares. Los
tres microelectrodos se insertan en un extremo de una fibra de
musculo sartorio de rana. El microelectrodo marcado V1 sirve para
medir el potencial de membrana y cambiarlo a los valores de-
seados, controlando la corriente que se inyecta en la fibra a través
del microelectrodo I por retro-alimentacién. Con el micro-electrodo
V2 se mide el potencial en su punto de inyeccion. La diferencia de
voltaje entre el electrodo V2 y el electrodo V1 es proporcional a la
densidad de corriente que fluye a través de la membrana del
segmento de fibra comprendido entre los electrodos V1 y V2 segun
la ecuacion:

_alh-7)

In==—3rp (6.22)

donde a es el radio de la fibra, y R. es la resistencia interna de la
fibra.

Amplificador
Retroalimentado

VID— Vzl:]>_'—j

Figura 6.15. Disposicion de los microelectrodos para controlar el po-
tencial de membrana de una fibra muscular con la técnica de los tres
microelectrodos. (Modificado de Adrian y colegas, 1970).

Fibra Muscular
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Para evitar que las fibras se contrajeran durante los pulsos
despolarizantes, los experimentos se realizaron utilizando soluciones
hipertonicas que bloquean la contraccion.

La parte izquierda de la figura 6.16 muestra unos registros de la
corriente de membrana que fluye durante pulsos despolarizantes. Al
igual que en el caso de axon de calamar, puede verse que después
del pulso y de un breve periodo en blanco correspondiente a las
corrientes capacitativas que han sido eliminadas para simplificar el
analisis, se origina una corriente hacia adentro seguida por una
hacia afuera, correspondiente a los componentes de sodio y potasio.
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Figura 6.16. Registros de corrientes ionicas de una fibra muscular de
Rana y curvas corriente-voltaje, para el sodio y el potasio. (Modificado
de Adrian et al., 1970).

En la parte derecha de la figura, se ha graficado la dependencia
de potencial de la corriente de sodio, identificada con circulos
blancos, que muestra un componente hacia adentro y un componen-
te hacia fuera, al igual que en el caso de los axones de calamar, y
la corriente de potasio, identificada con circulos negros, que
muestra solo un componente hacia fuera. El potencial de equilibrio
de la primera corriente presenta un valor promedio de 20 mV a 3°C.
En otros experimentos en que se midid la amplitud del potencial de
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accion bajo condiciones similares, el valor promedio maximo de
potencial alcanzado por el pico del potencial de accion fue de 29
mV. Esta diferencia puede atribuirse entre otras causas a falta de
control de potencial que puede apreciarse en la curva corriente-
voltaje por la abrupta transicion en el valor de la corriente en la
region de potencial cercana a los -40 mV, que indica falta de
control de potencial. Para la corriente de sodio, la curva intercepta
el eje de las abscisas a un valor cercano a los +20 mV. La otra
curva, representa la dependencia del potencial del componente de
corriente correspondiente al K. Como en el caso de la corriente de
K en axones de calamar, de esta relacion no se puede obtener
indicacion del valor del potencial de equilibrio de este ion.

Los autores tambien registraron la corriente de membrana en
presencia de TTX para bloquear la corriente de sodio, para estudiar
con mas detalles la corriente de potasio. Con pulsos mas largos la
corriente de potasio decae espontanecamente de manera expo-
nencial, indicando un proceso de inactivacion, que pudo ser carac-
terizado usando el mismo protocolo que habia sido usado para los
axones de calamar (Hodgkin y Huxley, 1952). Los autores encon-
traron que el fenémeno de inactivacion presenta una alta depen-
dencia de la temperatura, teniendo la constante de tiempo de caida
a+ 10 mV un valor entre 1,5 y 3 segundos a 3°C y entre 0,4 y
1,2 segundos a 20°C. También encontraron que la inactivacion de la
corriente de potasio se removia con una constante de tiempo de 0,7
segundos a 20°C y -100 mV.

Siguiendo los protocolos ya utilizados para los axones de
calamar, los autores pudieron determinar la relacion instantanea
entre corriente y voltaje, y los parametros de activacion e inacti-
vacion tanto para el potasio, como para el sodio.

De esta manera les fue posible obtener los valores de los
parametros necesarios para el calculo de las corrientes de Na y K
y de fuga. Con esta formulacion, los autores, utilizando el mismo
procedimiento matematico que se habia usado en el caso de los
axones gigantes de calamar, pudieron reconstruir las corrientes
ionicas que fluyen a través de la membrana de las fibras
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musculares en términos de los parametros m, n y h, y utilizando
constantes que mostraban dependencia de voltaje similar a la de las
constantes de axon. Ademas, presumiendo que el sistema de
tabulos T se comporta de acuerdo al modelo de Falk y Fatt (1964),
pudieron calcular potenciales de accion propagados muy similares a
los registrados experimentalmente.

Una caracteristica importante de los potenciales de accion de
fibras musculares, es que durante la repolarizacion, al llegar
aproximadamente a los —75 mV aparece una segunda fase de
repolarizacion que prosigue mucho mas lentamente tardando unos
10 ms hasta alcanzar el valor del potencial de reposo, como se
puede apreciar en la figura 6.4. Este componente, denominado
post-potencial negativo, es aumentado por diferentes aniones que
actian como potenciadores contractiles (ver Capitulo 8), e inhibido
por venenos metabolicos, como el dinitrofenol, y bajas temperaturas
(Falk, 1961).

Corrientes de Calcio en Fibras Musculares

Después de la publicacion de los trabajos de Hodgkin y Huxley
(1952) que precisaban las bases idnicas del potencial de accion en
nervio de calamar, Fatt y Katz (1953) demostraron que en musculo
de cangrejo podia haber potenciales de accion en ausencia de Na.
Las fibras musculares de artropodos son multi-inervadas, y respon-
den a estimulos nerviosos con un potencial de accion que no es
regenerativo “de tipo todo o nada” sino que se propaga pasi-
vamente de acuerdo a las propiedades eléctricas de la membrana,
de manera que la conduccion longitudinal de la sefial eléctrica
ocurre por un sistema de relé basado en la presencia de iner-
vaciones multiples. Paradojicamente, al eliminar el Na del medio
externo, sustituyéndolo por tetraetilamonio, observaron que la
respuesta graduada no propagada aumentaba de tamafio y se hacia
regenerativa. El mismo efecto ocurria en presencia de concen-
traciones milimolares de Ba, sin necesidad de sustituir al Na.
Estos efectos no pudieron ser explicados por Fatt y Katz. Hoy en
dia se sabe, como lo explica Hille (2001), que tanto el TEA como
el Ba son bloqueadores de los canales de K, y que bloqueando la
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accion repolarizante de la corriente de K, facilitaban la accion
despolarizante de los canales de Ca dependientes de voltaje.

La primera evidencia de corrientes de cationes divalentes, en
musculo fue obtenida por Fatt y Ginsborg (1958), quienes traba-
jando con fibras musculares de langostinos, demostraron que en
presencia de Sr (remplazando isotonicamente al Na) se generaban
potenciales de accion propagados, cuya amplitud dependia de la
concentracion de Sr. El trabajo de Hagiwara y colaboradores
(Hagiwara y Naka, 1964; Hagiwara y Nakajima, 1966) confirmaron
sin lugar a dudas la presencia de potenciales de accion de Ca en
crustaceos.

Por otra parte, numerosos trabajos, como por ejemplo los de
Beeler y Reuter (1970) habian demostrado la presencia de corrien-
tes de Ca en musculo cardiaco.

La primera evidencia de la presencia de corrientes de Ca en
musculo esquelético fue obtenida por Beaty y Stefani (1976). Ellos
demostraron que en fibras musculares bafiadas en soluciones
preparadas sin Cl y con 2,5 a 20 mM de sulfato de tetraetilamonio,
se generaba un potencial de accion lento y prolongado que no
ocurria en soluciones preparadas sin Ca, y era inhibido por agentes
bloqueadores de los canales de Ca (Co o D-600). Las corrientes
de Ca fueron registradas directamente utilizando la técnica de
control de potencial con tres microelectrodos (Beaty and Stefani,
1976; Sanchez y Stefani, 1978). Estas corrientes fueron estudiadas
en presencia de TTX, con SO,TEA sustituyendo por el NaCl, para
no tener corrientes de Na, K y Cl y 350 mM sacarosa para
bloquear cualquier movimiento de los musculos. Bajo estas condi-
ciones se obtuvieron registros de corriente como los que se
muestran en la figura 6.17, en los cuales fueron sustraidos los
transitorios capacitativos y las corrientes de fuga. Las corrientes
registradas presentan varias caracteristicas interesantes. Antes de
todo se aprecia que la activacion de la corriente ocurre a valores
de potencial entre -40 y -30 con una cinética muy lenta, que las
distingue muy netamente de las corrientes de Na registradas en
musculos (Adrian, et al, 1970). También se ve que la corriente,
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una vez activada, no se sostiene por la duracion del pulso sino que
decae espontaneamente, indicando la presencia de un mecanismo
de inactivacion. Experimentos realizados aplicando pre-pulsos condi-
cionantes ante de un pulso de prueba, demostraron la presencia de
un mecanismo voltaje dependiente que disminuya la amplitud de la
corriente activada por el pulso de prueba, indicando de esta manera
la presencia de un mecanismo de inactivacion analogo al descrito
para la corriente de sodio. Experimentos realizados con musculos
tratados con glicerol, o sea con el sistema de tubulos-T casi
totalmente desacoplado, demostraron que la mayor parte de los
canales de Ca estaban localizados a nivel de los tibulos-T (Nicola-
Siri, et al, 1980). En un trabajo posterior, utilizando fibras cortadas
y la técnica de control de potencial con doble sello de vaselina,
Almers y Palade (1981), confirmaron los resultados de Stefani y
colegas, bajo diferentes condiciones experimentales. Por ejemplo,
pudieron sustituir el medio interno normal por una solucion con 80
mM (TEA),-EGTA que bloqueaba completamente las corrientes de
K y el movimiento.

OVH -I—C'--ﬁ" . I fi : :
E(mV)
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Figura 6.17. Registros de corriente y relacion corriente-voltaje para el ion
calcio en fibras musculares de Rana. (Modificado de Sdanchez y Stefani,
1974).
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En ese trabajo los autores estudiaron algunas de las propiedades
de selectividad del canal, encontrando que el Ba, Sr, Ca, Mn y Mg
pueden llevar corriente a través del canal, mientras que el Co y el
Ni no pasaban por el canal. Ademas encontraron que el Mg tenia
una pequeia actividad inhibitoria. En un segundo trabajo Almers y
colegas (1981) estudiaron el mecanismo por el cual las corrientes,
una vez activadas, declinaban con el tiempo. Bajo sus condiciones
experimentales, y con Ca externo = 10 mM, encontraron que las
corrientes de Ca decaian con una constante de tiempo entre 0,2 y
2 segundos. Disminuyendo la amplitud de las corrientes de Ca,
haciendo el potencial de membrana mas positivo, o bloqueando
parcialmente la corriente con drogas (nifedipina o D600), o
sustituyendo el Ca con Mn que es menos permeable, encontraron
que la tasa de disminucion de la corriente también decaia. Por el
contrario, cuando aumentaban la amplitud de la corriente de Ca,
sustituyéndolo por Ba o Sr que son mdas permeantes, encontraron
que la tasa de caida de la corriente aumentaba proporcionalmente.
En otros experimentos en que las fibras eran expuestas a alta
concentracion de Ca externo o a una solucion en que la concen-
tracion de Ca era tamponada con maleato, encontraron que la tasa
de caida de la corriente también disminuia apreciablemente.

Todos estos resultados indicaban que la amplitud de la corriente
determinaba la tasa de caida y la explicacion que se daba era que
la caida de la corriente se debia al agotamiento del Ca en los
tabulos-T. En 1983, Sanchez y Stefani abordaron el mismo
problema, y considerando que la caida en la corriente de Ca podia
ser artefactual y debida a un aumento en la corriente de K,
pudieron descartar esta posibilidad con el experimento de la figura
6.18. En este experimento Sanchez y Stefani hicieron uso de la
propiedad del D600, cuya capacidad de bloquear los canales
depende de la frecuencia de estimulacion, haciéndose mas efectivo
con el tiempo.

En los registros de corriente a la izquierda de la figura se ve
como la corriente de Ca va disminuyendo en presencia de D600
(10° M). El trazo 1 representa la corriente control, los trazos 2 y 3
representan la corriente obtenida después de 4 pulsos aplicados a la
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frecuencia de 1 6 2 estimulos por minuto, respectivamente. El gra-
fico a la derecha muestra que la tasa de decaimiento de la corrien-
te no estd relacionada con la amplitud de la corriente en un gran
rango de corrientes.

Basados en estos resultados, los autores concluyeron que un
fenémeno de inactivacion era la causa, por lo menos parcial, de la
caida de la corriente.

En muchas preparaciones, la corriente de Ca presenta el feno-
meno de inactivacion, que frecuentemente depende de la concen-
traciéon de Ca. Una posibilidad para explicar los resultados contro-
versiales obtenidos por los dos grupos es que en el caso de los
experimentos con fibra cortada, el medio interno contenia 80 mM
de EGTA. Esto indicaria que la concentracion de Ca libre es muy
baja, lo cual pudiera disminuir el efecto de un mecanismo de
inactivacion dependiente del Ca.
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Figura 6.18. Experimento para demostrar que la disminuciéon de corriente
de Ca durante un pulso despolarizante, no se debe en mayor proporcion a
disminuciéon del Ca en los tubulos transversos. El experimento demuestra
que la disminucién de la corriente no depende de su amplitud, indicando

la presencia de un fenémeno de inactivacion. (Modificado de Sanchez y
Stefani, 1983).
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CAPITULO 7

FUNCION DE LAS MEMBRANAS
INTRACELULARES

El Reticulo Sarcoplasmatico

Hacia 1960, el interés de algunos investigadores se centrd en la
capacidad del Ca de inducir la contracciéon de preparaciones de
actomiosina aislada, en presencia de compuestos como ATP y Mg.
Sin embargo, se encontré que una vez contraidas, estas prepa-
raciones solo se relajaban en presencia de diferentes factores, tales
como EDTA o ATP en exceso sobre Mg. En 1951 Marsh
describi6 la accion relajante de un factor extraido de homogenados
de musculo. Este factor fue estudiado por Bozler (1952, 1955) y
Bendall (1953) e identificado como un componente del RS por
Kumagai y colegas (1955) y por Nagai, Makinose y Hasselbach
(1961).

Factor relajante de Marsh y Bendall

Marsh (1951) descubri6 que al homogeneizar un musculo
esquelético en una solucion salina de baja fuerza ionica, las
miofibrillas suspendidas en el homogeneizado no se contraian al
agregarle ATP y que la degradacion de ATP por la ATPasa del
sistema contractil ocurria muy lentamente. Esta observaciéon con-
trastaba con lo que ocurria cuando se usaban miofibrillas bien
lavadas, en cuyo caso el ATP producia una violenta contraccidén de
la preparacion, con una tasa alta de hidrélisis del ATP. En
presencia de pequeias cantidades de Ca, la accion inhibitoria
observada con las miofibrillas no lavadas desaparecia. Para explicar
este comportamiento, Marsh postulé la presencia de un factor
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relajante en el homogeneizado que inhibia la hidrolisis de ATP y la
contraccion. Este factor se quedaba en el sobrenadante cuando las
miofibrillas se removian del homogeneizado por centrifugacion de
baja velocidad. Bendall (1953) demostré que el factor relajante en
el sobrenadante inhibia el desarrollo de tension de fibras musculares
extraidas por glicerol (Bendall, 1953), mientras que Hasselbach y
Weber (1953) demostraron la actividad inhibitoria del sobrenadante
sobre la contraccion e hidrolisis de ATP de miofibrillas bien
lavadas. Marsh (1952) ya habia demostrado que la actividad
inhibitoria del sobrenadante desaparecia en presencia de pequeiias
cantidades de calcio, cuando Bozler (1954) encontr6 que el que-
lante de Ca, EDTA, tenia un comportamiento parecido al del factor
relajante de Marsh. Portzehel (1957), estudiando el efecto
inhibitorio del factor en solucién sobre la actividad ATPasica,
encontrd que después de centrifugacion a alta velocidad, la acti-
vidad inhibitoria del sobrenadante se perdia y se encontraba en su
totalidad en una fraccion de particulas en el precipitado. Una
fraccion similar con la actividad del factor relajante, asociada con
la ATPasa granular de Kielley-Meyerhof (1948) pudo ser aislada
del homogeneizado, por precipitacion con sulfato de amonio al 20
% (Kumagai, Ebashi y Takeda, 1955). Ebashi y colegas (Kumagai
et al., 1955) pudieron asociar el factor relajante de Marsh y
Bendall con la fraccién microsomal rica en lipidos, que afios antes
habia sido aislada por Kielley y Meyerhof (1948 a,b) quienes
también demostraron que tenia una actividad ATPésica, activada
por Mg, mucho mayor que la actividad ATPasica de la miosina. En
su “ Croonian lecture” de 1979, Ebashi (1980) relata como,
leyendo estos trabajos de Kielley y Meyerhof tuvo la impresion de
que estos autores habian intuido la enorme importancia fisiologica
de esta nueva enzima, importancia que fue entendida por otros
investigadores afios mas tarde.

Inspirado en el trabajo de Bozler (1955), Ebashi (1959) estudio
las propiedades relajantes de diferentes compuestos que secues-
traban Ca incluyendo el EGTA que habia sido introducido recien-
temente en el mercado. Ebashi no llegd a notar la estrecha relacion
cuantitativa que habia entre la capacidad de unir calcio y la
actividad relajante de estos compuestos, probablemente porque para
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esa época no se conocia el papel del calcio como activador de la
contraccion, perdiéndose asi de nuevo la oportunidad de reconocer
el papel del Ca en este fendmeno (Ebashi, 1980).

Sin embargo, el afio siguiente, trabajando en el laboratorio de
Lipmann, demostré como el efecto de sustancias secuestradoras de
calcio, como ATP a altas concentraciones, EDTA y EGTA, estaba
estrictamente relacionado con su actividad relajante. Este descu-
brimiento abrié la posibilidad de entender el efecto relajante de las
vesiculas del RS bajo una optica diferente, ya que al asociar su
funcién con el Ca, fue evidente que éstas podian actuar como
secuestradoras de este cation (Ebashi, 1960, 1961; Ebashi y
Lipmann, 1962) Estos resultados fueron confirmados por varios
investigadores utilizando diferentes musculos y con varias modi-
ficaciones en la técnica de preparacion del factor relajante. De
todos los resultados obtenidos se pudo concluir que las particulas
con el factor relajante no pertenecian ni a la fraccidn mitocondrial
ni a la fraccion microsomal normal del precipitado sino a la
fraccion correspondiente al Reticulo Sarcoplasmatico.

Papel del Calcio

Estudios realizados utilizando microscopia electronica, han de-
mostrado que la fraccion aislada esta formada casi exclusivamente
por estructuras vesiculares y tubulares cuyos diametros varian entre
60 y 300 nM en el primer caso y 15 a 30 nm en el segundo
(Nagai, Makinose, Hasselbach 1960; Muscatello, Andersson
Cedergren y Azzone, 1962; Ebashi y Lipman, 1962). Las vesiculas
aparecian selladas al microscopio electronico, lo cual fue confir-
mado por la determinacién del espacio accesible a la inulina que
era limitado al 30 por ciento de la preparacion. Esta circunstancia
permitié la caracterizacion experimental de las propiedades del
Reticulo Sarcoplasmatico asociadas a la funcion del factor relajante.

Los primeros trabajos se dedicaron al estudio de los factores
que afectaban la actividad inhibitoria de las vesiculas sobre la
actividad ATPésica de la actomiosina, que determinaba el feno-
meno de super-precipitacion, y sobre la contraccion de fibras
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extraidas por glicerol y miofibrillas aisladas. Esto presentaba alguna
dificultad, ya que tanto la ATPasa de la actomiosina como la de
las vesiculas mismas catalizaban la hidrolisis del ATP.

A pesar de esta circunstancia se pudo establecer que el Mg era
indispensable para el efecto inhibitorio de las vesiculas, y que la
adicion de oxalato a la suspension de vesiculas que contenia ATP
y Mg aumentaba enormemente la actividad inhibitoria, a pesar de
que por si s6lo no tenia efecto sobre la actividad ATPasica de la
actomiosina. Este efecto del oxalato ahora es claramente explicado
por su accion de fijar Ca en la luz del RS, disminuyendo el
gradiente en contra del cual debe trabajar la respectiva bomba de
Ca, de manera analoga a la funcion de la calsecuestrina. Otros
agentes que afectaban la actividad inhibitoria eran la fuerza idnica,
la temperatura y el pH. Sin embargo el mas potente inhibidor
reversible de la accion de las vesiculas resulto ser el Ca mismo.

La disminucion de la actividad ATPasica de la actomiosina en
presencia del factor vesicular es acompafiada por la desaparicion
de la resistencia estatica al estiramiento de la preparacion de fibras
extraida con glicerol. Esto indica que las vesiculas inhiben la
interaccion entre miosina y actina.

Entre tanto, A. Weber habia estado estudiando el papel del
calcio sobre la capacidad de la actomiosina para hidrolizar ATP y
su papel en la super-precipitacion de la actomiosina (Weber, 1961;
1959). Al agregar el calcio, en presencia de Mg, ATP y de un
factor relajante, la actomiosina se contraia, pudiendo esta con-
traccion ser explicada por dos mecanismos: segun el primero, el
calcio se podia combinar con la actina y la miosina, siendo este
complejo necesario para la contraccion, pero normalmente impedido
por la capacidad del factor relajante para secuestrar calcio, que
podia ser neutralizada con la adicion de mas calcio; de acuerdo al
segundo mecanismo, el Ca podia interferir en una reaccion entre
uno de los factores relajantes y la actomiosina; como consecuencia,
la contraccion seria inhibida por el factor relajante, ya que este se
podia combinar directamente con la actomiosina. Perry y Grey
(1956), habian demostrado que el EDTA, a baja concentracion,
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inhibia la actividad de la ATPasa estimulada por Mg de las
miofibrillas naturales o de la actomiosina. En contraste, la actividad
de la ATPasa de la actomiosina sintética no era afectada a baja
concentracion de EDTA. Estos resultados indicaban que un catiéon
metalico podia explicar los efectos del EDTA sobre las miofibrillas
o la actomiosina natural, pero no se pensé que el cation hubiera
podido ser el Ca.

Basado en los resultados de Weber y Ebashi (ver capitulo 2) y
en el hecho de que la inhibicion de la ATPasa de actomiosina por
EDTA, que correspondia a la relajacion de fibras glicerinadas
inducida por el mismo quelante, s6lo podia ser explicada por la
reduccidén en la concentracién de Ca libre en el medio, se pudo
concluir que el Ca era el activador fisioldgico del sistema de
actomiosina. Asi, gracias al trabajo de un selecto grupo de
investigadores entre los cuales cabe mencionar a Hasselbach,
Ebashi y A. Weber, se llegd a la conclusiéon de que el Reticulo
Sarcoplasmatico actuaba como un sumidero de Ca mediante un
mecanismo de transporte activo mediado por ATP. La Figura 7.1
muestra como la capacidad de secuestrar Ca de las vesiculas
aisladas del Reticulo Sarcoplasmatico depende del ATP. Al mismo
tiempo se aclaraba el papel del Ca como activador de la con-
traccion. De esta manera se cerraba el ciclo abierto por la
observacion inicial de Kelley y Meyerhof (1948) sobre la presencia
de una actividad ATPasica en homogeneizados de musculo, dife-
rente de la actividad asociada a las proteinas contractiles, y por la
demostracion por parte de Marsh (1951) de un factor con actividad
relajante en estos homogeneizados.

ATPasa de Ca en el Reticulo Sarcoplasmatico

Una vez resuelto el problema de la identificacion del factor
relajante con la actividad de secuestro del Ca por parte del RS, el
interés de los investigadores se dirigié hacia los mecanismos
inherentes a la actividad ATPéasica del RS.

La concentracion de Ca libre en el mioplasma ha sido medida

con diferentes técnicas y se estima estar entre 60 y 100 nM. Por
otra parte la concentracion de Ca en el RS parece depender de su
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localizacion, estando entre el 50 y el 70 por ciento del calcio total
del musculo concentrado en las cisternas terminales. El valor
reportado por Somlyo y colegas (1981) es de 108 mM/kg peso
seco. Si el peso seco es el 20 por ciento esto corresponde a 27
mM/l, y equivaldria a la presencia de un gradiente de casi 5
ordenes de magnitud.
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Figura 7.1. Captura de Calcio por el factor relajante formado por
fragmentos del RS. El experimento demuestra que la captura de calcio
depende de la actividad de una ATPasa. (Modificado de Ebashi, 1980).

Por lo tanto, es clara la necesidad de tener un sistema de
transporte activo capacitado para mantener un gradiente de concen-
tracion tan alto, aun cuando ahora se sabe que en las cisternas
terminales hay una proteina, la Calsecuestrina que secuestra calcio
de manera que la concentracion de Ca libre en este compartimiento
es bastante mas baja que 27 mM/I.

El sistema de transporte que mantiene este enorme gradiente ha
sido identificado como una ATPasa dependiente de Mg y activada
por Ca que, energizada por la hidrélisis del ATP, transporta iones
Ca en contra de su gradiente electroquimico, con un contra-
transporte de protones. Esta bomba de Ca esta localizada en todos
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los elementos del RS, y en especial en los sacos laterales, con la
excepcion de la zona de union entre el RS y los tibulos trans-
versos. La bomba de Ca del RS es una proteina constituida por un
solo polipéptido, tiene un peso molecular de 100-110 kD, y puede
formar oligomeros que abarca numerosas isoformas (Martonosi, 2003).

La bomba de Ca del RS es una proteina constituida por un sélo
polipéptido, que tiene un peso molecular de 100-110 kD, y puede
formar oligomeros que abarcan numerosas isoformas (Martonosi,
2003), identificadas colectivamente con el nombre de SERCA (Sarco-
Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase). Estas isoformas se deri-
van de genes diferentes y se encuentran en diferentes tipos de células,
con diferentes grados de especificidad que se diferencian entre si por
el numero y el tipo de aminoacidos presentes en el terminal C. En
fibras musculares rapidas (fast twitch) de mamiferos adultos, la
isoforma expresada es la SERCAla, mientras que en fibras lentas
(slow twitch) de mamifero se encuentra la isoforma SERCA 2a, que
también se puede encontrar en el musculo cardiaco y esquelético de
neonato que tambien puede presentar la isoforma 1b (Martonosi y
Picula, 2003; Wu et al., 1995).

Figura 7.2. Hojuela de membrana del RS obtenida por criofractura de una
preparacion de vesiculas del RS. Son visibles particulas de ATPasa de Ca
o SERCA dispuestas desordenadamente, ver circulos blancos. (Microgra-
fia cortesia de la Dra. Clara Franzini-Armstrong).
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Esta proteina ha sido localizada, usando técnicas de imunocito-
quimica, a nivel de todo el RS con excepcion de la zona en la cual
la membrana del RS se enfrenta directamente a la membrana del
tabulo-T en las triadas (Jorgensen et al., 1982). Por otra parte,
utilizando técnicas de crio-fractura se han localizado particulas
intramembranarias de 9 nm, que han sido identificadas como
oligobmeros de la ATPasa en todo el RS, menos en las zonas ya
mencionadas. Estudios posteriores con musculo blanco de conejo,
han indicado que la disposicion de las particulas en la membrana
del RS es desordenada, pero con la posibilidad de formacion
ocasional de oligobmeros, y con una muy alta densidad (31.000-
34.000/ um?) Franzini-Armstrong y Ferguson(1985) pudiendo casi
alcanzar el 80% del contenido de proteinas de la zona longitudinal
del RS (Martonosi y Picula, 2003). La figura 7.2 es una micro-
fotografia de una vesicula del RS de rana, crio-fracturada mos-
trando la cara citoplasmatica de la hojuela de membrana del RS.
Se pueden ver particulas en disposicion desordenada (ver circulos)
que representan la parte de la molécula de ATPasa que sobresale
de la membrana.

Un modelo hipotético de la estructura terciaria de la proteina,
con claras implicaciones funcionales, fue propuesto por MacLennan
et al. (1997), y confirmado en buena parte, por estudios de
difraccion de electrones y difraccion de rayos X (Toyoshima, 2000;
Toyoshima y Nomura, 2002). Las moléculas de la ATPasa de Ca
estan insertadas de manera asimétrica en la membrana del RS,
encontrandose la region mas grande, o cabeza de la molécula en el
lado citoplasmatico de la membrana, sobresaliendo unos 5 o 6 nm
(Franzini-Armstrong, 1980; Taylor y Martonosi, 1986); una segunda
region une la porcion citoplasmatica a la tercera parte de la
molécula que atraviesa la membrana. En el lado luminal del RS
solo se encuentran segmentos cortos en forma de horquilla.

La molécula tiende a asociarse para formar oligdbmeros y en
presencia de vanadato, lantanidos o del mismo Ca, tiende a formar
cristales bi- o tri-dimensionales (Martonosi, 1995; Martonosi et al.,
1991; Hinsen, 2005). Usando cristales bidimensionales y difraccion
de electrones con una resolucion de 2-2,5 nm, ha sido posible
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obtener mapas de densidad electronica que indican la presencia de
dimeros (Taylor et al., 1986a), sugiriendo que la enzima funcional
estd constituida por dos moléculas de ATPasa. Esta proteina sufre
cambios masivos en su configuracion durante su ciclo catalitico
(Green y MacLennan, 2002),

Utilizando estos mismos cristales, se ha demostrado que el Cr-
ATP, que es un inhibidor de la ATPasa, forma complejos estables
con los sitios de la enzima que normalmente ligan ATP, causando
la oclusion de 2 Ca dentro de la enzima, y los cambios estruc-
turales, que pueden ser resueltos por difraccion de electrones,
permitiendo de esta manera reconocer sitios especificos de union
del inhibidor que posiblemente puedan corresponder a los sitios de
unién del ATP. (Yonekura et al., 1997; Serpersu et al., 1982;
Vilsen y Andersen 1992; Vilsen, 1995). Estos sitios estan loca-
lizados en la region de la cabeza de la molécula a una distancia de
4,3 nm de la superficie de la membrana (Yonekura et al., 1997)
consistente con la distancia de 4 a 6 nm determinada utilizando la
técnica de transferencia de energia de fluorescencia (Bigelow e
Inesi, 1992). Finalmente, y siempre de acuerdo al modelo hipotético
de Martonosi, utilizando cristales tri-dimensionales y rayos X con
una resolucion de 2,6 A, ha sido posible reconocer, dentro de la
molécula, cavidades que pueden corresponder a los sitios de
entrada y salida del Ca y los posibles sitios de unioén del Ca con la
enzima (Andersen et al., 2001).

La Serca 1 es responsable de acumular Ca** en el RS en
contra de un enorme gradiente de concentracion, 10°, hidrolizando
una molécula de ATP por cada 2 iones Ca transportados. La
transferencia de las 4 cargas positivas es balanceada por un
movimiento equivalente de protones, que impide el establecimiento
de un potencial eléctrico a través de la membrana del RS (Yu et
al., 1993).

La SERCA la tiene una alta afinidad por el Ca** (k_ aproxi-
mado de 0,ImM), suficiente para mantener los niveles basales de
Ca mioplasmatico entre 60 y 100nM. Su alta densidad en la
membrana hace pensar que la SERCA deberia ser suficiente para
mantener la homeostasis de Ca durante una sacudida simple o
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durante actividad repetitiva. Sin embargo se ha ido acumulando
suficiente evidencia para pensar que hay otros factores, como la
Parvalbumina, PV, que contribuyen al proceso de relajacion,
ayudando a disminuir la concentracion de Ca después de la
actividad contractil.

Papel de la Parvalbumina (PV)

La PV es una clase de proteina soluble que se encuentra en
algunos tipos de musculo estriado, y en otros tejidos. La actividad
de esta proteina fue descrita por primera vez por Pechere y
colegas (1971), quienes sugirieron que la misma podia tener la
misma funcioén bioquimica que la Tn ya que presentaban similitudes
estructurales. Hitchcock y Kendrick-Jones (1975) fueron los pri-
meros en sugerir que la PV podia secuestrar parte del Ca?" que es
liberado del RS, pudiendo de esta manera tener un rol importante
en la relajacion de las fibras de musculo de anfibios, como fue
demostrado por Cannell y Allen (1984) y Hou y colegas (1990)
siendo los musculos rapidos de los peces y anfibios los que la
poseen en mayor concentracion (entre 0,35 y 1,5 mM), mientras
que en aves y mamiferos adultos la concentracion es 10 a 20
veces menor (Gillis et al, 1982), estando ausente en mamiferos
neonatos (Leberer y Pette, 1986).

Una de las estrategias utilizadas para demostrar el papel de la
PV se ha basado en el uso de compuestos inhibidores de la
SERCA. Existen diversos inhibidores de la Ca ATPasa, entre los
mas usados se encuentran la 2,5-di-(terbutil)-1,4 benzohidroquinona
(TBQ), el acido ciclopiazénico (CPA), y la tapsigargina (TG), La
figura 7.3 muestra un experimento en el que se estudio el efecto
de envenenamiento parcial de la bomba de Ca con CPA (2 uM),
sobre la fase de caida de los transitorios de Ca registrados con el
colorante fluorescente Rhod-2. En este experimento, una fibra
muscular de rana, fue sometida a breves periodos de estimulacion
repetitiva de 10 estimulos aplicados a una frecuencia de 0,5 Hz,
antes (NR), y después de envenenar la fibra con CPA. Los
registros a la izquierda, representan las primeras respuestas,
mientras que los registros a la derecha representan las ultimas

204



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

respuestas, de cada serie de 10. El experimento demuestra que
durante la estimulacion repetitiva hay un efecto progresivo que
enlentece la fase de caida del transitorio de calcio, de manera que
en el décimo es mucho mas lenta la caida. Sin embargo, el primer
registro de cada serie es casi igual al obtenido en ausencia de CPA
(RN), indicando la presencia de otro mecanismo de captacion de Ca,
efectivo cuando la bomba esta parcialmente envenenada, pero que se
satura después de un niimero reducido de estimulos, y vuelve a ser
funcional después de un periodo de reposo. En este tipo de experi-
mento hay también un aumento del calcio basal (no mostrado), que se
revierte durante el periodo de reposo entre las series de estimu-
laciones, asi como se revierte el enlentecimiento de la fase de caida
de los transitorios de cada serie, por accion de la bomba de calcio.

— NR
CPA 2 min
—— CPA 5 min

—— CPA 15 min

100 msec 100 msec

Figura 7.3. En fibras musculares, la SERCA no constituye el unico meca-
nismo responsable de restaurar la baja [Ca] en el mioplasma. El expe-
rimento muestra el efecto de CPA, y de estimulacion repetitiva, a 0.5 Hz,
sobre la fase de caida de transitorios de Ca de una fibra Unica de rana.
Se muestra el primero y el ultimo transitorio de dos series de diez
superpuestos 'y normalizados por amplitud para mejor visualizacién de su
curso temporal.

Localizacion del Ca en las fibras musculares

Antes de que estuviesen disponibles métodos Opticos para la
medicion del Calcio intracelular, Winegrad utilizd técnicas auto-
radiograficas, con **Ca para determinar la localizacion de este
cation dentro de los sarcomeros (Winegrad, 1965a). Cuando los
musculos se fijaban durante una contractura de potasio, la mayoria
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de los granulos formados en la emulsion fotografica por la
exposicion a la radiacion beta del *Ca, se encontraban a nivel de
la banda A, y su cantidad dependia de la tension desarrollada
durante la contractura, mientras que habia muy pocos granulos en
la banda I. En condicione de reposo, la mayor parte del Ca
localizado a nivel de la banda A se encontaba a nivel de las
miofibrillas mientras que en la banda I, el Ca estaba prefe-
rencialmente entre las miofibrillas donde se encuentra el RS
(Winegrad, 1965b), distribuyéndose preferencialmente en tres sitios:
las cisternas terminales, las cisternas intermedias y el reticulo
longitudinal (Winegrad, 1968).

En musculos fijados inmediatamente después de un tétano o de
una contractura de potasio la cantidad de Ca en las cisternas
intermedias y en el reticulo longitudinal disminuia, para luego
aumentar en las cisternas terminales. Con estos resultados, Wine-
grad pudo proponer que la estimulaciéon de una fibra causa
liberacion de Ca de las cisternas (Winegrad, 1968). Como anécdota
interesante derivada de estos experimentos cabe mencionar que
debido a la necesidad de utilizar placas fotograficas de muy alta
resolucion, soélo disponibles de la compaiia Ilford, fue necesario
importarlas de Inglaterra a EEUU, y para disminuir la exposicion a
rayos cOsmicos, tuvieron que conseguir que un avion de la Fuerza
acrea las transportara volando a baja altura.

Sefiales opticas en la membrana del RS

Con la demostracion de que el RS servia de almacén y fuente
de Ca, y que el sistema de tibulos-T servia de conducto para la
propagacion radial de la sefial eléctrica hacia el interior de las
fibras, surgi6 la idea de que el mecanismo de liberacion de Ca del
RS durante una contraccion podria depender de la propagacion de
una sefial eléctrica desde los tiibulos-T hacia la membrana del RS
cuya despolarizacion, activando una hipotética conductancia de Ca,
causaria la liberacion masiva del Ca de este compartimiento. Las
dimensiones de los componentes del RS hacian imposible el uso de
microelectrodos, y sugerian el uso de técnicas Opticas para este fin.
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Seinales intrinsecas

Las primeras intentonas de estudiar las manifestaciones Opticas
de la actividad eléctrica en tejidos excitables se centraron en
propiedades oOpticas intrinsecas de nervios, y no tuvieron éxito,
debido a la desfavorable relacion sefial/ruido y a la falta de
instrumentacion adecuada (Schmitt y Schmitt, 1940).

Utilizando nervios de la pata de cangrejo, que contienen cientos
de fibras nerviosas amielinicas, Hill y Keynes (1949) reportaron
cambios en sus propiedades Opticas asociados con la generacion de
potenciales de accidon durante periodos de estimulacion repetitiva
(50 Hz por 5 s). Esos cambios, consistentes en un aumento en la
opacidad de la preparacion, los cuales ocurrian en respuesta a la
estimulacion, y que disminuian al cesar los estimulos, fueron
interpretados en términos de dispersion Optica (light scattering), sin
que se pudiera determinar su origen. Después de casi dos décadas,
la posibilidad de utilizar promediadores de sefales, indujo a Larry
Cohen y colegas (1968; 1969; 1970) a retomar el estudio de los
cambios en las propiedades Opticas, y especificamente en la
birrefringencia, asociados con el fendmeno de excitaciéon en axones
de calamar y nervios de cangrejos.

Un objeto es birrefringente cuando su indice de refraccion para
luz polarizada no es igual en todas las direcciones. La birre-
fringencia de un objeto se define como la diferencia entre dos
indices de refraccion, el n, obtenido con luz polarizada paralela al
eje optico del objeto, plano longitudinal (0°) y el n, para obtenido
con luz polarizada perpendicular al eje oOptico, plano transversal
(90°) de manera que

An =n - n (7.1)
La magnitud de An es una medida del grado de orden del
objeto. Operacionalmente resulta mas conveniente medir el retardo

optico de un objeto en vez de su birrefringencia.

El retardo optico, referido a la velocidad de la luz, es una
medida de la distancia entre el componente mas rapido y el
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componente mas lento de la luz cuando ésta atraviesa el espesor
del objeto. El cambio de fase ¢, representa el retardo optico de la
luz de una determinada longitud de onda A, de manera que:

¢, = 2I1 R/A (7.2)

Para un objeto homogéneo birrefringente, la intensidad de la luz
I que pasa por un filtro polarizador antes de atravesar el objeto, y
luego pasa por un filtro analizador antes de llegar a un foto-
detector , depende del cambio de fase de acuerdo a:

L=k (1- cos ¢,) (7.3)

En donde k es una constante que depende de la intensidad de
la luz y del area del objeto que es iluminada.

Cohen y colegas (1968; 1970) demostraron que el retardo
optico de un axon estimulado presentaba el mismo curso temporal
del potencial de acciéon, y que se originaba en la periferia del
axon. Estos trabajos, cuyos resultados fueron confirmados poco
después por Tasaki y colegas (1969), indicaban claramente que el
retardo optico media el cambio en alguna propiedad estructural de
la membrana del axon, y sugerian que el efecto optico era un
fenémeno que estaba relacionado con el potencial de membrana.
Sin embargo no se podia descartar que en el fenémeno Optico
hubiese componentes dependientes de la corriente i6nica que fluye
durante un potencial de accion. Esta posibilidad fue explorada con
experimentos realizados bajo condiciones de control de potencial,
que permitieron concluir que habia tres componentes mayores en
el fenomeno de retardo oOptico, los cuales diferian en su depen-
dencia del potencial y en su cinética. Pequefias contribuciones de
componentes dependientes de la corriente o de la conductancia de
la membrana no podian ser descartadas (Cohen et al., 1971).

Para el caso de las fibras musculares, en algunos trabajos

pioneros se habia comprobado la presencia de sefiales Opticas
intrinsecas asociadas a la actividad contractil (Buchtal, Knappeis y
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Sjostrand, 1939; Hill, DK, 1949; Barry y Carnay, 1969). Siguiendo
esta linea de pensamiento, Baylor y Oetliker (1977 a, b) reportaron
mediciones de la birrefringencia de fibras musculares aisladas que
indicaban la presencia de tres componentes en la sefial optica. El
primer componente parecia reportar cambios asociados al potencial
de accion a nivel de la membrana superficial, el tercer componente
estaba claramente asociado al fendmeno contractil. El segundo
componente empezaba poco después de la fase de subida del po-
tencial de accion, y precedia la contraccion. Intervenciones farma-
coldgicas diferenciales, que permitian atenuar el fenomeno contractil
y potenciar la sefial que precedia a la contraccion, proveyeron
suficiente evidencia para pensar que esta seflal pudiera estar
relacionada con algin paso de la serie de eventos del AEC,
precedente al desarrollo de tension, posiblemente un cambio de
potencial de la membrana del RS.

Sefiales Opticas extrinsecas

Ademas de las propiedades Opticas intrinsecas también se
empezaron a usar colorantes fluorescentes como por ejemplo las
merocianinas, que son impermeables o el azul de Nilo, que repor-
taban cambios en el potencial de membrana, en nervios primero
(Tasaki et al, 1968, 1969: Cohen et al, 1970), y en musculos poco
después (Bezanilla y Horowicz, 1975; Vergara et al, 1978).
Debido a la solubilidad lipidica del azul de Nilo, las sefales
fluorescentes obtenidas con €1, se pudieron relacionar con el RS al
compararlas con sefales obtenidas con colorantes no permeables.
Mientras que estos ultimos, s6lo pueden reportar sefiales de la
membrana superficial y de la membrana de los tubulos T, las se-
flales obtenidas con un colorante permeable, incluyen también las
membranas del RS. Debido a que en una fibra muscular de unos
100 um de didmetro, la relacion entre superficie:tibulos-T:RS es
aproximadamente 1:7:90, se espera que la sefal proveniente del RS
predomine (Peachey, 1965: Mobley and Eisenberg, 1975). De
manera que mientras colorantes fluorescentes no permeables, como
la merocianina-540 o el Di-8-ANEPPS, pueden reportar cambios de
potencial de membrana a nivel de la superficie y de los tabulos—T,
con una alta fidelidad temporal, los colorantes permeables, como el
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azul de Nilo y la indocarbocianina generan sefales que no
parecian depender de los potenciales de membrana de la superficie
o de los tibulos-T (Bezanilla y Horowicz, 1975; Vergara et al,
1978). Trabajando con musculos enteros montados en una camara
con un electrodo triangular que permitia controlar la corriente y
despolarizar las fibras de manera uniforme en el sentido longi-
tudinal, Bezanilla y Horowicz (1975) demostraron que en respuesta
a un estimulo eléctrico, habia un cambio de fluorescencia que
empezaba algo después del pico y terminaba durante la fase inicial
de caida del potencial de accion. Aplicando pulsos de corriente, se
obtenian sefiales de fluorescencia de magnitud graduable con la
intensidad del pulso. La relacion entre densidad de corriente y
amplitud de la respuesta, era una empinada curva de forma
sigmoidal parecida a la curva tension contractil vs potencial de
membrana, que sera discutida en el proximo capitulo. La sefal
fluorescente era inhibida o potenciada, respectivamente, por inhibi-
dores, o potenciadores del fenomeno de AEC.

Resultados obtenidos con fibras cortadas bajo condiciones de
control de potencial (Vergara et al, 1978) apoyaban la conclusion
que la sefial obtenida con azul de Nilo, reportaba cambios del
potencial de membrana del Reticulo Sarcoplasmatico. Sin embargo
quedaba por demostrar si este cambio del potencial era la causa o
el efecto de la liberacion de calcio del reticulo Sarcoplasmatico.

La importancia de este punto puede apreciarse en su justa
dimension considerando un modelo alternativo para el mecanismo
de acople que fue propuesto por Mathias y colegas (1980). Ellos
consideraron que la membrana del RS podia estar conectada
eléctricamente a la membrana de los tubulos trasversos por medio
de las estructuras llamadas pies o pilares, de manera que un
potencial de accion pudiera propagarse desde los tubulos hacia la
membrana de las cisternas terminales, a través de la union triadica.
Esta situacion corresponderia a lo que ocurre a nivel de las uniones
de brecha (gap junctions) entre dos células acopladas eléc-
tricamente. Asi, una despolarizacion, transmitida desde los tibulos-T
al RS, podria activar una conductancia de Ca que permitiria la
liberacion masiva de este ion.
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Pero una objecion a esta hipdtesis era que, de haber tal
conexion eléctrica, las medidas de capacitancia hubieran tenido que
reflejarla, arrojando valores muchos mas grandes. Sin embargo el
argumento de mayor peso utilizado para descartar esta hipotesis,
fue la informacion derivada del analisis de la composicion idnica en
el interior del RS, por microandlisis con sonda de rayos X (Somlyo
et al., 1977; Shulman y Somlyo, 1976). Los resultados de este
analisis indicaban que no habia gradientes de Cl y K entre el
citoplasma y el RS, de acuerdo con la alta permeabilidad de la
membrana del RS a aniones y cationes (Duggan y Martonosi, 1970;
Meissner y McKinley, 1976). Por lo tanto la existencia de un
potencial de membrana de una cierta magnitud se hacia muy
improbable. Trabajos posteriores de Beeler (1981) y Oetliker
(1982), aportaron suficiente evidencia que indicaba que los poten-
ciales de membrana registrados tifiendo la membrana del RS con
colorantes fluorescentes, tales como el azul de Nilo, utilizando
técnicas Opticas se debian mas bien a la adsorcion de Ca en la
membrana. Esta circunstancia podria haber sido aprovechada para
estudiar indirectamente la salida de Ca del Reticulo Sarcoplas-
matico. Sin embargo, no hubo necesidad de ello ya que la dispo-
nibilidad de sondas especificas para la deteccion de este cation,
como los colorantes métalo cromicos, tipo arsenazo, y los colo-
rantes fluorescentes, tipo Fura-2 y Fluo-3 permitian la medicion
directa del Ca intracelular. Sin embargo, las técnicas Opticas
utilizando estos colorantes potenciométricos, siguen siendo valiosas
para la deteccion y medicion de cambios de potencial en estruc-
turas multicelulares complejas o inaccesibles.

Funcion de los tabulos-T

Antes de que se conociera la existencia de los tibulos-T, la
necesidad de una estructura o mecanismo que permitiese la
transmision de sefiales entre la membrana superficial y el aparato
contractil habia sido prevista por A.V. Hill en 1948 y demostrada
por A.F. Huxley y sus colegas en 1958. El primero, tomando en
cuenta la brevedad del periodo latente entre el estimulo eléctrico y
el comienzo de la respuesta contractil, la lentitud del proceso
difusional, y las dimensiones de las fibras musculares, habia
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descartado la posibilidad de que la activacion contractil pudiese
depender de la difusion de algiin compuesto desde la superficie
celular hacia el centro de la fibra. Sin embargo el redescubrimiento
(Porter, 1957) de los tubulos transversos, y la demostracion de que
estaban abiertos al espacio extracelular, (Huxley, 1964) y exten-
didos radialmente hasta el centro, soslayd esta objecion debido a
que las distancias difusionales entre el lumen de los tubulos-T y las
miofibrillas adyacentes se reducian considerablemente.

Activacion local

Por otra parte, entre 1955 y 1958, Huxley y Taylor (1955,1958)
mediante unos experimentos de extrema elegancia, demostraron la
presencia de regiones especificas con alta susceptibilidad a esti-
mulos eléctricos a nivel de los sarcomeros de fibras musculares de
diferentes especies. Trabajando con fibras musculares de rana,
encontraron que estimulos despolarizantes, aplicados por medio de
una micropipeta con una punta de aproximadamente 1 pm, eran
efectivos en activar una contraccion localizada, so6lo cuando la
pipeta se situaba en el centro de la banda I, donde se encuentra la
linea Z, como se muestra en el esquema superior de la figura 7.4.

Inicialmente estos resultados se interpretaron asumiendo que la
linea Z misma pudiese ser la estructura que llevaba la informacion
hacia el centro de la fibra ya que no se habia demostrado aun la
presencia de los tubulos T en las fibras musculares. En su
Croonian Lecture de 1967, el Prof Huxley relata que, al presentar
sus experimentos con Taylor en una reunion de la Sociedad de
Fisiologia Inglesa (Huxley y Taylor, 1955), el Prof Robertson,
notable microscopista electronico, que se encontraba en la sala,
saco de un bolsillo y presentd a la audiencia una diapositiva que
demostraba irrefutablemente la presencia de tubulos orientados
transversalmente en una fibra muscular de lagartija. Si bien estos
tabulos no se encontraban a nivel de la linea Z, sino a los dos
lados de la banda I, claramente sugirieron la presencia de una
estructura adecuada para llevar un mensaje eléctrico de la
superficie de la fibra hacia su interior, lo cual estimuld expe-
rimentos con fibras musculares de otros animales.
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Figura 7.4. Esquema de los experimentos de activacion local en una fibra
de rana y otra de cangrejo. En el primer caso la activaciéon contractil
ocurre solo cuando la pipeta utilizada para pasar corriente estd localizada
en el centro de la banda I, donde se encuentran los tibulos transversales
a los lados de la linea Z; en el segundo caso la activacidon ocurre en el
borde entre la Banda A y la I.

Por ejemplo, resultados obtenidos en experimentos realizados con
fibras de cangrejo demostraron que la sensibilidad a los estimulos
despolarizantes estaba localizada lejos de la linea Z (Huxley,1956),
a nivel del borde entre banda A y banda I, como se muestra en el
esquema de la figura 7.4. El redescubrimiento de los tubulos T y
de su asociacion con el RS formando las triadas a nivel de la linea
Z, en fibras musculares de Amblistoma (Porter y Palade 1957),
que presentan la misma disposicion sarcomérica que las fibras de
Rana, proveyo las bases estructurales para explicar los resultados
de los experimentos de Huxley y Taylor. Finalmente, experimentos
hechos con fibras musculares de lagartija (Huxley y Straub, 1958),
indicaron que la sensibilidad a la despolarizacion estaba asociada a
la localizacion de los tibulos T y que por lo tanto, estos constituian
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la via de transmision de la sefial eléctrica hacia el interior de las
fibras musculares.

Desacople por tratamiento con glicerol

Howell y Jenden (1967, 1969) habian reportado que después de
exponer un musculo a una solucion Ringer hecha hipertonica por la
adicion de glicerol 400 mM, se perdia la capacidad de producir
respuestas contractiles, sacudidas o contracturas cuando se regre-
saba de nuevo a la solucion isotonica. Dicho efecto era acom-
pafiado por la aparicion de lesiones a nivel de los tubulos-T. Este
fenémeno fue estudiado exhaustivamente por Gage y Eisenberg
(1969 a, b) quienes demostraron que en las fibras asi tratadas, la
capacitancia de la membrana disminuia aproximadamente de unos 5
o 6 uF/cm? a 2 pF/cm?, indicando que los tibulos-T se desacopla-
ban de la membrana superficial por un mecanismo de vesiculacion
o por cierre de su apertura a nivel de la membrana superficial. El
desacople de los tubulos T estaba claramente asociado con la perdida
de la capacidad contractil, o desacople del fendmeno de AEC.

Mecanismo de propagacion radial

La disposicion de los tabulos transversos sugiere que una sefial
eléctrica que se propaga a lo largo de una fibra muscular puede
propagarse también radialmente a lo largo de un tubulo transverso,
el cual puede ser considerado como un cable. Sin embargo la
naturaleza del mecanismo de transmision, pasiva o regenerativa, no
podia ser estudiada directamente utilizando microelectrodos, debido
a las pequefias dimensiones de los tibulos transversos cuyo dia-
metro es de aproximadamente 20 nm.

Con la introduccion de la técnica de control de potencial
(voltage clamp) con dos o tres microelectrodos, se hizo posible
realizar experimentos en los cuales se podia cambiar y controlar el
valor del potencial de membrana de las fibras a niveles pre-
determinados pasando la corriente necesaria para ello con un
segundo microelectrodo. Adrian, Costantin y Peachey (1969) utili-
zaron la configuracion de control de potencial de dos microlectrodos
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en fibras tratadas con TTX para evitar la generacion de potenciales
de accion. Imponiendo pulsos cuadrados de voltaje pudieron estimar
con precision el valor del umbral contractil, o sea, el potencial de
membrana que se debia alcanzar para causar movimiento apenas
detectable por observacion de la fibra bajo microscopio optico, a la
altura de los sarcomeros adyacentes al microelectrodo de corriente.
Determinando el valor de la despolarizacion apenas suficiente para
que tanto las miofibrillas periféricas como las centrales se contra-
jesen, y asumiendo cierta topologia para el sistema de tubulos-T,
pudieron estimar, basandose en la teoria del cable, que para una
fibra de 50 um de radio la constante de espacio de los tibulos-T,
A, era de 60 um.

Utilizando la misma técnica pudieron demostrar que con una
fibra de 100 um de didmetro un pulso de voltaje equivalente a un
potencial de accién, registrado previamente en otra fibra, era
apenas suficiente para detectar movimiento a nivel de las mio-
fibrillas situadas en el centro de la fibra. La conclusion de estos
experimentos fue que no se necesitaba un mecanismo regenerativo,
tipo potencial de accion a nivel de la membrana de los tibulos
trasversales, ya que un potencial de accién que se propagaba lon-
gitudinalmente a lo largo de una fibra muscular por mecanismos
regenerativos, podia también propagarse radialmente hacia el
interior de la fibra por mecanismos pasivos electrotonicos. Sin
embargo con este mecanismo de propagacion electrotonica el factor
de seguridad era muy bajo.

Este problema fue retomado por Hugo Gonzalez-Serratos, quien
en el laboratorio de Andrew Huxley pudo realizar unos expe-
rimentos muy elegantes que indicaban que el mecanismo de
propagacion radial de la sefial activadora de la contraccion tenia
una alta dependencia de la temperatura, indicativa de un meca-
nismo regenerativo. Utilizando fibras musculares aisladas de rana
embebidas en gelatina solidificada, Gonzalez-Serratos demostré que
al comprimirse longitudinalmente el bloque de gelatina, las fibras se
acortaban con éste, causando ondulaciones a nivel de las mio-
fibrillas. Al estimular eléctricamente las fibras comprimidas, estas
se contraian acortandose a expensas de las ondulaciones de las

215



Carlo Caputo

miofibrillas que desaparecian progresivamente, empezando por las
miofibrillas situadas en la periferia de la fibra y continuando hacia
las miofibrillas centrales. De esta manera fue posible determinar la
velocidad de propagacion radial del mecanismo que activaba la
contraccion de las miofibrillas. Experimentos llevados a cabo a
diferentes temperaturas permitieron calcular el coeficiente de
temperatura del proceso de penetracion radial, que resultd tener un
Q,, alto, alrededor de 2,14, compatible con un proceso activo como
es el caso de los cambios de conductancias subyacentes a la
generacion de los potenciales de accion.

Otra manera indirecta de comprobar la idea de que la propa-
gacion de la sefial eléctrica a través de los tubulos-T fuese
mediada por un potencial de accion, fue ideada por Bezanilla y
colegas (1972). Ellos usaron fibras aisladas estimuladas tetani-
camente en soluciones con concentraciones de sodio disminuidas,
pero aun suficientes para la generacion de potenciales de accion.
La suposicion era que, en caso de haber potenciales de accion, la
entrada de sodio a nivel de los tibulos-T deberia conducir a una
disminucion de su concentracion en ellos. Si con esta disminucion la
concentracion de sodio caia por debajo de los valores necesarios
para generar los potenciales de accidon, debia ocurrir una desacti-
vacion de las miofibrillas centrales, evidenciada por la disminucion
de la tension desarrollada por la fibra. Esta suposicion resultd ser
cierta, y los resultados fueron confirmados con cinematografia de
alta velocidad, ya que se demostré que las miofibrillas centrales se
desactivaban mientras que las periféricas seguian contraidas, lo cual
causaba ondulaciones en las miofibrillas mas axiales. Los resultados
obtenidos confirmaron la hipotesis de que habia conductancia de
sodio en los tubulos-T (Bezanilla et al, 1972).

Bases  estructurales del Acoplamiento Excitacion-
Contraccion

Los trabajos de diferentes autores, y en especial el de Lee
Peachey y el de Clara Franzini-Armstrong han demostrado la
estrecha relacion morfologica entre el sistema de tabulos-T y las
cisternas terminales del RS, proveyendo una serie de detalles
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estructurales que no so6lo han permitido aclarar la relaciones
funcionales entre los dos tipos de membranas, sino que han
suministrado las bases morfologicas para entender algunos de los
pasos cruciales en la serie de eventos que participan en el
Acoplamiento Excitacion-Contraccion (AEC).

La figura 7.5 muestra la disposicion de las cisternas terminales
del RS y de los tibulos-T para formar triadas. En las micro-
fotografias superiores se ven las clasicas formas de triada,
obtenidas con cortes trasversales. encuentran a nivel de la linea Z,
mientras que en mamiferos hay dos triadas por sarcomero, loca-
lizadas a nivel del borde entre banda I y Zona H.

Figura 7.5. Localizacion y arquitectura de las triadas en muasculo de Rana.
En las tres fotos superiores los tubulos-T estan cortados transver-
salmente. En la foto inferior un tubulo aparece cortado longitudinalmente.
Las flechas indican la presencia de “pies” entre las membranas del RS y
de los tabulos-T. (Fotos cortesia de la Dra Clara Franzini Armstrong).
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Las triadas constituyen la estructura mas frecuente de aso-
ciacion entre RS y tabulos-T, consistente en dos cisternas laterales
del RS con un tabulo-T central. Estructuras como las diadas, una
cisterna del RS asociada a un tubulo-T y acoples periféricos,
membrana del RS asociada a la membrana plasmatica, también han
sido descritas. En fibras de rana, las triadas se encuentran a nivel de
la linea Z, mientras que en mamiferos hay dos triadas por sarcémero,
localizadas a nivel del borde entre banda I y Zona H. Si bien las
membranas de los tubulos y de las cisternas terminales estan
separadas, hay sitios de contacto entre ellas representados por puntos
de mayor densidad electronica, denominados puentes, pies o pilares
que estan sefialados por las flechas, y que han sido ya mencionados
anteriormente. La microfotografia de la parte inferior de la figura
representa un corte realizado longitudinalmente a lo largo de un tubulo-
T, y puede verse como la disposicion de los pies se repite ordenada-
mente a lo largo de la zona de empalme entre las dos membranas
(Franzini-Armstrong, 1970, 1980; Franzini-Armstrong y Protasi, 1997).

Los detalles estructurales revelados por microscopia electrénica,
indicaban claramente que los tubulos-T constituian el medio fisico
de propagacion radial de sefiales eléctricas, desde la superficie
hacia el RS y que la presencia de los tabulos-T en las triadas era
una clara indicacion de la importancia de estas estructuras para el
fenomeno de activacion contractil.

Los musculos de la vejiga natatoria del pez sapo (Opsanus tao)
constituyen una excelente preparacion para estudiar la arquitectura
microscopica de las uniones entre tubulos-T y RS por la abun-
dancia y perfecto arreglo de las membrana del RS. El 30 por
ciento del volumen de estos musculos estd ocupado por RS y hay
dos triadas por sarcomero, lo cual facilita los estudios cuantitativos
de los parametros estructurales de las triadas o diadas (Franzini
Armstrong y Nunzi, 1983).

En estos musculos, en la region de empalme entre RS y
tubulos-T, las membranas se encuentran usualmente aplanadas y a
menudo la region de empalme esta preferencialmente orientada
siguiendo el eje mayor de las fibras.
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En el presente texto se sigue la nomenclatura propuesta por
Franzini Armstrong y Nunzi, segin la cual la porcion de membrana
del RS y la de los tubulos-T que se enfrentan cara a cara en las
triadas, se denominan jRS y jT respectivamente, por junctional RS
y junctional T, el resto de las membranas de estas estructuras se
denomina RS libre y T libre. Las membranas del jRS y jT estan
separadas por una brecha de 10-20 nm. Periddicamente, dentro de
la brecha, con un espaciamiento entre 25 y 30 nm, se encuentran
las estructuras densas al microscopio electronico que han sido
denominadas pies. La disposicion de los pies y el espesor de la
brecha son bastante similares en diferentes tipos de musculos,
indicando la importancia funcional de estas estructuras. La micro-
fotografia de la figura 7.6 muestra la estructura y localizacion de los
pies en la brecha entre jRS y jT. En esta imagen, el corte delgado
trasversal de la fibra muscular, muestra las miofibrillas, y una seccion
longitudinal de una unién triadica. El corte ha pasado de manera
tangencial sobre una union triadica mostrando los pies, que tienen
formas de rosquillas con la parte central menos densa, y aparecen
dispuestos en una doble hilera que corre a lo largo del tibulo T.

anah v ":f ;E gﬂphf"
b LS A
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Figura 7.6. Microfotografia de un corte tangencial a un tabulo T que
aparece en seccion longitudinal, mostrando dos hileras de pies. Estos
presentan forma circular con el centro menos denso. En los bordes
aparecen los filamentos contractiles. (Fofo cortesia de la Dra Clara
Franzini Armstrong).
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Réplicas de crio-fracturas de la membrana del jT muestran una
gran cantidad de particulas con cierta regularidad en su patron de
asociacion entre ellas. A nivel de la hojuela citoplasmatica de la
membrana de los tabulos-T, en la region de empalme, frecuen-
temente se ven grupos de cuatro particulas ordenadas en dos filas
que se extienden a lo largo de los tubulos-T. La figura 7.7 muestra
dos imagenes de la hojuela citoplasmatica de la jT obtenidas por
crio-fractura. A nivel de la hojuela de membrana citoplasmatica de
los tabulos pueden verse agrupamientos de particulas en tétradas.
En las dos zonas aumentadas se puede distinguir una tétrada
completa y otras en las cuales falta una particula.

La descripcion del arreglo tetragonal de los pies en dos o mas
filas, y de la presencia de particulas intramembranarias en arreglo

Figura 7.7. Hojuelas de membrana de tibulos-T de la zona triddica (jT)
obtenidas por criofracturas de una preparacion de musculo de la vejiga
natatoria de pez-sapo (Opsanus tau). En la cara citoplasmatica de la hojuela
se ven agrupamientos de 4 particulas que constituyen las tétradas (ver
zonas aumentadas). (Fotos cortesia de la Dra Clara Franzini Armstrong).
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ordenado a nivel de la jT, que estan en precisa correspondencia
con los pies, (Franzini-Armstrong y Nunzi, 1983), ha permitido tener
una vision del arreglo molecular de estructuras especializadas
presentes en las membranas de los tibulos-T y del RS.

Receptores de dihidropiridinas en los tubulos T

La importancia de la demostracion de la presencia de corrientes
de Ca a nivel de los tubulos-T radica en sus implicaciones para los
mecanismos de AEC. Una de ellas es la posibilidad de que el Ca
que entra a la célula bajo esta forma, pueda tener un papel directo
en la activacion del fenomeno contractil como activador, o indirecto
como disparador del mecanismo de liberacion de calcio inducida por
calcio. Otra implicacion se refiere a la masiva presencia a la altura
de la membrana de los tubulos-T, de canales de Ca identificados
como receptores de dihidropiridinas. Estos canales también cono-
cidos como canales de Ca tipo L por su gran conductancia (L por
large), estan presentes también en musculo liso y cardiaco, y, en
células endocrinas, se caracterizan por su alta sensibilidad a drogas
de la familia de las dihidropiridinas como la nifedipina, que es un
antagonista y el BAY K 8644 que es un agonista del canal. Estas
drogas tienen un mecanismo de accidbn muy peculiar ya que su
efectividad depende del potencial de membrana. Por ejemplo, la
nitrendipina, otro miembro del grupo, es 2.000 veces mas efectiva a
-15 mV que a -80 mV. Justamente, la nitrendipina, marcada con
tritio, se utilizd para unirse de manera selectiva y con alta afinidad
a un receptor para estos compuestos, en una preparacion no
purificada de membranas de corazon de cobayo (Belleman et al,
1981). Otros compuestos de la misma familia de las 1-4 dihidro-
piridinas tenian alta afinidad por los mismos sitios, por los cuales
pasaron a ser conocidos como receptores de estas sustancias o
DHPR. En 1982 se descubrid6 que los musculos esqueléticos de
mamiferos constituian la fuente mas rica de receptores de las
dihidropiridinas, con una densidad de 50-80 pmol/mg de proteina,
que en su gran mayoria estaban localizados en la membrana de los
tubulos-T. El DHPR de musculo de conejo ha sido el primer canal
de Ca operado por voltaje en ser purificado y caracterizado
bioquimicamente (Curtis y Catterall, 1984; 1986; Borsotto et al,
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1984). En los primeros trabajos se reportaron resultados que
diferian tanto en el nimero de subunidades que constituian el canal
como en su peso molecular.

[1]] v

“H,N
Subunidad B

Figura 7.8. Esquema de la estructura de la subunidad a, del receptor de
dihidropiridina. (Modificado de Catterall, 1993).

Inicialmente se reportdé que el DHPR consistia de 3 sub-
unidades, mientras que en trabajos posteriores en los cuales el
receptor se purificd a partir de triadas, en presencia de inhibidores
de proteasas para evitar el clivaje enzimatico de las sub-unidades,
se pudo establecer que el DHPR estd constituido por 4 sub-
unidades: o, (185kDA), o, (143kDa), S (54 kDa), y (30 kDa) y &
(26kDa), o, pudiendo cambiar las cifras de peso molecular depen-
diendo de su estado reducido o no. De las subunidades, la o,
presenta muchas de las propiedades que se esperarian de un canal
de Ca sensible a las dihidropiridinas, ya que contiene el sitio de
unién de las dihidropiridinas y de otros antagonistas de Ca, el poro
de permeacion y el sensor de voltaje del canal. Ademas, como se
muestra en la figura 7.8, se parece en su estructura al canal de
sodio con su 4 motivos repetidos, cada uno de los cuales tiene 6
segmentos hidrofobicos que estan embebidos en la membrana de
los tibulos-T. De acuerdo con estas caracteristicas, la sub-unidad
a, funciona de manera autonoma como canal de Ca. La subunidad
a,, que es una proteina basicamente extracelular parece determinar
la cinética lenta de las corrientes de Ca en musculo esquelético, sin
afectar el papel de sensor de voltaje de los DHPR, (Obermair et
al, 2004), topico que serd tratado en el capitulo 8. Este polipéptido
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se caracteriza por disminuir su peso molecular bajo condiciones
reductoras. La sub-unidad [ se encuentra estrechamente unida a la
subunidad o, es un substrato para protein-kinasas, que puede
activar el canal de Ca reconstituido en bicapas lipidicas, lo cual
sugiere que es un factor modulador de la actividad del canal de
Ca. La subunidad y es una glicoproteina altamente glicosilada, con
dominios extracelulares e intramembranarios. Anticuerpos contra
esta proteina inhiben la actividad del canal de Ca, sugiriendo que es
una subunidad regulatoria del canal de Ca (Campbell, Leung y
Sharp, 1988). Una quinta subunidad, la 6 se forma a partir de la
reduccion de la subunidad o, La figura 7.9 muestra un esquema
del receptor de dihidropiridina con todas sus unidades.

DHPR Ca*

sensor de voltaje

I
Eh I (et
il

Figura 7.9. Esquema del receptor de dihidropiridina, o canal de calcio
tipo L, con todas sus unidades.

Un gran avance se logréo cuando Numa y colaboradores
reportaron la clonacion y la secuencia del receptor de DHPR de
musculo esquelético, y poco después del cardiaco.

La determinacion de la composicion del DHPR llevo a la
determinacidén de su estructura, en estudios en los cuales se usaba
la técnica de sombreado rotatorio, con preparaciones purificadas del
receptor sometidas al tratamiento de congelacion y secado. Con
esta técnica se pudo determinar que las moléculas tenian forma
ovalada con dimensiones de 16 y 22 um para el didmetro pequefio
y grande respectivamente, y que estaban formadas por dos com-
ponentes de tamano similar, en pleno acuerdo con los datos obtenidos
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por métodos bioquimicos (Leung et al, 1988). La observacion de la
preparacion también indicaba la presencia de un 20 % de parti-
culas de menor tamafio, probablemente sub-unidades disociadas.

La forma y el tamafio de las particulas enteras sugirieron su
identidad con las particulas presentes en la membrana de los jT,
que formaban las tétradas.

Con base en mediciones de la afinidad de ligandos, y de bloqueo
de la actividad de los canales por las dihidropiridinas, Schwartz y
colegas (1985) concluyeron que menos del 5% de los DHPR
estaban funcionalmente activos como canales de Ca. Esta con-
clusion, confirmada por otros estudios, sirvi6 de base a la propuesta
de que los receptores de DHPR tenian una doble funcion, actuando
como canales de calcio y como sensores de voltaje para el AEC,
ver capitulo 8 (Rios y Brum, 1987).

En las membranas de los tubulos trasversos, en los sitios de
aposicion de éstos con la membrana de las cisternas terminales del
RS los DHPR son visualizados como particulas intramembranarias
arregladas en grupos de 4 o tétradas dispuestos en correspondencia
con los receptores de Rianodina presentes en el RS. Esta dispo-
sicion molecular provee la base morfolégica para el mecanismo de
liberacion de Calcio a través de las unidades liberadoras de calcio
(Leung et al, 1988).

Receptores de Rianodina en el RS

La rianodina es un alcaloide neutro extraido de un arbusto
suramericano, Ryania speciosa, que a baja concentracion (ImM),
produce contracturas irreversibles en musculos de vertebrados. Las
contracturas de rianodina no estan necesariamente acompafadas
por despolarizaciéon de la membrana, y pueden ocurrir en muisculos
despolarizados. En ésto, la rianodina se parece a la cafeina, sin
embargo hay diferencias importantes entre las dos drogas. Por
ejemplo, contrariamente a lo que se observa con la cafeina a baja
temperatura, las fibras musculares se hacen menos sensibles a la
rianodina. Otra diferencia estriba en que a baja concentracion (1 pM),
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la rianodina prolonga marcadamente la fase de relajacion de una
sacudida simple, lo cual provoca un aumento importante en la
tension basal cuando los musculos son estimulados de manera
repetitiva. Por otra parte, la rianodina también disminuye progre-
sivamente la fuerza de una sacudida. Finalmente, en presencia de
rianodina las fibras musculares no se relajan al final de una
contractura de potasio y quedan contraidas. Un punto de interés es
el hecho de que la rianodina es menos efectiva en musculo
cardiaco que en musculo esquelético. A concentraciones que en el
ultimo inducen contracturas irreversibles, en musculo cardiaco sélo
producen una disminucién en la tension. La propuesta (Sutko et al,
1985) de que la rianodina era un bloqueador especifico del canal de
calcio del RS estimuld su uso para la identificacion de la proteina
del canal involucrada en el proceso.

Caracterizacion de los receptores de rianodina

Las vesiculas aisladas del RS, que ya habian sido utilizadas para
aclarar la participacion y los mecanismos de accion de la ATPasa
de Ca del RS durante el fenémeno de relajacion contractil, también
fueron utilizadas primero para el estudio de la interaccion de la
proteina identificada como receptor de la rianodina y la rianodina
misma y también para el estudio de los mecanismos que contro-
laban la liberacion de Ca de las vesiculas del RS hacia el
mioplasma, via los canales de liberacion. La centrifugacion en
gradientes de densidad de la preparacion de vesiculas del SR habia
permitido obtener una fraccion pesada del RS correspondiente a la
region de las cisternas terminales, y una fraccion liviana, corres-
pondiente al RS longitudinal (Miyamoto y Racker,1982; Meissner,
1984). En los primeros estudios con las vesiculas obtenidas de la
fraccion pesada del RS, la medicion de los flujos unidireccionales
de “Ca habia permitido localizar y caracterizar la via de salida del
Ca del RS. Meissner y colegas (Meissner, 1984; Meissner et al.,
1986) demostraron que un aumento del Ca en el lado citosolico de
las vesiculas, precargadas con Ca, causaba una salida masiva de
este cation, indicando la presencia del mecanismo de liberacion de
Ca inducida por Ca, en vesiculas provenientes tanto de musculo
cardiaco como esquelético. Los efectos potenciadores o inhibidores
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de diferentes compuestos, como el rojo de Rutenio, neomicina,
gentamicina etc, (Palade, 1987; Miyamoto y Racker; Chu et al.,
1986) permitieron caracterizar farmacoldgicamente el mecanismo de
liberacion de Ca inducida por Ca, y establecer diferencias y
semejanzas con el mecanismo del AEC. Entre los compuestos
utilizados, se pudo demostrar que la rianodina, cuyo efecto sobre el
AEC era bien conocido, podia potenciar o inhibir, dependiendo de la
concentracion, el mecanismo de liberacion de Ca inducida por Ca
de las vesiculas del RS pesado (Meissner, 1986; Lattanzio et al.,
1987). La conclusion que se pudo derivar de estos trabajos fue que
en las vesiculas preparadas a partir de la fraccion pesada del RS
se encontraba incorporado el canal de liberacion de calcio.

La union, de gran afinidad, de la rianodina con los canales de
liberacion de Ca, llevo a la identificacion de este compuesto como
agonista altamente selectivo de los canales y de éstos como recep-
tores de rianodina, y permitié una serie de trabajos en los cuales se
utilizo la técnica de unidén o “binding” para determinar las pro-
piedades el receptor, y su modulacién por numerosos agentes
quimicos. Finalmente la interaccion de la rianodina con su receptor
permitio el aislamiento y la purificacion del mismo

Por otra parte, también se habian utilizado otras técnicas para la
caracterizacion, fisiologica, bioquimica y morfoldgica de estos
canales de calcio. Trabajos realizados con fibras desmembranadas
(Preparacion de Natori) (Endo, 1970; Volpe y Stephenson 1986;
Lamb y Stephenson 1990; 1991) y con vesiculas aisladas del RS
habian indicado la presencia en el SR de canales de liberacion de
calcio que eran activados por ATP y Ca e inhibidos por Mg y rojo
de rutenio, y estas caracteristicas eran compartidas por los recep-
tores de rianodina, ya que la union de alta afinidad de rianodina
con el receptor aumentaba en presencia de ATP y disminuia en
presencia de rojo de rutenio.

Finalmente, la reconstitucion de vesiculas del RS pesado y su
incorporacion en bicapas lipidicas ha permitido determinar las
propiedades eléctricas de estos canales y su caracterizacion far-
macologica. En experimentos en que se han utilizado vesiculas del
RS incorporadas en bicapas lipidicas planas se ha encontrado que
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los canales de Ca del RS son selectivos para cationes mono-
valentes y divalentes y se caracterizan por tener una muy alta
conductancia, alrededor de 700 pS, para los cationes monovalentes
y mas de 100 pS para cationes divalentes, dependiendo en los dos
casos de las condiciones idnicas. Después que lo canales de Ca o
receptores de rianodina fueron purificados, € incorporados en mem-
branas lipidicas fue posible obtener una descripcion mas precisas de
sus caracteristicas. Por ejemplo, ademas de confirmar la alta
conductancia para cationes pequefios, se encontrd que tenian una
conductancia de poco mas de 20 pS para la colina y el Tris que
son cationes monovalentes muy grandes, indicando que el poro de
conduccion de los iones de estos canales tenia dimensiones muy
grandes. Ademas se pudo confirmar que el ATP y la rianodina, y
el Ca a baja concentracion, aumentan la actividad de los canales
mientras que el Mg y la rianodina, y el Ca a alta concentracion la
disminuyen. La molécula del receptor de rianodina aislada y puri-
ficada de musculo de conejo estd constituida por homotetrameros
de un polipéptido de aproximadamente 560 kDa y tiene una alta
afinidad por la rianodina y para la proteina FKBP12 (K =8 nM),
propiedad que facilité su aislamiento. El numero total de sitios de
uniéon para la rianodina resultd ser la cuarta parte de lo esperado,
asumiendo que una molécula de rianodina se unia a una molécula
del polipéptido, lo cual permitié6 deducir que la estructura cua-
ternaria del receptor era un tetramero conformado por sub-unidades
polipeptidicas de 450 kD.

Gracias al uso de técnicas de Biologia molecular, y en especial
mediante el clonaje molecular se han descrito tres isoformas de la
molécula del receptor, RyR1, RyR2, y RyR3, que estan codificadas
por diferentes genes. Se ha encontrado que tienen una homologia
de alrededor 70% entre cualquiera de dos de los tres receptores.
Esta tres diferentes isoformas se han encontrado en mamiferos,
anfibios, peces y pajaros.

En mamiferos, RyR1 y RyR2 se encuentran principalmente en
musculo esquelético y musculo cardiaco respectivamente; el RyR2
esta presente también en tejido nervioso. Por otra parte, el RyR3
esta presente en diferentes tejidos, incluyendo algunos musculos,
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en los cuales se encuentra durante las primera fase del desarrollo
postnatal, para luego disminuir y desaparecer. En musculos esque-
léticos de anfibios se encuentran los tipos RyR1 y RyR3, que
inicialmente habian sido definidos como aRyR y SRyR y luego se
identificaron como RyR1 y RyR3. En musculos de anfibio recep-
tores del tipo RyR3 se han encontrado fuera de la zona de union
entre tabulos-T y SR, y que no se encuentran en la cercania con
los DHPR. Se ha sugerido (Takeshima et al., 1995), que a pesar
que los RyR3, sean las isoformas menos sensibles a Ca, pueden
responder especificamente a aumentos locales de Ca de gran am-
plitud, por lo cual, a pesar de no responder a despolarizacion, pueden
participar en modular la liberacion de Ca inducida por voltaje.

Identificacion de los receptores de rianodina

Dos logros muy importantes para entender los mecanismos del
AEC fueron la demostracion de que el RyR funcionaba como un
canal de Ca activado por Ca, y la demostracion, por microscopia
electronica que los receptores de rianodina tenian una estructura
idéntica a las estructuras conocidas como “pies”, que cubren la
brecha entre los jT y jRS.

En musculo liso de aorta porcina y de estomago de sapo, se
encontr6 una proteina que funcionaba como canal de calcio
activado por calcio que tenia las mismas propiedades de los
receptores de rianodina cardiaco y esquelético (Campbell et al.,
1987), y que podia ser activado a baja concentracion e inhibido a
alta concentracion de la droga (Meissner, 1986). Trabajos muy
cuidadosos en el laboratorio de Meissner, incorporando el receptor
purificado en bicapas planas de lipidos (Smith et al., 1985, 1986,
1988), llevaron a la identificacion del receptor de rianodina con el
canal de liberacion de Ca del RS. La figura 7.10 muestra un
experimento de Smith y colegas en el cual registraron la corriente
unitaria que fluia a través de un canal de liberacion de Ca. En la
figura, el trazo A fue obtenido en presencia de 10 nM de Ca, en el
lado cis, sin que se registrara actividad. El trazo B, obtenido en
presencia de 2 pM de Ca, muestra que el canal es mucho mas ac-
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Figura 7.10. Efecto del. Ca en el lado cis sobre la actividad de un canal
de Ca de vesicula de SR incorporada en una bicapa. (Modificado con
permiso de Smith et al., 1986).

tivo con eventos de duracion variable y con una probabilidad de
apertura P/ =0,4 a 0 mV. En la figura 7.11 se muestra que el Ca
tiene un efecto bifasico activando el canal a concentraciones entre
0. 1 y 10 uM, e inhibiéndolo a concentraciones mayores. La figura
7.12 muestra el efecto de la rianodina sobre la actividad de un
canal. El trazo A, obtenido en presencia de 2 uM Ca y 1,75 mM
ATP, muestra que el canal permanece casi todo el tiempo en
estado abierto con muy raros cierres. El trazo B muestra el efecto
de 20 nM de rianodina sobre su receptor. Se puede ver que el
canal permanece abierto en un estado de menor conductancia por
largos periodos.

Utilizando diferentes técnicas, se pudo demostrar que el receptor
purificado de musculo esquelético tenia forma de un cubo de 21
nm de arista, y que su aspecto general era idéntico a la estructura
tetragonal de los pies o pilares que atraviesan la brecha entre la
membrana de los tibulos-T y la membrana del RS. (Saito et al,
1988; Lai et al., 1988; Franzini-Armstrong, 1970, 1980). Con
técnicas de tincion negativa y experimentos de cross-linking, se
obtuvo evidencia que la forma de cuadrifolio de la molécula
purificada correspondia a una estructura tetramérica. De hecho, en
musculo esquelético los receptores de rianodina estan localizados
preferencialmente en la cara de la membrana del SR dirigida hacia
el tibulo-T en la region del jSR, encontrandose en esta region con
otras proteinas como la triadina y la junctina con la cual pueden
interactuar funcionalmente.
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Figura 7.11. Efecto dual del Ca en el lado cis sobre la actividad de un
canal de Ca de vesicula de SR incorporada en una bicapa. (Modificado
con permiso de Smith et al., 1986).

La identificacion de una gran porcién de la molécula reconocida
como receptor de rianodina, presente en la membrana del jRS, con
las estructuras observadas al microscopio electronico, llamadas pies,
que cubrian la brecha entre las membranas del jT y la membrana
del jRS proveyd la informacion estructural necesaria para aclarar el
mecanismo del AEC, (Franzini-Armstrong, 1970, 1980) como se
discutird en los proximos capitulos. El uso de criomicroscopia,
combinada con técnicas de tincidon negativa, y procesamiento de
imagenes aplicadas a wuna sola molécula, permitieron a
Wagenknecht y colegas (1989;1992) obtener reconstrucciones tridi-
mensionales de los receptores de rianodina, un ejemplo de la cuales
se muestra en la figura 7.13. Las imagenes (B) y (C) permiten
visualizar claramente la conformaciéon homotetramérica de la molé-
cula, en forma de cuadrifolio mientras que la vista lateral (A)
permite distinguir la parte inferior que es la intramembranaria, de la
parte superior que se localiza en la brecha entre las dos mem-
branas, y que ha sido reconocida como la estructura que en
microscopia electronica se ha denominado el pie. La porcion de la
molécula que constituye el pie y se encuentra en el citoplasma esta
constituida por un grupo de estructuras tubulares interconectadas
entre ellas, y que se unen a estructuras en forma de columna que
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se extienden hacia la porcion de la molécula que se encuentra en
la membrana del RS. Esta tltima esta formada al menos por 6 o-
hélices por monomero y dos sets de 4 bastones que forman la
estructura del poro (Samso et al., 2005).
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Figura 7.12. Efecto de la rianodina sobre la actividad de canal unico de
un RyR purificado e incorporado en una bicapa lipidica. La flecha en el
trazo inferior indica el comienzo del efecto de la rianodina. (Modificado
con permiso de Smith et al., 1988).

La afinidad del RyR1 para el Ca es modulada por la Calmo-
dulina (CAM). En experimentos llevados a cabo midiendo la acti-
vidad de vesiculas del RS incorporadas en bicapas lipidicas, se ha
demostrado que en presencia de CAM a muy bajas concen-
traciones (nanomolares) la actividad del canal aumenta, mientras
que a concentraciones mayores (micromolares) la actividad del
canal es inhibida (Tripathy et al., 1996).

Mas recientemente se ha descrito la presencia de otra proteina,
la SIO0A1 que modula la liberacion de Ca en musculo tanto
esquelético como cardiaco actuando a nivel del RyR1 y Ry2,
respectivamente. Esta proteina compite con la CaM para unirse
con el receptor en un sitio del canal donde también hay interaccién
con el segmento extremo del terminal C del sensor de voltaje para
el AEC (Treves et al., 1977; Prosser et al., 2008).
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En las membranas de los tubulos trasversos, en los sitios de
aposicion de éstos con la membrana de las cisternas terminales del
RS, los DHPR son visualizados como particulas intramembranarias
arregladas en grupos de 4 o tétradas, dispuestos en correspondencia
con los receptores de rianodina presentes en el RS. Debido a la
naturaleza homotetramérica del receptor de rianodina se pudo concluir
que 4 moléculas del DHPR se unian a un receptor de rianodina, RyR.

Figura 7.13. Reconstruccion tridimensional de la estructura de una
molécula del receptor de rianodina, con resolucion de 3.1 nm. A) vista
lateral, mostrando la fraccién intramembranaria y la fraccion citoplasmatica
de la molécula. B) vista de la cara que se enfrenta al reticulo sarcoplas-
matico. C) Vista de la cara citoplasmatica de la molécula que se enfrenta a
los tabulos T. (Modificado con permiso de Radermacher et al., 1994).

La figura 7.14 muestra de manera esquematica, la uniéon de una
sola molécula de DHPr, con uno de los 4 mondémeros que
constituyen el receptor de RyR. Sin embargo cuidadosos estudios
de microscopia electronica habian revelado que no todos los RyR,
estaban asociados con una tétrada en la region de empalme entre
los tubulos-T y el RS, sino que estaban asociados de manera
alterna (Block et al., 1988). La disposicion alterna entre los dos
receptores sugirié un arreglo molecular del tipo que se muestra en
la figura 7.15.

Esta disposicion molecular provee la base estructural para el
mecanismo de liberacion de Calcio, a través de las unidades
liberadoras de calcio, o ULC, presentes a nivel de las uniones de
los jSR con los jT. Estas, sin embargo, pueden ocurrir bajo forma
de triadas, diadas o acoples periféricos segun como estén acopladas
las cisternas terminales de la zona del jSR con los jT.
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Figura 7.14. Esquema de la relacion estructural entre una molécula de
DHPR y un RyR. Para simplificar se muestra s6lo uno de los 4 DHPR que
forman una tétrada.

Independientemente de su morfologia, las ULC son funcional-
mente equivalentes y estdn separadas entre si por regiones de
membranas de RS y tibulos-T libres que no contienen ni RyR ni
DHPR (Franzini-Armstrong y Jorgensen, 1994; Franzini-Armastrong
1996; Franzini-Armastrong et al, 1999). De manera que las ULC
contienen los dos tipos de canales de Ca, unos constituidos por el
canal de liberaciéon de Ca identificado como RyR, y situado en la
membrana del jRS y los otros constituidos por el canal de Ca tipo
L, identificado como DHPR, y situado en la membrana del jT.
Inicialmente, utilizando microscopia electronica, los pies s6lo habian
sido visualizados en las regiones de membrana del jRS o sea regio-
nes situadas enfrente del jT. Sin embargo, utilizando técnicas de
inmuno-marcaje, Dulhunty y colegas (1992) habian considerado la
posibilidad de la existencia de RyRs situados fuera de la region de
uniéon jRS-jT. Esta posibilidad fue confirmada por Felder y Franzini-
Armstrong (2002) quienes describieron la presencia de la isoforma
3 del RyR en la zona adyacente a la region de union.

Como se explicara en el capitulo 8, en el musculo esquelético,
los DHPR funcionan como sensores de voltaje para el acopla-
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Figura 7.15. Esquema de la arquitectura de la region de union de las
membranas de tibulos T y RS. Disposicion alternada de las tétradas de
DHPR y de los y RyR.

miento Excitacion-Contraccion. En respuesta a un cambio en el
potencial de membrana, los DHPRs interactiian fisicamente con los
RyRs por medio de una regién definida de la molécula, espe-
cificamente el bucle citoplasmatico ubicado entre las regiones 1l y
IIl de la subunidad a del receptor, que hace contacto con el RyR
(Tanabe et al., 1990; El-Hayek et al., 1995).

Por otra parte, en el musculo cardiaco, los DHPRs funcionan
como canales de calcio, operados por voltaje, controlando la
entrada del Ca que sirve como activador de los RyR2, cardiacos
por un mecanismo de liberacion de Ca inducida por Ca. En este
caso los RyR no estan dispuestos ordenadamente en la cercania de
los DHPR ya que no interactuan con éstos durante el fenomeno de
AEC.

Para definir las unidades morfolégicas responsables de los
eventos elementales de liberacion de calcio, que seran considerados
en el Capitulo 9, Rios y colegas (Rios y Stern, 1997; Stern et al.,
1997) propusieron utilizar el término Couplon para definir un grupo
de RyRs y DHPRs, que actian sincronicamente durante el AEC.
De acuerdo con esto, las triadas estarian constituidas por dos
couplones, o sea un tibulo y dos cisternas mientras que las diadas
estarian constituidas por un so6lo couplon, un tubulo y una cisterna
(Franzini-Armstrong et al., 1999).
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CAPITULO 8

ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION

El término Acoplamiento Excitacion-Contraccion (AEC) fue
usado por primera vez por Sandow (1952) para definir la cadena
de eventos que empezando por la propagacion de un potencial de
accion a lo largo de una fibra muscular, termina con la activacion
de los filamentos contractiles, y el desarrollo de fuerza o el
acortamiento de la fibra y la subsiguiente relajacion. El uso del
término se ha extendido para abarcar también los fendémenos
contractiles no iniciados por un potencial de accion, como es el
caso de las contracturas de potasio, de los experimentos con
control electrénico de potencial, y el caso de contracciones indu-
cidas por drogas.

La salida masiva de calcio, a través de los canales de liberacion
del Reticulo Sarcoplasmatico (RS), identificados como receptores de
rianodina, o RyR, que ocurre en fibras musculares esqueléticas en
respuesta a un estimulo fisioldégico, causa un aumento en la
concentracion intracelular de este ion, la cual debe ser revertida
rapidamente para permitir a una fibra responder a un segundo
estimulo.

Diferentes mecanismos participan en la sefializacion de calcio en
fibras musculares, incluyendo la apertura y el cierre de los canales
de liberacion de calcio, la accion de tampones intracelulares de
calcio, y la retoma activa de calcio por el Reticulo Sarcoplasmatico,
RS, mediante la accion de una ATPasa de calcio localizada a nivel
de su membrana.

El potencial de accion, es el estimulo fisiologico que activa el
proceso contractil. Se propaga longitudinalmente a lo largo de la
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membrana plasmatica y radialmente a lo largo de los tabulos-T, y
llega a nivel de los sensores de voltaje, identificados como recepto-
res de dihidropiridinas (DHPR) o canales de calcio tipo L, que
permiten la transduccion de la sefial eléctrica, que es el potencial
de accion, a una sefial quimica, que es el aumento en la concentra-
cion de Ca en el mioplasma. La interaccion mecéanica entre
elementos de la molécula de dihidropiridina (DHPR) y el receptor
de rianodina, (RyR), que es el canal de liberacion de Ca del RS,
causa un cambio conformacional de este, que lleva a la liberacion
masiva de calcio y a la activacion de las proteinas contractiles.
Sin embargo, no todos los canales de liberacion de calcio estan
bajo control del potencial de membrana. De hecho, existe otro
tipo de canales, constituidos por una isoforma de los receptores de
rianodina, los cuales son activados por el mismo ion Ca que se
libera en respuesta a la despolarizacion de la membrana

POTENCIAL DE ACCION

o

0 10 msec

Figura 8.1 Registro simultdneo de un potencial de accion y de la
tension, en una sacudida simple de una fibra aislada de rana. (Hodgkin y
Horowicz, 1959).

236



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

Dependencia del Potencial de Membrana

Bajo condiciones fisiologicas, el potencial de accion es el feno-
meno eléctrico que dispara el mecanismo de liberacion de Ca cuan-
do el potencial de membrana llega a valores mas positivos de -50
mV, que es el valor umbral para la contraccion. La figura 8.1
muestra la relacion temporal entre el potencial de accion y el desa-
rrollo de tension de una sola fibra muscular de rana. La relacion
cuantitativa entre el potencial de membrana y la tension contractil,
no podia ser estudiada usando el potencial de accion debido a la
naturaleza todo o nada de esta sefial, que s6lo podia ser modulada
experimentalmente entre limites muy estrechos. El hecho de que el
potencial de reposo de la membrana de las fibras musculares esta
determinado por la relacion entre la concentracion de potasio exter-
na y la interna, permite despolarizar la membrana a valores entre -
100 y 0 mV, cambiando la concentracion externa del K. El estudio
de las contracturas de potasio, iniciado por Kufler (1946), llevo al
cuidadoso trabajo de Hodgkin y Horowicz, que produjo informacion
importante sobre diferentes fenomenos involucrados en el AEC.
Estos autores demostraron que una fibra muscular al ser expuesta
a una solucion con 190 mM K, se despolariza casi instanta-
neamente a +2 mV y desarrolla su maxima tension mas o menos
equivalente a la tension desarrollada en respuesta a una esti-
mulacion tetanica.

Como se muestra en la figura 8.2, esta tension maxima no es
sostenida, ya que después de una fase de meseta en que la tension
disminuye lentamente, sigue una fase rapida de relajacion que lleva
la fibra a la condicion inicial. La figura 8.2 muestra también que
concentraciones menores de K inducen respuestas contractiles de
menor amplitud, pero de curso temporal mas prolongado. El valor
del umbral contractil determinado en estos experimentos fue de
aproximadamente -54 mV a 16,5 °C. Hodgkin y Horowicz demos-
traron que tanto la amplitud como el curso temporal de las
contracturas dependen del nivel del potencial de membrana. Este
puede ser calculado utilizando la ecuacion de Nernst para el ion K.
Basicamente los mismos resultados, pueden obtenerse utilizando la
técnica de control de potencial con dos microelectrodos y fibras
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cortas, <1,5 mm, del musculo Lumbricalis brevis, midiendo al mis-
mo tiempo la tension desarrollada por las fibras en respuesta a
pulsos despolarizantes (Caputo y Fernandez de Bolafos, 1979). La
Figura 8.3 muestra dos registros de tension obtenidos despo-
larizando una fibra desde un potencial de mantenimiento de —100
mV a -8 y a —35 mV respectivamente. Puede verse como no solo
la amplitud de la respuesta contractil sino también la fase de
meseta y la fase de relajacion espontanea de las respuestas varian
con el potencial de membrana. La tension desarrollada por las
fibras esta relacionada con el valor del potencial de membrana
mediante una curva sigmoidea como se muestra en la figura 8.4,
obtenida en experimentos similares a los de la figura 8.3.

Alto K],

10 (-65 mV)

20 (-50 mV)

30 (-40 mV)

T

75 (-15 mV)

N i ™

190 (+2 mV)

e

I4 kg/cm?

10 20

Segundos

Figura 8.2 Contracturas de una fibra aislada de Rana, inducidas por
concentraciones externas elevadas de potasio (10, 20, 30, 75, 190 mM). En
este experimento el umbral contractil esta entre -65 y -50 mV. La tension
maxima se obtiene a -15 mV, pero una despolarizaciéon mayor (+2mV) sigue
teniendo efecto sobre el curso temporal de la contractura (Modificado de
Hodgkin y Horowicz, 1960).
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Al cuantificar la relacion entre el valor del potencial de mem-
brana y el nivel de activacion contractil se pudo descartar la idea
de que el flujo de corrientes longitudinales a lo largo de la fibra era
el fendmeno que activaba la contraccion muscular.

3] L] | fuom

_[\ [_\‘ |100 mg

5s

Figura 8.3. Contracturas obtenidas bajo condiciones de potencial con-
trolado con pulsos despolarizantes a -8 y -35 mV respectivamente desde
un potencial controlado -100 mV. Notese como el curso temporal de las
contracturas depende del potencial de membrana.

En el trabajo de Hodgkin y Horowicz, también se demostrd que
después de una contractura, era necesario repolarizar la fibra por
encima de un cierto valor de potencial de membrana y por un
cierto tiempo, para que pudiera contraerse de nuevo. La figura 8.5
muestra un experimento llevado a cabo con una fibra aislada, para
determinar el tiempo de recuperacion de la capacidad contractil
después de una contractura de potasio. Los resultados indican que
a temperatura ambiente, 20-22 °C, se necesita un periodo de recu-
peracion de 40 segundos para ello. Por otra parte, la recuperacion
de la capacidad contractil en el estado estacionario depende del
potencial de membrana, como lo demuestra el experimento de la
figura 8.6, en el cual después de una contractura maxima inducida
con 190 mM K, la fibra se exponia a concentraciones variables de
potasio por un minuto, antes de inducir una segunda contractura
con 190 mM K. Puede verse como con 30 mM K la tension de la
segunda contractura, es solo una fraccion minima de la primera,
mientras que con 40 mM K no hay una segunda respuesta. La
relacion entre la tension fraccional de la segunda respuesta y el
potencial de membrana durante el periodo de recuperacion, se
muestra en la curva a la izquierda, en la figura 8.7. Para que la
segunda respuesta sea igual a la primera la fibra debe ser
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repolarizada por encima de -50 mV mientras que por debajo de
-30 mV no hay una segunda respuesta.

10 F s L b
[
Figura 8.4. Relacion tension- 0.8
potencial de membrana ob- § y
tenida bajo condiciones de & 0.6
control de potencial utili- 5 |
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cada simbolo corresponde a | j‘
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Figura 8.5. Efecto de la duracion del periodo de recuperacion sobre la
capacidad de producir una segunda contractura después de una primera
contractura de potasio. Los numeros al lado de la segunda respuesta en
cada linea, indican el tiempo de recuperacion, en segundos, en una
solucion normal con 2,5 mM de potasio.
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I 40

Figura 8.6. Efecto del potencial de membrana sobre la recuperacion
de la capacidad de contraerse después de una contractura de potasio. En
este experimento la solucién de recuperacion contenia diferentes con-
centraciones de potasio (2.5, 10, 20, 30 y 40 mM). Con concentraciones de
potasio de o por, encima de 40 mM no se produce una segunda con-
tractura. (Modificado de Hodgkin y Horowicz, 1960).

La relacion entre la recuperacion y el potencial de membrana
esta representada por una curva tipo sigmoideo que parece una
imagen especular de la curva de activacion contractil, que se
muestra en la parte derecha de la figura. Este comportamiento
indica que hay un proceso de inactivacion dependiente del potencial
de membrana. Diferentes autores han demostrado que la depen-
dencia del potencial de membrana de los fenomenos de activacién
e inactivacion contractil puede ser modulada farmacologicamente
por diferentes compuestos, como se discutira luego.

Para explicar la dependencia de la amplitud y del curso tem-
poral de las contracturas de potasio del potencial de membrana,
Hodgkin y Horowicz propusieron el siguiente esquema:
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p
P—— A —> K

segun el cual, P es un precursor que se convierte en un activador
contractil A, que ahora se sabe que es el Ca; luego, el activador
se transforma en un producto final E, que no tiene actividad. La
transformacion de P a A y de A a E se rige por las constantes de
reaccion o y B respectivamente, que adquieren sus valores de ma-
nera instantanea con el potencial de membrana. Suponiendo que o
y B no cambian con el tiempo, la relajacion espontanea de las con-
tracturas podria ser explicada en términos de consumo del precursor
P. Como se vera posteriormente, una alternativa mas probable se
fundamenta en el desarrollo de un proceso de inactivacion lenta.

Si bien una sacudida simple, es un fenémeno todo o nada, puede
ser modulada, dentro de ciertos limites, por la acciéon de algunas
sustancias, que pueden aumentar (potenciadores) o disminuir (inhi-
bidores) la respuesta contractil.

La accion potenciadora de los iones nitrato, y otros como el
ioduro y el bromuro, fue descrita por Kahan y Sandow (1950) y
Hill y MacPherson (1954). Hodgkin y Horowicz (1960b) demos-
traron que el efecto potenciador del nitrato, y de otros aniones
liotropicos, se podia explicar por su accion sobre el umbral con-
tractil que era desplazado hacia la izquierda, en aproximadamente
15 mV (figura 8.7). De hecho, en presencia de nitrato la concen-
tracion de K necesaria para producir una cierta tension se reducia
entre 2 y 2,5 veces. Otros aniones de la serie liotropica producian
el mismo efecto con una potencia creciente en el orden Cl, Br,
NO,, I, SCN. Otro anion, el perclorato, (CIO,) tiene un efecto par-
ticularmente interesante sobre las fibras musculares, ya que des-
plaza el umbral mecanico y la curva de activacion contractil hasta
en 40 mV, pero sin alterar la curva de inactivaciéon contractil
(Gomolla et al., 1983). Este ion parece actuar a nivel del movi-
miento de carga, como se discutira luego.

Liittgau y Oetliker, (1968) demostraron que la cafeina, a bajas
concentraciones producia un efecto similar, desplazando la curva de
activacion de las contracturas de K hacia la izquierda. Al mismo
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tiempo, la curva de inactivacion se desplazaba hacia la derecha
indicando que en presencia de cafeina los fenomenos de activacion
e inactivacion contractil ocurrian en un rango mayor de potenciales
de membrana. La cafeina tiene una importancia particular en la
Fisiologia, o mejor dicho en la Farmacologia Muscular, por su doble
accion: a baja concentracion es potenciadora de las respuestas con-
tractiles a estimulos eléctricos, y a alta concentracion actua como
agonista de los receptores de rianodina, causando liberacion de Ca
del RS y contracturas, sin despolarizacion de la membrana, como
habia sido demostrado por Axelsson y Thesleff (1958).

1,0 = 1,0
|- Inactivacion Activacion trt
R 1
= ~
A <
S 05} o5 =
) =
g B 1 e
3 2
2. Juc = =3
3 =
] Jue =
e~
0 =Py | | | | | T =
95 -81 -64 -49 -33 -15 +2 mV

Potencial de Membrana

Figura 8.7. Curvas experimentales de activacion e inactivacion contractil
obtenidas con contracturas de potasio. La curva de inactivacion muestra
como el potencial de membrana afecta la capacidad de la fibra de producir
una segunda contractura, después de un periodo de recuperacion, como se
ha mostrado en la figura 8.6.

Sandow y colegas, basandose en efectos de este tipo, pro-
pusieron que los compuestos conocidos como potenciadores con-
tractiles actuaban prolongando el periodo durante el cual el
potencial de membrana tenia valores mas positivos que el umbral
mecanico, o periodo efectivo mecanicamente o PEM. El PEM
podia prolongarse, o bien bajando el umbral contractil, o bien
haciéndolo menos positivo, o prolongando la duracion del potencial
de accién. Agentes como la cafeina, el NO, y otros aniones
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liotropicos, el perclorato, actuaban bajando el umbral mecanico,
mientras que otros, Zn, UO,, etc., actuaban disminuyendo la con-
ductancia de potasio durante un potencial de acciéon y por lo tanto
prolongando la duracion del mismo. Un tercer grupo de compuestos,
no considerados por Sandow, actia como potenciador de las sacudidas
de manera independiente del potencial, afectando la capacidad de
retoma del calcio por el RS al envenenar la ATPasa de Ca.

Activacion contractil

Al hacerse disponible la técnica de control de potencial con dos
microlectrodos, numerosos autores la empezaron a utilizar para el
estudio de fenomenos que ocurrian en la region del potencial de
membrana cercana al umbral contractil. Luego gracias al desarrollo
de electrodos flexibles esta técnica se extendié a estudios en que
se registraba el desarrollo de tension. Utilizando la técnica de dos
microelectrodos, y mediante observacion visual de movimiento de
sarcomeros, Costantin (1968) pudo determinar el valor del umbral
contractil y el efecto de cationes divalentes sobre este parametro, en
presencia de tetrodotoxina para eliminar el potencial de accion. En
presencia de 1,8 mM Ca, el umbral contractil era -48 mV a 22 °C,
mientras que en presencia de 0,2 y 10 mM Ca era -55 mV y -
40 mV respectivamente. Adrian, Chandler y Hodgkin (1969) deter-
minaron la curva fuerza amplitud para pulsos que apenas llegaban
al umbral contractil. Mientras que la reobase de esta curva era de
-52 mV a 4 °C, la duracion critica del pulso era de 11 ms a -30
mV, 4 ms a 0 mV y 2 ms a +40 mV. Utilizando pulsos sub-
umbrales de amplitud y duracion variables pudieron determinar
cuales combinaciones de dos pulsos, aplicados unidos o separados,
eran efectivas para alcanzar el valor umbral. Con base en sus
resultados propusieron un esquema, parecido al propuesto por
Hodgkin y Horowicz (1960) con el cual podian calcular la cinética
de aparicion y desaparicion de un supuesto activador contractil.

Heistracher y Hunt (1969) aplicaron la técnica de control de
potencial con dos microelectrodos en fibras cortas (1,2 mm) de los
musculos intercostales de serpiente. Insertando los dos micro-
electrodos en el centro de las fibras, cuya constante de espacio era
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de aproximadamente 1 mm, lograron un control de potencial satis-
factorio a lo largo de la fibra, lo que les permitio el estudio de los
fenémenos contractiles, pudiendo registrar la tension desarrollada en
respuestas a cambios de potencial mediante el uso de un trans-
ductor mecano-electroénico.

Rana pipiens

22°C 4°C 22°C
- -

|||||||||||||| | 22°C 4°C

Leptodactylus insularis

22°C 22°C
4°C

o

- ‘Y— T
| — —

Tiempo (ms) Tiempo (ms)
0 10 20 30 40 50
Tiempo (s)

Figura 8.8. Los registros a la izquierda muestran el efecto de baja
temperatura (4 °C) sobre las sacudidas simples, de fibras Unicas de Rana
pipiens 'y Leptodacylus insularis. Los registros a la derecha representan
potenciales de accion registrados en una fibra de Leptodactylus.

Como ya se ha discutido, la misma técnica empleando fibras
cortas (1,5 mm) de los musculos Lumbricalis brevis del IV dedo
de la rana, fue utilizada por Caputo y colegas para estudiar las
propiedades de activacion e inactivacion contractil bajo diferentes
condiciones experimentales, incluyendo el uso de diferentes agentes
farmacolégicos.

Efecto de la temperatura

Un aspecto interesante de la respuesta contractil de las fibras
musculares de rana es su marcada sensibilidad a la temperatura.
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En ranas de la zona templada, como Rana pipiens, Rana
temporaria y Rana esculenta, la baja temperatura (0 - 4°C)
potencia la fuerza contractil de sacudidas simples y prolonga la
fase de relajacion de las respuestas contractiles y la duracion del
potencial de accion. En anfibios de la zona tropical (Leptodactylus
ocellatus o L. insularis) la capacidad de desarrollar tension es
disminuida considerablemente, especialmente en el caso de sacudidas
simples, sin que la capacidad de generar potenciales de accion sea
afectada, como se muestra en la figura 8.8 (Caputo et al., 1998).

La prolongacion de la fase de relajacion de las respuestas
contractiles inducidas a baja temperatura ocurre también, al menos
cualitativamente, en los anfibios de zonas tropicales, cuando la
temperatura es moderadamente baja (6 — 12 °C).

La posibilidad de prolongar de esta manera, el curso temporal
de las contracturas de potasio ha permitido efectuar cambios de
soluciones durante su curso para estudiar el efecto de diferentes
procedimientos o de drogas. La figura 8.9 muestra que una con-
tractura de una sola fibra aislada de Rana pipiens inducida a 3 °C
(panel superior a la izquierda), puede ser interrumpida al repolarizar
la membrana y luego reanudada despolariziandola de nuevo (panel
inferior a la derecha). El experimento muestra claramente que el
curso temporal total de esta contractura es similar al curso
temporal de la contractura no interrumpida, en otras palabras, el
area debajo de ésta, es igual a la suma de las areas de los dos
componentes separados. Puede verse como el curso temporal de la
relajacion que ocurre espontaneamente en presencia de alto K, es
mucho mas lento que la relajacién rdpida que ocurre al repolarizar
la membrana. Como se ha mencionado arriba, esta relajacion
espontanea podria ser explicada en términos de un proceso de
inactivacion del mecanismo que controla la liberacion de calcio, o en
términos de vaciamiento de los depositos de Ca del Reticulo Sarco-
plasmatico. En el caso en que la repolarizacion pone un alto inmediato
a la liberacion de Ca, puede hablarse de un mecanismo de desac-
tivacion. Es posible terminar abruptamente una contractura exponiendo
la fibra a soluciones de anestésicos locales como la tetracaina, a
diferentes concentraciones y, con menor efectividad, también a
soluciones externas preparadas con 0 Ca (Caputo, 1972b).
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Figura 8.9. Las contracturas de potasio de fibra unica de Rana pipiens
obtenidas a baja temperatura muestran un curso temporal prolongado que
permite realizar cambios de soluciones. En este caso se muestra el efecto
de tetracaina a diferentes concentraciones y de una solucidén preparada
sin calcio, aplicadas durante la fase de meseta de contracturas inducidas a
baja temperatura. El ultimo registro muestra cdmo la contractura puede ser
interrumpida y luego restablecida. (Tomado de Caputo, 1972).

La posibilidad de interrumpir una contractura de potasio, y des-
pués reanudarla, ha sido aprovechada para comprobar si la relaja-
cion espontanea de las contracturas de potasio se debia a vacia-
miento de los depdsitos de Ca del RS (Caputo, 1976). La figura
8.10 muestra en el panel superior el registro de una contractura de
potasio (190 mM) de una fibra aislada de Rana pipiens a 4 °C,
interrumpida a los 13 segundos, al exponerla a la solucion fisiold-
gica normal y después de 13 segundos adicionales, al despolarizarla
de nuevo con la soluciéon de alto potasio. En el panel inferior se
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muestra que después de interrumpir una contractura de potasio, se
puede inducir una prolongada contractura de cafeina (2,5 mM) y
después que la fibra se relaja al lavar la droga, se contintia la
contractura de potasio interrumpida. El experimento demuestra
claramente que los depositos intracelulares de Ca son capaces de
sostener una contractura de cafeina ademas de la contractura de
potasio. Esta conclusion fue reforzada por resultados similares
obtenidos en ausencia de Ca extracelular.

K
2,51190 2,5 190 2,5

Cafeina 0—' 2,5 1 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 8.10. Intercalacién de una contractura de cafeina durante el
periodo de interrupciéon de una contractura de potasio, a baja temperatura.
(Modificado de Caputo, 1976).

Efectos del Ca extracelular

El papel del Ca extracelular en el fenomeno de AEC ha sido
objeto de numerosos trabajos y mucha controversia por largo
tiempo. A partir de los trabajos de Heilbrunn (Heilbrunn,1943;
Heilbrunn y Wiercinsky, 1947) demostrando que el Ca era el unico
de todos los iones fisiologicos que al ser inyectado en una fibra
muscular producia contraccion, se empezo a reforzar la idea de que
el Ca podria funcionar como enlace entre la despolarizacion de la
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membrana y el acortamiento de las miofibrillas en musculos
esqueléticos. La evidencia directa para ello se basaba en los
experimentos de Heilbrunn, y la evidencia indirecta, en el hecho de
que el influjo de Ca aumentaba durante la actividad eléctrica y las
despolarizaciones por potasio en axén de calamar (Keynes y Lewis,
1956), y por la importancia de la presencia del Ca externo en
contracciones y contracturas, especialmente a nivel del musculo
cardiaco.

La demostracion de la capacidad de acumulacion de Ca por
parte del RS (ver Cap. 3), indicaba que esta estructura pudiera
tener importancia en la liberacion de calcio para el fendmeno de
activacion contractil. Los trabajos de Winegrad, ya discutidos,
utilizando técnicas auto-radiograficas para estudiar la movilizacion
del Ca en los compartimientos intracelulares, confirmaron que
durante la actividad contractil habia traslocacion de Ca en las
diferentes regiones del RS.

Anteriormente, Heilbrunn (1943) habia propuesto que diferentes
tipos de estimulacion podian causar liberacion de Ca de la super-
ficie o de regiones externas de las fibras musculares, y que este
Ca, entrando en la célula, producia la contraccion. Sin embargo Hill
(1949), basado en el retraso de unos pocos ms con el que se
desarrolla la tension después de un potencial de accion, y en el
calculo tedrico de los tiempos de difusion, de aproximadamente un
segundo, demostré que la difusion de cualquier sustancia desde la
superficie de una fibra hacia su interior era demasiado lenta para
ser compatible con la activacion contractil. Con admirable perspi-
cacia, Hill concluyé que la penetracion radial de una sefial desde la
superficie de una fibra, tenia que ocurrir por un mecanismo
diferente a la difusion. En 1952, en su famoso articulo de revision
en el cual se utilizd el término AEC por primera vez, Sandow
retom6 los argumentos de Heilbrunn proponiendo que un meca-
nismo de difusion de intercambio (exchange diffusion), facilitado
por atraccion electrostatica entre el Ca y las miofibrillas, pudiera
acelerar la difusion del calcio desde la superficie hacia el centro de
la fibra. Esta idea fue reforzada con la demostracion por Huxley y
Taylor, de la activacion local a nivel de la linea Z en fibras de
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rana, que indicaba una especializacion estructural que favorecia la
penetracion de la informacion hacia el centro de la fibra. El
redescubrimiento del sistema de tbulos-T y la demostracion de que
los tabulos estaban abiertos hacia el medio extracelular, revitalizaron
la idea de que el Ca extracelular podia activar las miofibrillas,
puesto que los argumentos de Hill ya no valian debido a la
reduccion de las distancias difusionales.

Bianchi y Shanes (1959) utilizando “*Ca demostraron que en
musculos sartorios estimulados eléctricamente habia una entrada
extra de Ca de 0,2 pM/cm? por impulso. Al reemplazar el Cl por
NO, como el anion principal en el medio externo, obtuvieron un
aumento en la entrada extra por impulso equivalente al 60%, sin
efectos sobre el flujo de reposo. El efecto potenciador del NO,
también causaba un aumento en el area debajo del trazo de la
tension de un 60%, sugiriendo una relacion directa entre tension de
la sacudida y entrada de Ca. La entrada de Ca también aumentaba
durante las contracturas de potasio. Curtis en 1966 demostro que la
entrada de Ca en fibras aisladas estimuladas era de 0,34, 0,73 y 1
pM/cm? en soluciones con 0,5, 1 y 1,8 mM de Ca.

La hipotesis de que la entrada de Ca era el enlace entre
excitacion y contraccion fue reforzada aun mas cuando se de-
mostro que eliminando el Ca externo se eliminaban también las
contracturas de potasio, pero no las de cafeina (Frank, 1960, 1962).
Diferentes cationes divalentes, algunos de los cuales no producen
una respuesta contractil al ser inyectados en una fibra muscular,
podian sustituir al Ca en el mantenimiento del AEC (Frank, 1980).
Alternativamente, estos resultados podian indicar que el Ca externo
era necesario para mantener funcionales a los mecanismos de
acople, actuando o a nivel de la membrana o en un sitio cercano.
Jenden y Reger (1963) y Edman y Grieve (1965) demostraron que
la pérdida de la capacidad de contraerse en respuesta a esti-
mulacion eléctrica en ausencia de Ca extracelular, se debia a la
alteracion de las propiedades eléctricas de la membrana de las
fibras musculares, ya que la membrana celular se despolarizaba
paulatinamente, llegando asi a una pérdida de la excitabilidad o a la
inactivacion del mecanismo de acople.
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La importancia de la disminucion del potencial de membrana en
la pérdida de la respuesta contractil en ausencia del Ca externo fue
demostrada por Curtis (1963) quien pudo restablecer la contrac-
tilidad pasando una corriente hiperpolarizante que restauraba el po-
tencial de membrana a valores normales. Sin embargo, en con-
diciones en las cuales las fibras no se despolarizan aprecia-
blemente, en una solucion preparada sin agregar Ca externo, la
actividad contractil en respuesta a estimulacion eléctrica se man-
tiene por mucho tiempo, como se muestra en la figura 8.11
(Caputo y Giménez, 1967). Bajo estas condiciones la tension maxi-
ma de las contracturas de potasio no es afectada, pero el curso
temporal de las contracturas de potasio se hace mas rapido, per-
diéndose la caracteristica fase de meseta. Este fenomeno ha sido
explicado en términos de un mecanismo de inactivacion que se
acelera en ausencia de Ca extracelular (Caputo y Giménez, 1967,
Caputo, 1972). No ocurre cuando el Ca es sustituido por otros
cationes divalentes como Zn o Sr. Una explicacion plausible para el
efecto del 0 Ca sera comentada al final del capitulo.

La capacidad de diferentes cationes divalentes para mantener la
actividad contractil de las fibras musculares habia sido relacionada
con sitios especificos que hoy en dia se identifican como sensores
de potencial. Estos constituyen parte de la especie molecular cono-
cida como Receptor de Dihidropiridina (DHPR) y su mani-festacion
eléctrica es el movimiento intramembranario de carga, tema que
sera tratado mas adelante.

Un aumento en la concentracion de Ca extracelular produce un
corrimiento hacia potenciales mas positivos tanto de la curva de
activacion como de la curva de inactivacion contractil en el estado
estacionario (Liittgau, 1963). Por otra parte una disminuciéon de Ca
produce el efecto contrario (Curtis, 1963; Caputo, 1967;
Frankenhaeuser y Lannergreen, 1967). El corrimiento de la curva
de inactivacion, hacia potenciales mas negativos, unido a una
disminucion del potencial de reposo, hace entrar a las fibras mas
susceptibles en un estado de inactivacion, pudiéndose asi explicar
(Melzer, Herrmann-Frank y Liittgau, 1995) la pérdida de la capa-
cidad contractil en ausencia del calcio externo.
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La demostracion de la presencia de corrientes de entrada de calcio
en musculo esquelético por Stefani y colegas (Beaty y Stefani, 1976;
Sanchez y Stefani, 1978; 1983) abria la posibilidad de que las corrien-
tes de Ca pudieran contribuir a mantener la fase de meseta en una
contractura bajo condiciones de Ca externo normal. Esto explicaria los
cambios en el curso temporal de estas respuestas contractiles. Sin
embargo, se ha demostrado que al sustituir el Ca externo por Ni , el
curso temporal de las contracturas no cambia (Caputo, 1981).

0Ca

0 10 20 30 40 50 60
SEGUNDOS

Figura 8.11. Efecto del calcio extracelular sobre las sacudidas simples de
una fibra aislada de Rana pipiens. La flecha indica el momento en que la
solucion externa fue cambiada por una solucion preparada sin Ca. En esta
soluciéon la concentracion de Ca libre debida a contaminacion fue de 6 uM.
(Tomado de Caputo y Gimenez, 1976).
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Es necesario remarcar, que el Ni bloquea los canales de Ca, y
no sustituye al Ca como activador de los filamentos contractiles. En
un trabajo de particular importancia se demostréo que el D600, un
derivado del verapamil, conocido bloqueador de los canales de Cal-
cio tipo L, de la familia de las fenilalquilaminas, causa paralisis en
una fibra muscular después de una contractura de potasio maxima,
probablemente mediante un mecanismo de inactivacion (Eisenberg
et al., 1983).

Los experimentos realizados con soluciones preparadas sin
afiadir Ca, y con los cuales se demostraba que las fibras aisladas
seguian generando tension normal en respuesta a estimulacion
eléctrica 0 a un aumento del K extracelular, claramente indicaban
que el Ca extracelular no era necesario para la activacion de las
proteinas contractiles. Sin embargo, la demostracion de un me-
canismo de liberacion de Ca inducida por Ca, (mecanismo que sera
discutido luego), en fibras musculares desmembranadas (Ford y
Podolsky, 1970; Endo, 1970) reabria la posibilidad de que el Ca de
contaminacion presente en soluciones preparadas sin afadir Ca,
estimado en unos pocos uM, pudiese disparar la liberacion de Ca
adicional del RS. Esta posibilidad fue descartada por experimentos
(Armstrong et al., 1972) en los cuales se mantenia la capacidad
contractil de fibras bafadas en soluciones preparadas sin Ca y con
1 mM de EGTA, en las que la concentracion estimada de Ca
extracelular libre era de aproximadamente 10° M. Con esta
cantidad de Ca externo la posible entrada de Ca asociada a un
potencial de accion seria infima y sin posibilidad de ejercer una
accion disparadora para la liberacion ulterior de Ca.

La posibilidad de que esta baja concentracion de EGTA no
fuese suficiente para remover todo el Ca de los tibulos-T fue
explorada por Barrett y Barrett, (1978), quienes utilizaron 80 mM
EGTA. En esta condicion las fibras se despolarizaban y se hacian
inexcitables. Mediante pulsos hiperpolarizantes se podia restablecer
un valor de potencial de reposo, que hacia posible la generacion de
potenciales de accion disminuidos en magnitud, 80 mV vs los 140
mV que usualmente se obtienen bajo condiciones normales. Estos
potenciales de accién disminuidos, no eran capaces de evocar una

253



Carlo Caputo

respuesta contractil. Este punto fue retomado por Liittgau y colegas
(1979) quienes aun en presencia de 80 mM EGTA, pero pro-
tegiendo la membrana de las fibras con Mg, demostraron que las
fibras desarrollaban tension en respuesta a estimulos eléctricos.
Una posible explicacion para los resultados negativos de Barrett y
Barrett (1978) pudiera encontrarse en el hecho de que como con-
secuencia de la despolarizacion prolongada de la membrana, no solo
se inactiva la conductancia de sodio responsable de la generacion
del potencial de accion, sino también el mecanismo que provee
sensibilidad al voltaje al fenomeno de AEC, como se vera luego. El
tiempo de recuperacion de este mecanismo es bastante mas
prolongado que el de recuperacion del potencial de accion.

Los resultados discutidos arriba prueban claramente que el Ca
extracelular, esté libre en solucion, o adsorbido en el lado externo
de la membrana, no participa de manera directa en la activacion de
las proteinas contractiles, y que este papel es ejercido por el Ca
que proviene de depdsitos intracelulares, como lo venian indicando
otros investigadores que estudiaban los mecanismos de acumulacion
y liberacion de Ca, ya sea en vesiculas aisladas del RS o en fibras
intactas, (Weber y Herz, 1968). Sin embargo, la importancia del Ca
extracelular para el funcionamiento de las fibras musculares, parece
estar avalado por los diferentes mecanismos de entrada que han
sido descritos.

En los trabajos comentados arriba, el término inactivacion se ha
utilizado refiriéndose a algiin fenomeno, no identificado, en la serie
de eventos del AEC. Con el descubrimiento del movimiento de
carga intramembranario, y su identificacion como manifestacion eléc-
trica de la operacion de los sensores de voltaje para el AEC, se hizo
claro que el término inactivacion, como fue anteriormente usado, se
referia a la inmovilizacién de carga que ocurre cuando la membrana
de las fibras musculares es despolarizada, como se vera luego.

Fibras Desmembranadas; Preparacion de Natori

El uso de fibras aisladas se hizo muy comun a partir de los
trabajos de Hodgkin y Horowicz (1959-1960), ya que permitia
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disminuir los retrasos difusionales inherentes a musculos enteros,
ademas de permitir registrar la actividad contractil, especialmente
de contracturas de potasio y de cafeina de fibras Unicas. Sin
embargo, se empezaron a usar otras preparaciones que ofrecian
ventajas particulares, como las fibras desmembranadas, y las fibras
cortadas montadas en camaras con sellos de vaselina, como se
vera a continuacion.

La preparacion de fibras desmembranadas quimicamente, tiene
su origen en la de las fibras musculares tratadas con glicerol,
introducida por Szent-Gyorgyi en 1949 que habia permitido demos-
trar la importancia del ATP para las interacciones entre miosina y
actina. En este caso, el tratamiento utilizado por Szent-Gyorgyi,
eliminaba las membranas celulares de los musculos. Mas recien-
temente el glicerol ha sido desplazado por detergentes no-ionicos,
como el lubrol-WX, para eliminar el sistema de membranas de las
fibras musculares, y permitir que el medio extracelular tenga
acceso directo a las proteinas contractiles, pudiéndose asi estudiar
directamente el comportamiento de la maquinaria contractil bajo
diferentes condiciones experimentales, sin las complicaciones del
sistema de membranas intracelulares (Julian 1971). La figura 8.12
muestra la relacion entre la tension desarrollada por las fibras
musculares y la concentracion de Ca, obtenida con esta misma
preparacion por Podolsky y Teicholz (1970) que de esta manera
confirmaron los resultados de trabajos previos en los cuales se
habia determinado la afinidad de las miofibrillas por el Ca.

Como ya se ha mencionado, una variante de esta técnica,
introducida por Natori (1954), consiste en eliminar manualmente
porciones de la membrana superficial, abriendo el interior celular al
medio externo, con la fibra bafiada en aceite mineral, y luego
pasarla a una solucién que simula el medio intracelular. En este
caso, el sistema de membranas intracelulares, correspondiente al
segmento de fibra desnudada, puede quedar parcialmente intacto y
funcional, dependiendo de la habilidad y de las necesidades del
experimentador. Se ha visto como Ford y Podolsky (1970), y Endo
(1970), utilizando esta preparacion, pudieron demostrar el fenomeno
de liberacion de calcio inducida por Calcio (Civan y Podolsky,1966;
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Figura 8.12. Relacion entre la fuerza contractil desarrollada por un
segmento de fibra sin membrana, preparacion de Natori, y la concen-
tracion de calcio. La curva fue obtenida en presencia de deoxicolato,
inhibidor de la ATPasa de Ca del RS, para evitar que la actividad de la
bomba de Ca afectara la concentracion de Ca en las soluciones expe-
rimentales. (Modificado de Podolsky y Teicholz 1969).

Costantin y Podolsky (1967) Podolsky y Teicholz, 1970). Hellam y
Podolsky (1969) demostraron que estas fibras podian contraerse en
respuesta a estimulacion eléctrica, de manera gradual o de manera
todo o nada, indicando que los tibulos T se podian resellar, facili-
tando el restablecimiento de un gradiente eléctrico a nivel de las
membranas intracelulares, debido a una redistribucion de los iones
Na y K. Presumiblemente la actividad de la bomba Na/K promovia
esta redistribucion idnica, ya que en presencia de glicosidos
cardiacos, que inhiben la bomba de Na/K, las fibras no respondian
a la estimulacion eléctrica. Lamb y Stephenson (1990a y b), estan-
darizaron la técnica de Natori, y establecieron las condiciones oOpti-
mas para que los tubulos transversos de fibras musculares de sapo
se resellaran, y se estableciera una diferencia de potencial entre la
luz de los tubulos y el medio externo. La figura 8.13 muestra un
esquema de como quitar la membrana plasmatica en un segmento
de fibra, y la configuracion de los compartimientos celulares en un
segmento de fibra intacto, y en uno desmembranado, después que
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los tibulos T se han resellado. La solucion en la cual se bafia la
fibra después de quitar la membrana plasmatica contiene 117 mM
K, un anion divalente impermeable y ATP. Bajo estas condiciones
la bomba de Na/K transporta Na del mioplasma hacia la luz de los
tubulos, intercambiandolo por K. De esta manera la concentracion
de K en la luz de los tiibulos disminuye, creandose un gradiente de
concentracion que establece una diferencia de potencial entre los
tubulos sellados y el mioplasma, que esta abierto al medio extra-
celular. Al sustituir el K del medio por Na, la membrana de los
tubulos se despolariza, lo cual lleva a la liberacion masiva de Ca
del RS, lo cual causa una respuesta contractil analoga a una
contractura de K.

En una extensa serie de trabajos, Stephenson y colegas demos-
traron que en esta preparacion, que permitia el acceso directo al
medio intracelular, se mantenia el control del potencial de mem-
brana sobre los mecanismos de liberacion de calcio del RS. Esto
permitio estudiar el efecto de diferentes compuestos, no permeables
en fibras musculares intactas, tanto sobre los mecanismos de AEC,
como sobre la maquinaria contractil. Asi, Lamb y Stephenson
(1991) reportaron que las fibras se contraian espontaneamente
cuando el Mg se bajaba de ImM a 0,05 mM, debido a una libe-
racion masiva de Ca que vaciaba los depoésitos de este cation del
RS. Esta respuesta no era afectada por despolarizacion de la mem-
brana. Por otra parte, en ausencia de ATP la eliminacion del Mg
no tenia efecto. En presencia de 10 mM Mg, la despolarizacion no
inducia respuesta contractil. Estos efectos confirmaban la accién
inhibitoria del Mg sobre la activacion de canales de Ca incor-
porados en bicapas (Smith et al.,, 1086; Meissner et al., 1988).
Ademas, Lamb y colegas también reportaron el efecto inhibitorio,
dependiente del uso, de la heparina sobre el mecanismo de ECC, y
un efecto directo sobre las proteinas contractiles, aumentando su
sensibilidad al Ca (Lamb, Posterino y Stephenson, 1994). En otro
trabajo se demostro que el pH ligeramente alcalino, 7,6 a 8 poten-
ciaba la respuesta contractil, mientras que el pH ligeramente acido,
6,5, lo inhibia (Lamb, Recupero y Stephenson, 1992). Recien-
temente, el mismo grupo extendié el uso de la técnica a fibras
musculares de mamifero (Owen et al., 1997).
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Figura 8.13. Preparacion de Natori. El esquema superior muestra el
procedimiento para eliminar la membrana plasmatica de un segmento de
fibra. Los esquemas inferiores muestran los diferentes compartimientos en
los segmentos intactos y desmembranados. En este caso los tibulos T se
resellan formando un compartimiento separado. (Dibujo cortesia del Prof.
Graham Lamb).

Liberacion de Ca inducida por Ca (Calcium Induced
Calcium Release)

Los resultados obtenidos con las contracturas de potasio y con
la aplicacion de las técnicas de control de potencial, habian indicado
claramente que el desarrollo de tension en las fibras musculares
esta bajo control del potencial de membrana. Adicionalmente, se
habia demostrado que el fendomeno de contraccion ocurria en la
virtual o total ausencia de calcio del medio externo, indicando la
importancia de los depositos intracelulares de calcio para la acti-
vacion contractil.
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La disponibilidad de compuestos quelantes de calcio que per-
mitian el control de la concentracion de este ion en soluciones
experimentales, por debajo del rango micromolar, estimul6 estudios
para medir cuantitativamente la relacion existente entre el desarrollo
de fuerza y la concentracion de calcio. Para ello, se recurrié al uso
de preparaciones de fibras musculares en las cuales por medios
mecanicos 0 quimicos se eliminaba el sarcolema para dejar los fila-
mentos contractiles expuestos al medio externo, cuya composicion
podia ser cambiada segun las necesidades experimentales. La pre-
paracion de Natori, mencionada en la seccion anterior, en la cual
se quita el sarcolema en un segmento de una fibra muscular bajo
aceite, fue una de las preferidas para estos fines (Figura 8.13).

Esta preparacion ofrece la ventaja que la mayor parte del RS
queda intacta y funcional, por lo cual es posible inducir la liberacion
de Ca bajo condiciones en que los otros componentes ionicos del
mioplasma pueden estar bajo control del experimentador.

En 1969 Hellam y Podolsky, utilizando fibras de anfibio des-
nudadas del sarcolema por procedimiento mecanico demostraron
que la tension desarrollada era funcion del pCa, pero la tasa de
desarrollo de tension era mucho menor de lo que se hubiera
esperado considerando la difusion del Ca hacia las miofibrillas. El
retraso se minimizaba al tratar las fibras con deoxycolato, un
detergente que destruia el sistema de membranas internas. Esto
indicaba que la actividad secuestradora de Ca del RS, energizada
por ATP, era la causa del retraso en el desarrollo de tension. En
un trabajo posterior, Ford y Podolsky (1970) encontraron que en
fibras que habian acumulado suficiente Ca, la exposicion a una
concentracion relativamente baja de este ion, disparaba la liberacion
masiva del Ca acumulado en el Reticulo Sarcoplasmatico.

De manera independiente y casi simultanea, Endo (1970) habia
hecho el mismo descubrimiento. La figura 8.14 muestra los resul-
tados obtenidos en los dos laboratorios. El trazo superior (Ford y
Podolsky) muestra que después que el RS de una fibra se habia
cargado en una solucion tamponada de Ca, al pasar a una solucion
con una concentracion de Ca libre de 0,01 mM, se produce una
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contraccion casi maxima debida a la liberacion masiva de Ca del
RS estimulada por el mismo Ca. El trazo inferior muestra un
experimento muy similar (Endo) en el cual, en presencia de
cafeina, al pasar de una soluciéon con 10®* M a una con 10° M de
Ca, se dispara la contraccion. Esta modalidad de liberacion de
calcio, conocida como liberacion de calcio inducida por calcio,
CICR, habia sido propuesta afios antes por Bianchi y colegas,
(Weiss y Bianchi, 1965; Bianchi y Bolton, 1967) quienes, en un
intento de asignarle una funcion fisiologica a la pequefia entrada de
calcio asociada a un potencial de accion de las fibras musculares,
habian postulado la posibilidad de que esta pequefia cantidad de
calcio podia disparar la liberacion de mas calcio del RS.

Ca libre
Ca 1
tamponado EGTA :
EGTA 0,1 I
0,1 l J'O,il
ey
e Y Ly

[

Ca 10-8 M
Caff 2 nM

Ca 10-6 M
Caff 2 nM

Figura 8.14. Liberacion de Ca inducida por calcio en preparaciones de
Natori. En los dos casos, después de un periodo durante el cual el RS se
carga de Ca, al ser expuesta la fibra a una concentracion mayor de Ca,
pasando de 0,1 a 0,01 mM EGTA, trazo superior, y de 10® a 10 M, trazo
inferior, se produce una liberacion masiva y espontanea de calcio.
(Modificado de Ford y Podolsky, 1972 y Endo 1972).
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La demostracion de que bajo ciertas condiciones los iones Ca
desde el lado mioplasmatico pueden activar la apertura de canales
de liberacion de Ca incorporados en membranas lipidicas (Smith y
col. 1986), sustenta la presencia del fenémeno de liberacion de Ca
inducida por Ca.

En su importante revision bibliografica sobre los mecanismos de
liberacion de calcio, Endo ha analizado varios aspectos para poder
decidir si el mecanismo de CICR, tiene un papel fisiologico en la
activacion del mecanismo contractil. La primera conclusion a la que
llegd fue que la concentracion de Ca que se tenia que alcanzar
para inducir el CICR era 3 x 10* M, valor que él consideré muy
alto para ser alcanzado en el espacio entre tubulo-T y RS, bajo
condiciones fisiologicas.

Un segundo aspecto considerado fue que el efecto inhibitorio de
la procaina sobre el CICR no era acompafiado por un efecto
similar sobre la liberacion de Ca inducida bajo condiciones fisiolo-
gicas. Un trabajo de Heistracher y Hunt (1969b) habia demostrado
que la procaina no inhibia la contraccion de fibras musculares de
culebra despolarizadas bajo condiciones de voltaje controlado,
resultado confirmado para el caso de las contracturas de potasio.
Sin embargo, un trabajo posterior, (Caputo et al, 1979) demostro
que la procaina inhibia la respuesta contractil en fibras cortadas de
rana, bajo condiciones de control de potencial. Luego se demostro
que en fibras intactas de Rana, la procaina era inefectiva por ser
impermeable a pH neutro, mientras que a un pH alcalino, cercano
a su pK de disociacion es permeable y efectivamente inhibe las
contracturas de potasio (Sanchez y Caputo, 1987). En el caso de
las fibras desnudas la permeabilidad de la membrana plasmatica a
la procaina no es relevante.

Posiblemente la razéon real para concluir que el CICR (de-
pendiente de la entrada de Ca del medio externo como factor
disparador del fenémeno) no tiene un papel fisiologico, es la
demostracion de que las fibras musculares se pueden seguir
contrayendo por mucho tiempo en condiciones de bajas o muy
bajas concentraciones de Ca extracelular, como ya se ha discutido.
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Ademas, se ha demostrado que bajo condiciones de control de
potencial, una repolarizacion rapida durante una contraccién, causa
una relajacion inmediata, indicando que el mecanismo de liberacion
de calcio esta bajo estricto control del potencial de membrana. Sin
embargo el fenomeno de CICR, que tiene una importancia fun-
damental para el musculo cardiaco, también parece tener impor-
tancia fisiologica en musculos esqueléticos, pero bajo otro contexto
como se vera luego.

Control de potencial con fibras cortadas con uno, dos o
tres sellos de vaselina

Después que se aclarara la naturaleza de las corrientes idnicas
asociadas al potencial de accion en axones gigantes de calamar, la
técnica de dos o tres microelectrodos, aplicada a las fibras mus-
culares permitié estudiar los cambios de conductancia asociados al
potencial de acciéon en esta preparacion, y algunos de los feno-
menos asociados a la activacion contractil. A partir del estudio de
los potenciales de reposo y de accion, se pudieron derivar conclu-
siones importantes sobre el funcionamiento de los tejidos excitables,
y también coémo estos parametros podian cambiar dependiendo de
las concentraciones ionicas en el medio externo (Jenerick, 1959).
En el caso de las fibras nerviosas mielinicas, debido a que es
imposible usar los microelectrodos, Huxley y Stampfli (1951) idea-
ron un método potenciométrico para la determinacioén precisa del
potencial de reposo y de accion en esta preparacion. El método
consistia en generar una corriente longitudinal (de dafio) que fluia a
través de una barrera que separaba eléctricamente un nodo (de
Ranvier), mantenido en solucion fisiologica, del nodo contiguo que
se exponia a una solucion de alto potasio, aplicando al mismo tiem-
po un potencial suficiente para llevar la corriente a cero, de mane-
ra que el potencial aplicado era igual al potencial de membrana.
Esta técnica fue primero mejorada por Frankenhaeuser (1957),
quien la automatizo incluyendo un sistema de retro-alimentacion, y
luego fue modificada por Dodge y Frankenhaeuser (1958) quienes
la adap-taron para experimentos de control de potencial, con lo cual
pudieron demostrar que las bases ionicas de los potenciales de
accion de nervios mielinicos de mamifero eran las mismas que las
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descritas por Hodgkin y Huxley en los axones de calamar. Hace-
mos esta digresion, porque Frankenhaeuser y colegas (1966) de-
mostraron que la misma técnica podia ser utilizada para el estudio
de las corrientes i6nicas de fibras musculares. Moore (1972) fue de
los primeros en usarla para este fin, sin embargo, de su articulo se
desprende que cortaba las fibras de un solo lado en el extremo
distal al segmento montado en la camara, con los tres sellos de
vaselina, lo cual tiene que haber dificultado el paso de corriente
hacia el interior de las fibras. En 1976, Hille y Campbell utilizaron
amplificadores que permitian compensar por la resistencia en serie
externa y por la impedancia asociada al paso de corriente hacia el
interior de las fibras, pudiendo mejorar la respuesta de frecuencia.
Para mejorar el control del potencial de membrana utilizaron seg-
mentos de fibras, que después de montadas en la cédmara eran
cortadas de nuevo. En versiones posteriores de la técnica, diferen-
tes autores emplearon saponina o cortes de tijeras en las porciones
distales de las fibras, para facilitar aun mas el paso de corriente.
La técnica con tres sellos de vaselina, desarrollada por Hille y
Campbell (1976), ha sido utilizada exitosamente no solo para el
estudio de corrientes de sodio (Campbell y Hille, 1976), sino tam-
bién para estudiar el movimiento de carga (Caputo y Bolafios,
1989) y caracterizar un movimiento de carga rapido en fibras mus-
culares, que pudiera estar relacionado con la activaciéon de los cana-
les de sodio, que estan en alrededor del 95% situados en la membrana
superficial de las fibras musculares, (Collins et al., 1982).

La figura 8.15 muestra esquematicamente una variante de la
técnica de Hille y Campbell, utilizada en nuestro laboratorio. Los
tres sellos de vaselina, 1, 2, y 3 separan las fibras en 4 segmentos,
dispuestos en los compartimientos E, A, B y C que por medio de
electrodos de Ag-AgCl estan conectados al circuito de control de
potencial, modificado por F. Bezanilla.

Modificaciones de esta técnica, empleando uno y dos sellos de
vaselina, han permitido registrar simultaneamente fenémenos eléc-
tricos, como el movimiento de cargas y sefiales de calcio utilizando
indicadores metalocromicos de Ca como el arsenazolV o el
antipirilazolll, o los indicadores fluorescentes de Ca como el Fluo-3
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o el Rhod-2, como se vera en el capitulo 9. Este desarrollo ha
permitido un avance fantastico en nuestro entendimiento del
fenémeno de AEC.
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Figura 8.15. Diagrama esquematico del control de potencial con un fibra
cortada y montada en una camara con triple sello de vaselina. Los tres
sellos de vaselina 1, 2 y 3 separan los pozos E, A, B y C los cuales
estan conectados con electrodos de Ag-AgCl al circuito de control de
potencial que se muestra en la parte inferior.

Corrientes intramembranarias no lineales

Una caracteristica particular de los fendmenos bioldgicos que
son activados por el potencial de membrana, es la empinada
dependencia del potencial y el estrecho rango de potencial en el
cual se manifiestan.

Hemos visto como para el caso de una fibra muscular (de rana)
el potencial de membrana es alrededor de -100 mV, mientras que
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el pico del potencial de accion llega a los + 40 mV, con un rango
maximo de operacion de ~150 mV. En condiciones normales, el
desarrollo de tension contractil empieza a un valor umbral de -50
mV y llega a la saturacion a -30 mV, o sea, el fenomeno contractil
opera en un rango de 20 mV.

Para el caso de la membrana celular de un axon, el potencial
de accion tiene un rango de unos 110 mV. La permeabilidad del
sodio y del potasio, durante un potencial de accion cambia por un
factor de, 2,18, para un cambio de potencial de 4 a 6 mV, mientras
que, como lo ha comentado Wolf Almers (1978), la conductancia
de un diodo de estado solido requiere de 25 mV para cambiar por
el mismo factor. La posibilidad de este tipo de respuesta esta dada
por el movimiento de carga no lineal dentro de las membranas de
las células.

Ya en 1952 Hodgkin y Huxley habian postulado que la empi-
nada relacion entre las permeabilidades del Na y del K y el
potencial de membrana de axones de calamar (ver capitulo 6),
pudiese estar asociada con la presencia, dentro de la membrana de
moléculas de gran momento dipolar permanente, cuyo movimiento,
dentro de la membrana, pudiera controlar estas permeabilidades. El
movimiento de estas moléculas en respuesta a cambios de potencial
pudiera entonces, estar involucrado en la activacion de fendmenos
no lineales y ser, en principio, medido bajo forma de corrientes de
desplazamiento intramembranarias.

Hay que recordar que al imponer un campo eléctrico se
produce una acumulacioén de cargas eléctricas, de signo contrario, a
los dos lados de una bicapa, estas cargas provienen del medio en
el cual se encuentra la bicapa y dan origen a las corrientes
capacitativas. En el caso de haber especies cargadas dentro de la
bicapa, en la presencia de un campo eléctrico como seria el caso
de una molécula o una fraccion de molécula de proteina embebida
en la bicapa, al haber un cambio en el campo eléctrico estas
cargas se pueden desplazar dentro de la membrana, pudiéndose
registrar este movimiento de carga como una corriente intra-
membranaria.
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Movimiento de carga

En 1973 Schneider y Chandler trabajando con fibras musculares,
y Bezanilla y Armstrong, trabajando con axones gigantes de
calamar, reportaron de manera independiente y casi simultdnea la
presencia de corrientes capacitativas no lineales que pudieran ser el
resultado de dichos movimientos de cargas intramembranarias. En
el caso del axén de calamar se empled la técnica de control de
potencial con un electrodo compuesto e introducido longitudinal-
mente en el axon (ver capitulo 6), mientras que para el caso del
musculo se utilizd6 la técnica de control de potencial con tres
microelectrodos. En los dos casos para el registro de las corrientes
respectivas, ademds de promediar sefnales, fue necesario sustraer la
corriente capacitativa y bloquear todas las corrientes ionicas, con
TTX para la del Na, con TEA para la del K y con aniones
impermeables para la de cloruro. Ademas en el caso del musculo
fue necesario bloquear la contraccion con soluciones hipertonicas y
utilizar una solucién externa que contenia 5 mM Rb para reducir al
maximo la contribucién de la capacidad de membrana, por el
progresivo reclutamiento radial de tabulos transversales.

En los dos casos, uno de los requisitos para que estas corrientes
fuesen consideradas candidatas a un rol fisiologico, era que se
debian activar en una region del potencial de membrana fisiolo-
gicamente relevante, o sea, en la cercania del potencial que activa
la contraccion muscular, la activacion de la conductancia de sodio,
etc. Otro requisito absoluto para que se pudiesen considerar como
movimiento de carga intramembranaria era que la carga que se movia
en respuesta a la fase de subida del pulso de voltaje, fase ON, debia
ser igual a la carga que se movia al finalizar el pulso, fase OFF.

Con la técnica de control de potencial con tres microelectrodos
Schneider y Chandler (1976) pudieron demostrar un aumento de poco
mas del 10% en la capacidad especifica que empezaba a aparecer en
la cercania del umbral contractil, como se muestra en la figura 8.16.

La figura 8.17 muestra ejemplos de los protocolos de pulsos que
se han utilizado para medir el componente no lineal de las
corrientes intramembranarias, sustrayendo el componente lineal. Los
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Figura 8.16. Variacion de la capacitancia con el potencial de membrana de
varias fibras. La capacitancia de la membrana de las fibras ha sido medida
aplicando un pulso de voltaje e integrando el trazo de corriente. El valor de
las capacitancias ha sido normalizado por los valores obtenidos a poten-
ciales entre -130 y -150 mV. (Modificado de Schneider y Chandler, 1976).

dos trazos superiores muestran dos pulsos de voltaje, de igual
amplitud pero de signo contrario, con las respectivas corrientes que
son principalmente capacitativas. El primer pulso de voltaje, que es
despolarizante, cambia el potencial de membrana de un valor VH a
un valor Vm, mientras que el segundo pulso que es hiperpolarizante
lleva el potencial de membrana del mismo valor VH al valor -Vm.
Al sumarse, los dos pulsos de voltaje de igual amplitud y sentido
contrario, se cancelan. Al sumar las dos respuestas de corriente,
desaparece el componente lineal de la corriente capacitativa, y
queda el componente no lineal, que representa el movimiento de
carga en respuesta al pulso despolarizante. A este lo denominamos
Protocolo 1. El trazo que se muestra en la figura 8.18, fue obtenido
con este protocolo y muestra claramente que se cumple estric-
tamente el requisito de que la carga en el ON del pulso debe ser
igual a la carga en el OFF. En la parte inferior de la Figura 8.17
se muestra otro protocolo de pulsos, llamado Protocolo 2, ideado
por Bezanilla y Armstrong, para disminuir al maximo la posibilidad
de incluir en sus medidas de las corrientes no lineales, alguna
corriente i6nica activable a potenciales mas negativos que el po-
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Figura 8.17. Protocolos de pulsos utilizados para medidas del movimento
intramebranario de carga. En A el trazo de voltaje, Vm, muestra dos
pulsos de igual magnitud pero de signo contrario, aplicados desde un
potencial de mantenimiento VH; el trazo Im representa la corriente. La
corriente intramembranaria se obtiene sumando las corrientes asociadas a
los dos pulsos. En B, el pulso de prueba P viene aplicado desde el
potencial de mantenimiento VH. En este caso, se restan las corrientes
asociadas a 4 pulsos de amplitud P/4 aplicados desde un potencial
VH+SH que es un potencial muy negativo, en el cual no se activa
ninguna corriente. (Modificado de Bezanilla y Vergara, 1980).
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tencial de reposo. Para sustraer los pulsos, en vez de usar un pulso
de igual amplitud y de signo contrario, como en el caso del
protocolo 1, se usaba un niimero n de pulsos de amplitud P/n.

20 mV

-100 mV J

Figura 8.18. Registro idealizado de la corriente intramebranaria no lineal,
obtenido, con un pulso de 80 mV, después de sustraer la corriente
capacitativa lineal utilizando el protocolo de pulsos mostrado en la parte
superior de la figura 8.17. La integral con respecto al tiempo de la
corriente asociada al principio del pulso, Qon, es igual a la integral de la
corriente asociada al final del pulso, Qoff (Modificado de Almers, 1978).

Chandler y colegas (1976), encontraron que una despolarizacion
prolongada eliminaba o inmovilizaba la carga que normalmente se
mueve en una fibra polarizada como se muestra en la figura 8.19.
Este experimento ilustra como al despolarizar una fibra de -100 mV
a 0 mV, la capacitancia no lineal de una fibra disminuye hasta
desaparecer, para reaparecer luego, al repolarizar la fibra a su
valor inicial. Esta disminucion ha sido interpretada en términos de
inmovilizaciéon de cargas o inactivacion (Chandler et al.,1976;
Adrian y Almers, 1976), por lo cual propusieron el esquema que se
muestra en la figura 8.20, en el cual la carga que se encuentra en
estado de reposo, Qreposo, se activa en respuesta a una despo-
larizacion, Qactiva, y en caso que la despolarizacion es prolongada,
pasa al estado inactivado, Qinactiva, del cual s6lo puede ser res-
catada repolarizando la membrana.
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Figura 8.19. Dependencia de la capacitancia de una fibra del potencial de
membrana. En este caso se mide la capacitancia en respuesta a un pulso de
prueba aplicado desde -100 mV o 0 mV. La grafica muestra como en la fibra
despolarizada a 0 mV, el movimiento de carga disminuye hasta desaparecer.
(Modificado de Chandler et al., 1976).

La inactivacion del movimiento de carga, incluida en el esquema
inferior en la figura 8.20 es parecida a la inactivacion contractil
descrita por Hodgkin y Horowicz (1960), sugiriendo una relacion
entre los dos fendmenos.

La figura 8.21 muestra tres grupos de registros de movimiento
de carga obtenidos, utilizando el Protocolo 2, antes, durante y
después de someter una fibra, montada en una camara de tres
sellos de vaselina, a una despolarizaciéon a 0 mV. Las dos series
de registros a la izquierda y a la derecha de la figura, fueron
obtenidas manteniendo la fibra a un potencial de -100 mV, y
aplicando los pulsos despolarizantes de prueba, P, desde este
potencial a los valores indicados a la derecha, mientras que los
pulsos de sustraccion se aplicaban desde un potencial de -180 mV.

La dependencia de la carga Q del potencial de membrana
puede ser descrita por una distribucion entre dos estados tipo
Boltzmann:
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Figura 8.20. Posible diagrama de estado del movimiento de carga.
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Figura 8.21. Registros de corriente intramembranaria no lineal obte-nidos
a diferentes valores de potencial de membrana. Los registros a la izquierda y
a la derecha fueron obtenidos manteniendo una fibra a un potencial de -100
mV, y aplicando los pulsos de sustraccion desde un potencial de -180 mV
para minimizar la activacién de corrientes ionicas espurias. Los registros en
el centro fueron obtenidos manteniendo la fibra a un potencial de 0 mV.y los
pulsos de sustraccion aplicados desde un potencial de +70 mV. (Redibujado
de Caputo y Bolarios, 1989)..
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Qmax

Q) = —
1+ exp (V-V)/k

en la cual Q_  es la cantidad maxima de carga movible, V es el
punto medio del voltaje, o sea el punto en que Q = 0.5 Q_ 'y 1/k
representa la pendiente de la relacion Q-V, con k =RT/AZF donde
R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, F es
la constante de Faraday, Z es la valencia de la molécula cargada y
A es el espesor de la membrana en el cual se mueve la molécula.

La relacion entre carga y potencial para la fibra polarizada a -
100 mV, esta representada por la curva central en la figura 8.22,
identificable por los simbolos llenos y vacios. En este caso, el valor
de Q ha sido normalizado por la capacidad de la membrana, para
tener una medida del numero de cargas por area de membrana. Si
se considera que el valor de la carga maxima es 30 nC/uF, y se
toma en cuenta el hecho que 1 cm? de membrana tiene una capa-
citancia de 0.9 pF/cm?, la carga maxima corresponde aproximada-
mente a 2000 cargas electronicas por um? El numero de posibles
sitios de interaccion entre los sensores de voltaje y los canales de
liberacion de Ca, identificados como pies en las triadas, ha sido
estimado en 700/ um? (Franzini-Armstrong, 1970) la valencia de la
molécula que actiia como sensor de potencial seria igual a 3.

La curva que aparece en la parte inferior del grafico, fue
obtenida con la fibra despolarizada y los cuadrados, representan los
valores negativos obtenidos experimentalmente. La curva asi obte-
nida fue subida arbitrariamente, segiin lo muestra la flecha, hasta
alcanzar la linea de base de la primera curva. Los resultados
indican que el movimiento de carga puede redistribuirse entre dos
estados de acuerdo al valor del potencial de reposo. En el estado
en que se encuentra la fibra despolarizada, el valor de Qmax
practicamente no cambia, mientras que el parametro Vbar cambia
de — 50 mV a -110 mV y el valor de k cambia de 18 mV a 45
mV, indicando que el principal resultado de la despolarizacion es un
cambio importante en la sensibilidad al potencial de membrana.
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Figura 8.22. Curvas que describen la relacion corriente-voltaje en una fibra
mentenida a -100 mV o0 a 0 mV. (Redibujado de Caputo y Bolaiios, 1989).

Potencial de Membrana (mV)

Inactivacion del movimiento de carga

De acuerdo a la definicion dada por Adrian y Almers (1976), y
Schneider y Chandler (1976), la carga que se mueve con una fibra
polarizada se denomina Carga 1 o Q, Cuando la membrana es
despolarizada a valores cercanos a 0 mV por un cierto tiempo, la
distribucion cambia como se desprende de los registros presentados
en la figura 8.21. En este caso, la carga empieza a moverse a un
potencial cercano a los -70 mV, la mitad de la carga maxima se
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mueve a -100 mV, y el valor de k es de 30, y la carga maxima,
es alcanzada a un potencial de 170 mV. Esta carga se ha
denominado Carga 2 o Q,, y corresponde al estado de inactivacion.

Con respecto a este punto es importante aclarar que los
términos Carga 1 y Carga 2 son mas bien operacionales y no
indican necesariamente que se trata de dos entidades moleculares
diferentes, aun cuando esta posibilidad haya sido considerada por
diferentes autores. De hecho, Adrian y colegas (1976) exploraron
la posibilidad de interconversion entre Q, y Q,. Sin embargo, debido
a que al repolarizar una fibra despolarizada, el curso temporal de la
disminucion de Q, era mas lento que el de la reaparicion de Q,,
descartaron esta posibilidad, concluyendo que la Q, estaba asociada
al fenomeno de AEC mientras que la Q, se debia a otra molécula
no relacionada con AEC. Sin embargo Brum y Rios (1988), en un
experimento muy elegante, ilustrado en la figura 8.23, en el cual
midieron simultaneamente Q1 y Q2 en la misma fibra, demostraron
que al repolarizar la membrana desde 0 mV a -100 mV, la
desaparicion de la Q, ocurria al mismo tiempo que la reaparicion de
la Q,, y que también la desaparicion de Q,, al despolarizar de nuevo
la membrana, ocurria al mismo tiempo que la aparicion de la Q,.

Este resultado indica que es muy posible que se trate de la
misma especie molecular que dependiendo del potencial de mem-
brana, puede sufrir cambios conformacionales que le permiten
responder de manera diferente a cambios en el potencial de
membrana. En el caso de los axones, las corrientes intramem-
branarias, llamadas corrientes de compuerta (del inglés gating
currents), fueron inmediatamente asociadas con la apertura de la
conductancia de Na dependiente del potencial. Para el caso del
movimiento de carga Q, registrado en fibras musculares de rana,
debido a su lentitud, dos o6rdenes de magnitud mas lento que las
corrientes registradas en axo6n, después de haber descartado un
posible papel activador de la conductancia retardada de potasio, se
sugiri6 tentativamente que pudieran servir como sensores de voltaje
para el AEC. El trabajo de Schneider y Chandler (1973) permitio
postular un mecanismo de acople entre el fenémeno eléctrico a
nivel de los tabulos y la liberacion de Ca del RS, sin que hubiese
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una demostracion directa a su favor. Desde entonces, se ha reco-
lectado un abundante cuerpo de evidencias circunstanciales a favor,
y no se ha encontrado ninguna evidencia en contra de la hipdtesis
de acople.

POTENCIAL DE MEMBRANA

0 MV—| r.r'(_l
-110 Mv / /J

200 s 200 s 200 s

Figura 8.23. Experimento de Brum y Rios demostrando que en fibras
despolarizadas, el movimiento de carga no desaparece, sino que hay
interconversion reversible de Carga 1, medida a -100 mV, a carga 2,
medida a 0 mV. (Modificada de Brum y Rios).

El rango de potencial en que se mueve la carga, como se
muestra en las figuras 8.16 y 8.22, es compatible con la hipdtesis
de que el movimiento de carga participa en el fenémeno de
activacion contractil. De acuerdo con ella, Chandler y colegas
(1976a) demostraron:

1. Que el movimiento de carga es afectado apreciablemente
por el tratamiento de glicerol, indicando que, por los menos
en parte, estd localizado a nivel de la membrana de los tu-
bulos transversales. Si por el contrario, no hubiese sido afec-
tado en absoluto, indicando su localizacidén en la membrana
superficial, se hubiera descartado esa hipdtesis;
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2. Que no esta asociado a la activacion de la conductancia de
potasio y;

3. Que al despolarizar una fibra desde un potencial de reposo
de -80 mV a uno de -21 mV, el movimiento de carga dis-
minuia exponencialmente, con una constante de tiempo de
24 s hasta casi desaparecer, y se recuperaba también de
manera exponencial, con una constante de tiempo de 38s
al repolarizar la membrana a — 80 mV, como se ha mos-
trado en las Figuras 8.21 y 8.23. El curso temporal de la
disminucion y reaparicion de la carga era compatible con
los resultados obtenidos estudiando el fenémeno de inactiva-
cion y reactivacion contractil (Caputo, 1972a).

La inactivacion del movimiento de carga sugirio la posibilidad de
estudiar con mas detalle la relacion entre la reactivacion contractil
y la recuperacion del movimiento de carga en fibras despolarizadas.
Para estudiar la reactivacion contractil, Adrian, Chandler y
Rakowski (1976) determinaron la duraciéon necesaria de un pulso
hiperpolarizante para que la fibra, observada bajo microscopio,
apenas se contrajera, en respuesta a diferentes post pulsos
despolarizantes. La relacion entre carga reactivada y potencial de
membrana resultd ser una funcion sigmoidea, parecida a la obtenida
en las medidas de reactivacion contractil. Esta observacion sugeria
que la fraccion del movimiento de carga que se inactivaba en
fibras despolarizadas y se reactivaba en fibras repolarizadas, podia
ser la fraccion asociada al fenémeno de activacion contractil.

Con base en estos resultados, Chandler y colegas (1976 a y b)
propusieron un modelo de acople mecéanico entre la membrana del
sistema T y la de JRS. De acuerdo al modelo que se muestra en
la figura 8.24, y que se conoce como Modelo Mecanico. El
movimiento de carga en la membrana del tabulo-T, mueve un
elemento rigido conectado a la membrana del jRS permitiendo la
liberacion de calcio.

Como posibilidad alternativa los autores consideraron que el
movimiento de carga podia dar inicio a la formacion de algin
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compuesto activador de la liberacion de Ca, en un mecanismo que
pudiera ser denominado de transmision quimica. Este topico sera
tratado mas adelante.

Reticulo
Tabulo T Sarcopliasmico

g _

+ -

+

®

+ \

+

+

- +

Figura 8.24. Esquema del acoplamiento mecéanico de los sensores de
voltaje, receptores de dihidropiridinas, con los canales de liberacién de
calcio.

La dificultad de la técnica de los tres microelectrodos, y la
imposibilidad de utilizarla para experimentos en que la fibra podia
contraerse, impulsaron a diferentes autores, que deseaban estudiar
el movimiento de carga, a emplear técnicas derivadas de la descrita
por Hille y Campbell (1976) en diferentes versiones, con una, dos y
tres brechas de vaselina que ademas facilitaban el uso de
colorantes para medir simultineamente los transitorios de calcio.

La relacion entre carga movilizada y la duracion umbral de un
pulso de voltaje suficiente para producir una contraccion apenas
visible al microscopio, fue estudiada en detalle por Horowicz y
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Schneider (1981) usando el método de control de potencial con
fibras cortadas y un solo sello de vaselina (Kovacs y Schneider,
1978). De hecho, ellos determinaron el valor reobase de la curva
fuerza-duracion de estimulos subumbrales, o sea que no producian
signos de contraccion, y luego aplicando pulsos supra-umbrales
pudieron demostrar que la cantidad de carga necesaria para la
recuperacion de una contraccion era independiente del potencial de
membrana, para valores de potencial que estaban encima del valor
de la reobase. Estos resultados eran consistentes con la hipdtesis
de que el movimiento de carga estaba relacionado con el fenémeno
de activacion contractil.

Para reforzar la hipotesis de que el movimiento de carga, o sea
las corrientes intramembranarias no lineales descritas arriba,
constituian la manifestacion eléctrica de la operacion de los
sensores de voltaje del AEC, se empezaron a establecer para-
lelismos entre los efectos sobre el movimiento de carga de
numerosos agentes farmacoldgicos, como el dantrolene, (Hui et al.,
1984); anestésicos locales (Huang, 1982; Hui, 1983; Vergara y
Caputo, 1983) y aniones liotropicos (Gonzalez y Rios, 1993) y los
efectos de estos compuestos sobre los fendmenos contractiles. El
efecto del perclorato merece una particular atencion ya que todos
los resultados fueron consistentes con la idea que el movimiento de
carga cumple la funcion de sensor de voltaje para el Acoplamiento
Excitacion-Contraccion.

La idea, expresada por diferente autores, segun la cual el Ca
extracelular actua sobre algin sitio de la membrana que controla el
fenomeno de inactivacion contractil (Luttgau, 1963; Frank, 1960;
1961; 1980; Graf y Schatzmann, 1984; Caputo, 1967; 1972), indujo
a Rios y colegas (Brum et al., 1988; Pizarro et al, 1989), a
enfocar el problema desde el punto de vista de los sensores de
potencial. En una interesante serie de trabajos, utilizando fibras
cortadas y un sistema de control de potencial con dos sellos de
vaselina, Rios y colegas (Brum et al., 1988a; Brum et al., 1998b;
Pizarro et al., 1989), demostraron que en ausencia de Ca, el sensor
de voltaje se inactiva de manera uso dependiente, lo cual inhibe la
liberacion de Ca y causa la paralisis contractil. También demos-
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traron que no solo el Ca y algiin otro catiéon divalente son capaces
de mantener el sensor en el estado activable y evitar el proceso de
inactivacion, sino que también algunos cationes monovalentes pueden
hacerlo, aunque con diferente efectividad. Tanto los cationes divalentes
como los monovalentes, que interactian con el sensor de voltaje,
pertenecen a los grupos [ y II de la tabla periodica.

Con base en estos resultados propusieron la presencia de un sitio
‘activable’, el cual normalmente estd ocupado, por Ca u otro catidén
metalico, para que el sensor mantenga su capacidad de activarse.

La ausencia de cationes metalicos en el medio externo inhibe el
movimiento tanto de Carga 1 como de Carga 2, y causa la
inactivacion del AEC, medida en términos de los transitorios de Ca
reportados por el colorante antipirilazo III (Ver capitulo 9). El nivel
de recuperacion de esta inactivacion, en presencia de los diferentes
cationes, indica su efectividad, interpretada en términos de afinidad
para el sitio activable del sensor de voltaje.

Tabla 8.1. Afinidad relativa del sitio activable del sensor para los dife-
rentes cationes (modificada de Pizarro et al., 1989).

CATION Sitio “activable” Canal Ca tipo L Cardiaco
Afinidad Relativa Permeabilidad relativa
Ca 6.800
Sr 4.050 2.800
Mg 3.300 0
Ba 1.200 1.700
Li 6,8 9,9
Na 4,8 3,6
K 2,5 1,4
Rb 1,4 _
Cs* 1,0 1,0

(*)Tanto los valores de la Afinidad como de la Permeabilidad de los cationes han
sido normalizados con respecto al Cs, el ion de mas baja afinidad.
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La Tabla 1, muestra la afinidad relativa del sitio activable del
sensor para los diferentes cationes, y con objeto de comparacion
también muestra los valores de permeabilidad para diferentes iones,
del canal de Ca tipo L cardiaco (Tsien, 1987). Puede apreciarse el
alto grado de similitud, tanto cualitativa como cuantitativa, que
existe en el comportamiento de los cationes con respecto a los dos
parametros. Para el caso del canal de Ca, la secuencia de
permeabilidades ha sido interpretada en términos de la union del
cation con un sitio dentro del poro. Esto ha tenido dos conse-
cuencias: primero, permitido concluir que el sitio activable del sensor
era un sitio con afinidad para cationes metalicos, y al no estar
ocupado el sensor se inactivaba, mientras que las drogas anta-
gonistas de Ca estabilizaban el estado inactivado del sensor,
compitiendo con los cationes metalicos; y segundo, sugiri6 la
identidad entre el sitio activable del sensor y el sitio dentro del poro
del canal de Ca, permitiendo concluir que las interacciones entre
los cationes metalicos y la inactivacion del sensor de voltaje pueden
ocurrir también en los canales de Ca, y de otros iones. Segun esta
hipotesis la presencia de Ca y otros iones metalicos debiera
antagonizar la inactivacion voltaje dependiente de los canales
i6nicos. Para permitir la inactivacion, el cation permeable dentro del
canal debiera ser desalojado del poro. Como corolario de estos
experimentos del grupo de Rios, puede mencionarse que estas
conclusiones anticiparon, sin reconocimiento, la demostracion pos-
terior que, para el caso del canal de potasio Shaker, los iones
potasio antagonizan la inactivacion “tipo-C” dependiente del voltaje.

Componentes del movimiento de carga Q,

Adrian y colegas (Almers et al., 1975; Adrian y Almers, 1976;
Adrian y Peres 1978) habian demostrado que la Carga 1 estaba
compuesta por lo menos de dos componentes, separables por su
cinética, su dependencia del potencial de membrana y su sensi-
bilidad a ciertas drogas como la tetracaina. El segundo com-
ponente, denominado Qy que enlentecia la caida exponencial del
primer componente Q,, fue inicialmente asociado a la conductancia
retardada de potasio (Adrian y Peres, 1978). Sin embargo, esta
interpretacion fue rapidamente descartada, siendo sustituida por dos
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otras, originandose de esta manera un debate que ha dado origen a
numerosos trabajos. Utilizando fibras cortadas y la técnica con un
solo sello de vaselina Horowicz y Schneider (1981a) confirmaron la
presencia de un componente en la carga ON identificable con Q,
y tentativamente lo explicaron como resultante del proceso de
liberacion de Ca, proponiendo que un aumento de Ca en el espacio
entre los tibulos-T y el SR, podia producir un cambio de potencial
de superficie en los tubulos T, lo cual podia ser la causa de Q,
segun sugerencia de Knox Chandler. Sin embargo, por primera vez,
citando una comunicacion personal de Adrian y Caputo, Horowicz
y Schneider, (1981b) mencionaron que concentraciones de tetra-
caina que bloqueaban la contraccion, también eliminaban este
componente. De esta manera se presentaban dos posibilidades, de
acuerdo a las cuales el componente Q, podia ser la consecuencia
o la causa de la liberacion de Ca del RS. A favor de la segunda
posibilidad, aparecieron numerosos trabajos en los cuales se
demostraba que la tetracaina, el dantrolene y el Gallopamil o D600,
que afectaban la liberacion de Ca o la actividad contractil de las
fibras musculares, eliminaban también el componente Q, (Huang,
1982; Hui, 1983; Hui et al., 1984; Vergara y Caputo, 1983). En la
figura 8.25 se muestra como en presencia de tetracaina (0,5 mM),
la joroba visible en la fase de caida de la corriente intra-
membranaria, que corresponde al componente Q, desaparece junto
con la sefial de Ca. Estos resultados fueron interpretados pre-
sumiendo la presencia de dos tipos de cargas, Q¥ Q, de las cuales
esta ultima era la que actuaba como sensor de voltaje del AEC.

Esta conclusion fue refutada por Rios y colegas (Csernoch et
al., 1991; Garcia et al., 1991; Szucs et al., 1991a,b; Pizarro et al.,
1991), quienes utilizaron diferentes protocolos experimentales para
reducir el Ca en el RS, y de esta manera reducir y casi eliminar la
liberacion de Ca. De esta manera pudieron demostrar que al
reducir la liberacion de Ca el componente Q, desaparecia. Por lo
tanto este resultado indicaba que Q, era un efecto y no la causa
de la salida de Ca del RS.

Sin embargo, este resultado no concluyo el debate, ya que Jong
y colegas (1995) utilizando un drastico protocolo de vaciamiento
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que permitia bajar el contenido de Ca en el RS hasta unos 10 uM,
lograron registrar los dos componentes Q vy Q. demostrar que
este ultimo componente no dependia del Ca dentro o fuera del RS
ni de los flujos de Ca desde el RS. Sin embargo, el Ca si afectaba
la cinética del componente Q, de manera que si bien estos
resultados concordaban con la idea de Rios y colegas de que el
movimiento de carga podia ser afectado por la cantidad de Ca en
el RS, o por su liberacion del RS, contradecian la conclusion de
que el componente Q, era un efecto de esta liberacion de Ca.
Trabajos posteriores de Hui y Chen (1992) y Pape y colegas
(1996) confirmaron los resultados de Jong y colegas (1995).

1pA/pF

0,03 (izq.)
0,015 (der)

Tetracaina

50 ms

Figura 8.25. Efecto de la tetracaina sobre el componente Qy del movi-
miento de carga y la sefial de calcio de una fibra cortada y montada en
una camara con triple sello de vaselina. La fibra mantenida a un potencial
de -100 mV es despolarizada a -20Mv con un pulsode 100 ms. (Modi-
ficado de Vergara y Caputo, 1983).

Mas recientemente, utilizando la técnica de “Patch Clamp” en
la modalidad de célula entera, ha sido posible registrar, por primera
vez en mamifero, y especificamente en musculo FDB de raton,
corrientes intramembranarias con un claro componente QV, (Prosser
et al., 2009) que no habia sido posible detectar anteriormente en
esta preparacion (Wang et al., 1999; Royer et al., 2008).
Interesantemente Prosser y colegas (2009) reportan que el com-
ponente Q , desaparece en animales en los cuales se ha eliminado
la proteina S100A1 por manipulacion genética, (ratones S100A1-
KO) sin efectos sobre el componente QB’ ni sobre la expresion de

282



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

los canales de Ca tipo L o la activacion de las corrientes de Ca.
La S100A1 es una proteina pequefia, altamente expresada en tejido
muscular, esquelético y cardiaco y localizada en la cercania de las
unidades liberadoras de Ca (Prosser et al., 2007). Esta proteina
potencia la liberacion de Ca, compitiendo con la calmodulina en un
sitio especifico de los RyRl que también liga y estabiliza el
terminal C del DHPR contribuyendo de esta manera, a la comu-
nicacion bi-direccional entre DHPR y RyR1 (Nakai et al, 1966;
Avila y Dirksen, 2000) que serd discutida posteriormente. Prosser y
colegas (2009) han reportado también que al inhibir la liberacion de
Calcio con Dantrolene, ocurre una disminucion del componente QY
del movimiento de carga. Por otra parte, usando 4-chloro-m-cresol
(4-CMC), se ha encontrado (Prosser et al, 2009b) una restau-
racion parcial y paralela tanto en la liberacion de Ca como en el
componente Q.. La evidencia presentada en estos trabajos re-
cientes, claramente refuerza la idea de que el componente Q, es
una consecuencia y no la causa de la liberacion de Ca.

Hipotesis de transmision quimica IP3

En el trabajo en que se propuso por primera vez la hipotesis
mecénica para el AEC (Chandler et al, 1976), también se asomo
la posibilidad de un mecanismo de transmision quimica. Evidencias
directas a favor de esta posibilidad fueron obtenidas, pocos afios
después, por Vergara y colegas (1985) y Volpe y colegas (1985),
quienes presentaron, de manera casi simultanea, evidencia de que
el inositol 1,4,5-trifosfato, o IP3, podia cumplir la funcion de
segundo mensajero, para el AEC. Vergara y colegas demostraron
que: 1) la estimulacion eléctrica de un musculo causaba un
aumento de la concentracion de inositol-fosfatos, incluyendo el IP3,
en el mioplasma; 2) fibras desmembranadas mecanicamente, se
contraian en presencia de IP3; y 3) la respuesta contractil inducida
por IP3 era bloqueada por Neomicina, un agente bloqueador de la
liberacion de Ca de los receptores de IP3. Basados en estas
evidencias, sugirieron que el IP3, liberado de membrana de los
tabulos-T en respuesta a la despolarizaciéon de la fibra, podia
difundir hacia la membrana del RS y actuar a nivel de los
receptores homoénimos liberando Ca. Por otra parte Volpe y
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colegas (1985) demostraron que el IP3 era efectivo en activar la
salida de Ca de vesiculas del RS. En analogia con los trasmisores
sinapticos se demostré que en las fibras musculares estaba pre-
sente toda la maquinaria enzimatica para la sintesis y la destruccion
del IP3. En particular los precursores y las enzimas para la sintesis
de este mensajero estaban presentes en la membrana de los
tubulos-T.

En contra de la hipdtesis del IP3, hubo numerosos trabajos
indicando que tanto la cantidad como la tasa de formacion del IP3,
no eran suficientes para ser compatibles con un rol del IP3 como
activador contréctil, como tampoco lo era la lentitud de la respuesta
contractil al IP3, inyectado o liberado por fotolisis (Vergara et al,
1985; Walker et al., 1987). La demostracion que el efecto del 1P3
dependia del potencial de membrana y del estado de los sensores
voltaje (Donaldson et al., 1988), parecia indicar que bajo con-
diciones fisiologicas, el IP3 podria participar en algin fenémeno
posterior a la activacion contractil. Con los resultados divergentes
de numerosos trabajos comenzé un interesante, y a veces acalo-
rado, debate sobre la naturaleza del mecanismo de acople para la
activacion contractil. El debate durdé mientras no hubo evidencias
claras a favor de la hipdtesis de acople mecanico, y practicamente
termind con la demostracion de la importancia del receptor de
dihidropiridina en el fendémeno de AEC, como se vera mas ade-
lante. Interesantemente, en trabajos mas recientes se ha propuesto
que el IP3 puede tener un papel modulador de programas de trans-
cripcion para los fenotipos rapido y lento de las fibras musculares
de mamifero (ver Casas et al, 2010).

Identificacion de los sensores de potencial

Anteriormente se ha mencionado el efecto del D600 sobre la
capacidad contractil de las fibras musculares (Eisenberg et al.,
1983) y sobre el movimiento de carga (Hui et al, 1984). Otro
bloqueador de los canales de Ca, la nifedipina, de las familia de las
dihidropiridinas, DHP, también bloquea el movimiento de carga en
fibras musculares de anfibios (Brum y Rios, 1978) y mamiferos
(Lamb, 1986). Estos resultados indican claramente que algunos
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conocidos bloqueadores del Canal de Ca tipo L, también bloquean
el movimiento de carga.

Con respecto a este efecto se planted una situacion algo
paraddjica, ya que se habia comprobado que el niimero de canales
de Ca funcionales, presentes en una fibra muscular, constituia sélo
una pequefia fraccion de los sitios que ligaban DHP, o sea que el
numero de receptores de DHP que ligaban este compuesto era
muy grande en las membranas de musculo esquelético, y en
especial en la membrana de los tubulos-T, mientras que la expre-
sion de la funcionalidad de estos receptores, o sea la corriente de
Ca, no tenia mayor importancia en esta preparacion (Schwartz et
al., 1985).

Receptores de dihidropiridina y movimiento de carga

Rios y Brum (1987) obtuvieron un resultado de particular
importancia estudiando el efecto de la nifedipina, un compuesto de
la familia de las DHP, conocidos bloqueadores de los canales de
Ca tipo L, justamente identificados como receptores de esta
sustancia y denominados DHPRs. Estos autores demostraron que el
movimiento de carga también era bloqueado por esta droga,
llegando a la conclusion de que la molécula responsable de este
fenémeno era la misma molécula del Canal de Ca o sea el DHPR.
En el experimento de la figura 8.26, se demuestra que la nifedipina
afecta simultaneamente, el transitorio de Ca y el flujo de liberacion
de Ca del RS y el movimiento de carga en una fibra polarizada a -
70 mV y despolarizada a 0 mV con un pulso de voltaje. Puede
verse como en presencia de DHP, los parametros disminuyen
notablemente. Con la fibra mantenida a -100 mV la nifedipina sélo
tiene un pequefo efecto (datos no mostrados), como se esperaria
por la propiedad dependiente de uso de la nifedipina. Al demostrar
que el movimiento de carga era bloqueado por una droga conocida
como bloqueadora de los DHPRs, llegaron a la conclusion de que
la molécula responsable del movimiento de carga era la misma
molécula del Canal de Ca, o sea, el DHPR, por lo que esta
proteina podia tener dos funciones como canal de Ca y/o sensor de
voltaje.
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Figura 8.26 Demostracion que la la Nifedipina, conocido bloqueador del
canal de Ca tipo L, Cav 1.1, tambien afecta el movimiento de carga y los
transitorios de Ca. Este hallazgo permitié concluir que las moleculas que
funcionan como canales de Calcio, tambien actian como sensores de
voltaje para el AEC. (Redibujado de Rios y Brum, 1987).

Casi simultaneamente Tanabe y colegas (1987) desarrollaron una
novedosa estrategia experimental basada en la diferente sensibilidad
a la ausencia de Ca externo entre musculo cardiaco y musculo
esquelético. Mientras las fibras musculares esqueléticas se siguen
contrayendo en la ausencia del Ca externo o en presencia de inhi-
bidores de la corriente de calcio, como por ejemplo el Cd, las
células cardiacas dejan de contraerse. Utilizando esta sensibilidad
diferencial al calcio como caracteristica del fenotipo muscular, los
autores inyectaron tipos de cDNA que codificaban respectivamente el
DHPR de musculo cardiaco o esquelético de conejo, en miotubos
derivados de ratones disgénicos, que por padecer de un defecto
genético no pueden expresar DHPR en sus musculos. El primer
resultado importante que obtuvieron fue la demostracion de que los
miotubos asi inyectados podian recuperar la capacidad de desarrollar
tension bajo la modalidad caracteristica de musculo cardiaco o
esquelético de acuerdo al tipo de cDNA que habia sido inyectado.
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La figura 8.27 muestra que la capacidad contractil de los
miotubos inyectados con cDNA que codificaba el DHPR de
musculo esquelético no dependia de la presencia de Ca externo y
era insensible al Cd. Por otra parte, los miotubos inyectados con
cDNA de DHPR cardiaco, no se contraian en ausencia de Ca o
en presencia de Cd. De esta manera los autores pudieron
demostrar la importancia de los DHPR en el fenémeno de acti-
vacion contractil. Experimentos ulteriores utilizando quimeras de
DHPR preparadas con diferentes segmentos de DHPR esquelético
y cardiaco, demostraron que la region del receptor responsable por
las diferencias funcionales entre los dos tipos de musculo era la
region en forma de horquilla entre los segmentos intramembranarios
II y I del DHPR (Nakai et al., 1998; Tanabe et al., 1987; El-
Hayek et al., 1995).

ESQUELETICO

0Ca** Cd»

N

AN

N A A

Figura 8.27. Identificacion del segmento del receptor de dihidropiridina
que interactia con el receptor de rianodina en musculo esquelético.
(Modificado de Tanabe et al., 1987).
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Por otra parte, la disponibilidad de musculos de ratones gené-
ticamente modificados para que no expresen receptores de riano-
dina tipo 1 y 3, ha permitido demostrar su importancia no solo para
la contraccion sino también para la formacion de las estructuras
complejas entre RyR y DHPr necesarias para obtener unidades de
liberacion de Ca.

La demostracion de la importancia de un elemento especifico
del DHPR para el AEC, indicaba la posibilidad de que este
elemento hiciese contacto fisico con el receptor de rianodina
correspondiente. Esta posibilidad estimuld diferentes trabajos que
indicaron la existencia de una comunicacion bidireccional entre
DHPR y RyR en el musculo esquelético. Marty y colegas (1994)
fueron los primeros en demostrar la posibilidad de una interaccion
fisica entre los dos receptores. Después de obtener preparaciones
de las dos proteinas a partir de vesiculas triadicas, enriquecidas con
los dos receptores, ellos pudieron purificarlas y solubilizarlas, para
luego immunoprecipitarlas con anticuerpos dirigidos en su contra. Al
utilizar anticuerpos dirigidos en contra de diferentes subunidades del
DHPR obtuvieron un precipitado que contenia los dos receptores,
mientras que al utilizar un anticuerpo en contra del RyR este
precipitaban junto a las subunidades del DHPR pero no junto al
DHPR purificado. Otros autores han demostrado el efecto de
fragmentos peptidicos de la horquilla entre los segmentos II y III
del DHPR, sobre la actividad de canal de RyR (Avila y Dirksen,
2000; Meissner 1994; Dulhunty et al., 1999; Gurrola et al., 1999).
Evidencia fisiologica indirecta de la interaccion entre las dos
proteinas ha sido obtenida estudiando el efecto de la rianodina
sobre la reactivacion del movimiento de carga en musculo esque-
lético y cardiaco La rianodina que no afecta significativamente el
movimiento de carga en fibras normalmente polarizadas en las dos
preparaciones, enlentece y disminuye significativamente la reac-
tivacion del movimiento de carga en fibras esqueléticas pero no en
la cardiacas, previamente despolarizadas, en las cuales el movi-
miento de carga habia sido inactivado. Estos resultados sugieren
que los RyR esqueléticos, modificados por la rianodina afectan el
proceso de reactivacion a nivel de los DHPR de fibras musculares
esqueléticas (Gonzalez y Caputo, 1996) pero no en células car-
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diacas, en las cuales los dos receptores no estan en estrecho con-
tacto (LaCampagne et al, 1996). Una estrategia similar ha sido
utilizada estudiando la funcion del canal de calcio tipo L, o sea el
DHPR en miotubos de ratones normales y dispédicos, o sea
ratones modificados genéticamente en los cual ha sido eliminado el
receptor de rianodina (Avila y Dirksen, 2000), o modificando far-
macoldgicamente el RyR (Avila y Dirksen, 2005).

Los resultados recientes del laboratorio de Martin Schneider
(Prosser et al., 2009a y b) refuerzan la idea de la comunicacion
bidireccional o conversacion cruzada entre DHPRs y RyR1s.

En el musculo cardiaco, la ausencia de un contacto cercano
entre DHPR y RyR apoya el rol primario de la liberacion de calcio
inducida por calcio, LCIC, en el AEC cardiaco (Fabiato, 1985), lo
cual es consistente con un mecanismo totalmente dependiente de
Ca? externo (Ringer y Buxton, 1887; Wier, 1991; Stern y Lakatta,
1992).

Se puede concluir que en el musculo esquelético, la asociacion
de los RyR con las tétradas de DHPR provee las bases estruc-
turales para una interaccion directa entre ambos canales (Rios et
al., 1991; Schneider, 1994) de acuerdo con la hipdtesis de acople
mecanico de Chandler y colegas.
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CAPITULO 9

SENALES DE CALCIO

Aequorina

La primera sefial de calcio asociada a una sacudida de musculo
fue reportada por Jobsis y O’Connor (1966) quienes utilizaron el
colorante sensible a Ca murexida. Sin embargo, las dificultades de
cargar las fibras con este colorante y su dependencia del pH, no
permitieron su ulterior uso. De manera que la mas confiable y
completa evidencia del aumento de la concentracion de Ca durante
el fenomeno de activacion contractil se obtuvo por primera vez
utilizando la fotoproteina sensible a Ca aequorina inyectada primero
en la fibra muscular gigante de Balanus nubilus y Maia
squinado, (Ashley, 1967; Ashley y Ridgway, 1970) y después en
fibras musculares de rana (Rudel y Taylor, 1973; Blinks Rudel y
Taylor, 1978). En el trabajo con fibras gigantes de Balanus
nubilus, fue posible introducir longitudinalmente en la fibra un
electrodo dual, del tipo usado para el control de voltaje en axon de
calamar, para pasar corriente y medir el cambio de potencial de
membrana, y ademas por medio de un transductor de tension y un
fotomultiplicador se pudo registrar la fuerza contractil y la luz
emitida por la aequorina. Los resultados de estos experimentos
indicaban que la tasa de desarrollo de tensidon era proporcional a la
intensidad de la luz emitida. De acuerdo con esto, los autores
pudieron demostrar que la relacion entre la fuerza desarrollada y el
area debajo de los transitorios de calcio era lineal.

Blinks y colegas (1978) extendieron el uso de la aequorina a
fibras musculares de rana empleando una técnica de inyeccidén
intracelular de la proteina. Con esta técnica pudieron caracterizar el
efecto de la temperatura, de la frecuencia de estimulacién y de la
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longitud de sarcomero sobre la respuesta luminosa. Al mismo
tiempo, pudieron obtener alguna evidencia del fenomeno de inacti-
vacion de la liberacion de calcio al demostrar que, durante un
periodo de estimulacion repetitiva, la amplitud de los transitorios de
Ca disminuia progresivamente. Sin embargo, debido a que la
reaccion de la aequorina con el calcio es lenta y su estequiometria
variable, y debido también a la dificultad de la técnica, otros
investigadores prefirieron utilizar nuevos tipos de colorantes sen-
sibles a calcio que empezaban a estar disponibles.

Colorantes metalocromicos

Los compuestos metalo-cromicos como el Arsenazo III y el
antipirilazo III, cuyas caracteristicas de absorcion cambian en
presencia del ion Ca, y mds recientemente los colorantes fluores-
centes, han permitido cuantificar la liberacion de Ca bajo diferentes
condiciones. Los colorantes metalo-cromicos cambian sus propie-
dades de absorcion de luz en presencia de Ca, pero las medidas de
absorbancia pueden ser complicadas por cambios en las propie-
dades opticas de las fibras musculares. El Arsenazo y el antipirilazo
fueron los primeros colorantes que se utilizaron consistentemente
para mediciones de las sefiales de Ca en fibras musculares.

Utilizando arsenazo III, Miledi y colegas (Miledi, Parker y
Schalow, 1977) pudieron registrar transitorios de Ca evocados por
potenciales de accion o por pulsos despolarizantes bajo condiciones
de control de potencial. Estos autores estimaron que durante un
transitorio en respuesta a un potencial de accion el cambio de
concentracion de Ca alcanza el valor de 8 pM, mientras que el
valor basal del Mg llega a unos cuantos centenares de micro-
moles, valores que se aproximan a los que se aceptan hoy en dia.
Uno de los temas investigados por el grupo de Miledi (Miledi et
al., 1983a,b) fue el efecto de un primer estimulo sobre la respuesta
a un segundo estimulo (ver figura 9.18). Asi pudieron demostrar
que después de un transitorio de Ca evocado por un potencial de
accion, un segundo potencial de accion genera un transitorio mas
pequefio, para separaciones entre los dos transitorios de hasta
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varios segundos (Miledi ef al., 1983a). De esta manera pudieron
obtener el curso temporal de la recuperacion de la amplitud del
segundo transitorio de Ca, y los factores que podian afectarla.
Ademas, utilizando la técnica de voltaje controlado, determinaron los
efectos de pulsos condicionantes sobre los transitorios evocados por
pulsos de prueba despolarizantes (Miledi et al., 1983b), anticipando
varios afios los trabajos sobre el fendmeno de inactivacion de los
canales de liberacion de Ca del RS, que serdn comentados
posteriormente.

Algunas de las propiedades del arsenazo III, como la estequio-
metria variable, dependiente de la concentracion del colorante
(Palade y Vergara, 1983), y la respuesta cinética compleja, debida
a la presencia de un componente dicroico en la sefial (Baylor et
al., 1982), hizo abandonar su uso en favor de otro colorante
metalocrémico, el antipirilazo IIL

Para el caso del antipirilazo III (Koévacs et al, 1983), las
calibraciones in vitro indicaban que el producto de la reaccion Ca
colorante era el complejo CaD, lo cual, asumiendo que lo mismo
ocurria en la célula, permitio relacionar los cambios de absorbancia
AA con el complejo CaD, segin la siguiente relacion:

AA = [CaD,] A 0.7p 9.1)

donde Ag es el cambio en el coeficiente de extincion del colorante,
y p es el espesor Optico de la fibra. La proporcionalidad entre AA
y CaD, permite una rapida interconversion entre los dos parametros
que, presuponiendo un equilibrio instantaneo en la reaccion entre Ca
y colorante y una estequiometria de 2:1 para colorante:Ca lleva a

[Ca] = K, [CaD,] / [D 7] 9.2)

en donde Ca y D son las concentraciones del Ca y del colorante
libres respectivamente, y K es la constante disociacion de la
reaccion. La concentracion total del colorante D, viene dada por:

[D], = [D] + 2 [CaDP? (9.3)

de manera que:
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[Ca] = K [CaD,]/ ([D], - 2 [CaD,])’ 9.4)
que para el caso en que [CaD,] <<[D], puede aproximarse a:

[Ca] = K, [CaD,]/ ([D],)? 9.5

De esta manera fue posible estudiar de forma cuantitativa las
propiedades del mecanismo de liberacion de Ca de RS utilizando el
colorante metalocromico de baja afinidad, antipirilazo III. Para ello,
se utilizaron fibras musculares intactas disecadas del musculo e
inyectadas con una cierta cantidad de colorante, o fibras mus-
culares cortadas, y montadas en una camara con sellos de vaselina
para controlar el potencial. En este caso, el colorante difunde desde
los extremos cortados de la fibra. Debido a que colorantes como el
antipirilazo, en presencia de Ca cambian sus propiedades de
absorcion de luz, la medida de los transitorios de Ca consiste en
medir el cambio fraccional en la intensidad de luz de una cierta
longitud de onda, transmitida a través de la fibra. Este cambio se
refiere luego al complejo Ca-colorante, [CAD,]. Sin embargo, y en
especial para el caso de las fibras enteras en las que se inyecta el
colorante, es necesario conocer la cantidad total del colorante, [D],
que puede ser estimada de acuerdo a la relacion:

[D], = [A

T

— (790/550) A, 1/(0.7pe

550 790] 550)

donde A, y A, representan las absorbancias de la fibra en
reposo a 550 y 790 nm respectivamente; €, es el coeficiente de
extincion molar del colorante a 550nm, y p es un factor fraccional
de correccion del volumen de agua accesible al colorante. El
termino (790/550) A, es una medida aproximada de la pequefia
fraccion de absorbancia intrinseca de la fibra a 550 nm y que no
esta relacionada con el colorante. El punto isosbéstico del colorante

es 790 nm, en el cual no absorbe luz.

La figura 9.1 muestra un experimento realizado por Kévacs y
colegas (1979) en el cual, utilizando la preparacion de fibra cortada,
montada en una camara de doble brecha de vaselina, y estirada a
una longitud de sarcomero mayor que 3 pm, registraron simulta-
neamente el movimiento de carga y los cambios de absorbancia,
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AA, del antipirilazo III, en este caso a 720 nm, para diferentes
potenciales de membrana. Hay que notar que éste es uno de los
resultados mas claros a favor de la idea de que el movimiento de
carga constituye la manifestacion eléctrica de la operacion de los
sensores de voltaje para el AEC. La figura 9.2 muestra como,
siguiendo el procedimiento descrito arriba, los cambios de absor-
bancia AA se transforman en valores de [Ca] (Kovacs et al.,
1983). En la figura, los cambios de absorbancia fueron obtenidos en
respuesta a pulsos de 100 ms de duracion y de amplitud variable
como se indica en los trazos de [Ca].

Figura 9.1. Corrientes intra-membranarias no lineales y transitorios de Ca
registrados, en respuesta a pulsos despolarizantes, de 100 ms duracion y
amplitud variable, en una fibra bajo condicion de voltaje controlado con la
técnica de doble brecha de vaselina. Los transitorios de Ca han sido
obtenidos utilizando la relacion entre los cambios de absorbancia del
colorante antipirilazo III a dos longitudes de onda, 720 y 550 nm, respec-
tivamente. Las barras verticales epresentan 3,2 uA/uF y 0,014 AA720/AA550,
respectivamente (Modificado de Kovacs et al., 1974, con permiso).

La figura 9.3 muestra la relaciéon existente entre el valor
porcentual de la carga intramembranaria no lineal, curva con
simbolos llenos, y la amplitud de la sefial de calcio, curva con
simbolos vacios, y el potencial de membrana (Melzer et al., 1986).
Puede verse como, antes de que se alcance el valor del potencial
umbral para la liberacion de Ca, hay un movimiento de carga
sustancial, como fue luego demostrado cuantitativamente por
Horowicz y Schneider (1981).

Debido a que habia una fraccion apreciable de carga que se

movia a potenciales donde no habia liberacion de calcio, se utilizd
un protocolo de pulsos escalonados con un prepulso relativamente
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largo (50 ms) que llevaba la membrana a un potencial muy cercano
al valor umbral para la liberacion de calcio, y un pulso de prueba
que podia ser tan corto como 2 ms. El movimiento de carga
asociado a este pulso estaba linealmente relacionado con la tasa
maxima de liberacion de Ca como se muestra en la figura 9.4
(Melzer et al, 1986, que muestra la relacion lineal entre la
velocidad maxima de liberacion de Ca del RS y la carga supra-
umbral, obtenida restando la carga sub-umbral a la carga OFF, ya
que la carga ON estaba afectada por el pulso condicionante sub-
umbral). La presencia de una carga pre-umbral que debe moverse
antes de que haya liberacion de calcio es compatible con un
modelo secuencial de transiciones dependientes del potencial que

100 ms

Figura 9.2. En el panel a la izquierda se presentan los registros de los
cambios de Absorbancia del colorante antipirilazo III, obtenidos en una
fibra cortada montada en una camara con doble sello de vaselina. En el
panel a la derecha se presentan las sefiales de Ca correspondientes. Para
los trazos a la derecha, la barra vertical corresponde a 1 uM Ca. (Modi-
ficado de Kovacs et al., 1983, con permiso).

pueden ocurrir durante el prepulso condicionante, y en el cual la
liberacion de Ca se activa en la tltima transicién. De esta manera
fue posible encontrar una clara relacion lineal entre los valores
supraumbrales del movimiento de carga y la tasa maxima de
liberacion de Ca.
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Una manera precisa y elegante de medir los cambios en la
concentracion de Ca ha sido utilizada por Pape y colegas (1995),
valiéndose de fibras cortadas bafiadas en una solucion intracelular
que contenia 20 mM EGTA y 0,63 mM de rojo fenol. Bajo estas
condiciones el Ca liberado del RS es quelado por el EGTA, el cual
libera dos protones por cada Ca. El cambio en el pH del medio es
determinado por el cambio de absorbancia experimentado por el
rojo fenol. De esta manera la medicién del flujo de liberacion de
Ca es directa ya que practicamente todo el Ca liberado es secues-
trado por el EGTA y reportado como cambio de pH. De manera
que la sefial de Ca presenta un curso temporal parecido al del flujo de
liberacion, lo cual es muy ventajoso por las razones discutidas arriba.

Colorantes fluorescentes
La introduccion por Roger Tsien de colorantes fluorescentes

sensibles al Ca, ha permitido un enorme progreso en el entendimiento
de los fenomenos asociados a la homeostasis de Ca en células

50 | /
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Potencial de Membrana (mV)

Figura 9.3. Dependencia del potencial de membrana del movimiento de
carga, curva con simbolos llenos, y de las sefiales de calcio, simbolos
vacios, reportadas por el colorante metalocromico antipirilazo III. (Modifi-
cado de Melzer et al., 1986, con permiso).
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Figura 9.4. Relacion entre la tasa maxima de liberacion de Ca del Reticulo
Sarcoplasmatico (RS) y la carga supraumbral obtenida con el protocolo de pulsos
mostrado en el grafico. (Modificado de Melzer et al., 1986, con permiso).

excitables y no excitables. Esto se debe no sélo a la posibilidad de
medir la amplitud y curso temporal de sefiales macroscopicas y
microscopicas de Ca, sino también y sobre todo por la posibilidad de
localizar, principalmente mediante el uso de la microscopia confocal, el
sitio de génesis de estas sefiales a nivel de las estructuras micros-
copicas subcelulares donde se produce la liberacion de Ca.

Entre los primeros colorantes fluorescentes, cuya sintesis fue
lograda en 1985 por Grynkiewicz, Poenie y Tsien, se encuentra el
Fura-2 que probablemente es el colorante de mayor uso en la
actualidad. El Fura-2 se distingue por tener un solo sitio de unién
para el Ca, y una estequiometria simple. La molécula de Fura esta
compuesta por una molécula de Bapta, que es un quelante de Ca
muy rdpido a la cual se le ha agregado un croméoforo que le
confiere fluorescencia a la molécula. Las propiedades de fluores-
cencia de esta molécula dependen de la concentracion de Ca.

Al unir Ca, el Fura-2 presenta un corrimiento en sus propie-
dades de absorcion que se observa favorablemente excitando entre
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300 y 400 nm y midiendo la fluorescencia de emision a 510 nm
aproximadamente. La figura 9.5 muestra los espectros de exci-
tacion y de emision del Fura-2. Cuando el compuesto es excitado a
360 nm, la cantidad de luz emitida y medida a 510 nm, no cambia
con el Ca, siendo 360 nm el punto isobéstico del colorante. Para
excitacion con longitudes de onda menores que 360 nm la fluores-
cencia emitida (y medida) a 510 nm aumenta, mientras que por
excitaciones a longitudes mayores de 360 la fluorescencia dismi-
nuye. Este corrimiento hacia el azul en el espectro de excitacion es
aprovechado para excitar el compuesto de manera alterna con dos
longitudes de onda, usualmente 340 y 380, y obtener la relacion
entre las cantidades de luz emitida a las dos longitudes de onda.
Este método, denominado ratiometric en inglés, y en castellano
pudiera llamarse relaciométrico o fraccional, permite obtener
sefales de Ca que son independientes de la cantidad de colorante y
de las propiedades oOpticas pasivas de la preparacion, lo cual facilita
las calibraciones de las sefiales en término de concentracion de Ca.
El método fraccional usado para cambios pequeios y lentos fue
propuesto originalmente por Grynkievicz y colaboradores (1985), de
acuerdo a la ecuacion (9.6)

R-R . §
[Ca?]= Kd __min P2 ) (9.6)
max-R sz

donde K, es la constante de disociacion ente Ca y Fura; R= AF/
ME; R . es R cuando [Cal= 0 ; R es R cuando [Ca]>>>K ; S,
= F, cuando no hay Ca unido al Fura; §,, = F, cuando Ca satura al

Fura. Esta relacion se trasforma en lineal cuando R _=0.

El Fura-2 es un colorante de alta afinidad para el Ca (K, = 140
nM,) y por lo tanto muy util en detectar y reportar cambios
pequefios en un rango bajo (< 1 uM) de concentraciones de calcio.
El valor de 140 nM es el valor nominal calculado mediante
calibraciones in vitro.

Aparte del Fura-2 otros colorantes fluorescentes muy utilizados
han sido el Fluo-3 y el Rhod-2. Una desventaja que presentan
estos ultimos dos colorantes es que en respuesta a cambios en la
concentracion de Ca no cambian sus propiedades espectrales, ni de
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excitacion ni de emision, y so6lo cambia la cantidad de fluo-
rescencia. El hecho de que no pueden hacerse medidas de
fluorescencia fraccional complica la posibilidad de calibrar las
seflales, que sin embargo pueden ser expresadas en valores de AF/F.
La figura 9.6 muestra un sistema microfluorimétrico utilizado para
medir cambios de fluorescencia globales en diferentes tipos de
células. El sistema esta compuesto basicamente de un microscopio
invertido que permite colocar elementos Opticos adicionales en el
recorrido de la luz, la cual normalmente proviene de una lampara
de arco, que puede ser sustituida por un laser. En el primer caso
se utiliza un filtro que dependiendo del colorante, por ejemplo el
fluo-3 o el rhod-2, puede dejar pasar luz azul o roja. Este filtro no
es necesario en caso de utilizar un laser que emita a la longitud de
onda determinada por el espectro de excitacion del colorante. Un
espejo dicroico, especialmente seleccionado para los colorantes fluo-
3 o rhod-2, permite cambiar la direccion de la luz para iluminar el
objeto y excitar el fluoroforo que se encuentra en él. El espejo deja
pasar la fluorescencia emitida por el colorante, mientras que un
filtro de barrera solo deja pasar la fluorescencia del colorante
usado, bloqueando el paso de la fluorescencia alterna.

. Em=510nm Ex = 338 nm
0.6 yM [Ca?] librz 308 M [+ libre

acion

it
L

Fluorascencia excit

F
Flugrescencia emision

250 300 350 400 450 0 400 40 50 550 600
[Longiud de anda (nm) Langitud de-anda (nm)

Figura 9.5. Espectros de Excitacion y de Emision del colorante Fura -2
Para los experimentos con fibras musculares normalmente se usa la
relacion entre los valores de fluorescencia obtenidos con excitacion a 358
y 380 nm registrando la fluorescencia de emision a 510 nm. Copyright ©
2011 Life Technologies Corporation. (Used under permission).
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Para calcular la concentracion de Ca libre a partir de las sefales
de fluorescencia, se utiliza la constante de afinidad del colorante,
Kd, para el calcio, que viene dada por la relacion:

Calcio + D «—— Calcio-D 9.7)

Recordando que Kd = k /k , donde k. y k _ son las
constantes de velocidad de desuniéon y unién respectivamente entre
el Ca y el colorante, en condiciones de equilibrio la concentracion
de Ca libre en el mioplasma, [Ca] puede ser estimada de la sefial
de fluorescencia (F) usando la relacion:

[Ca] ((F-F )k )/ ((F_ -F)k ) 9.8)

on

Ojo
100 i :

%T , . Fluorescencia verde

CBS 510

Ocular

400 500 600 700 nm
Filtro LP 515
Barrera

Luz ’
) de ’ azul

Exitacion ’ ------- = ===Frojo

o
—

Espejo Dicroico

CBS 510 nm

Filtro SP 490

= (exitacion)
Lampara de Arco
(xendn)
Objetivo
w— 321'11 ] Luz de exitacién
""" - 10jO Especimen
wr—w_p Lmision fluorescente verde

Figura 9.6. Sistema microfluorimétrico para mediciones de las sefiales
fluorescentes.
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Donde F_ es la méaxima sefial de fluorescencia; F . es la
fluorescencia del colorante solo en ausencia de Ca.

En respuesta a un estimulo, al activarse el mecanismo de
liberacion de Ca, la fluorescencia empieza a cambiar de manera
que:

dF/dt = [Ca] (F._—F) k_ - (F-F_)k (9.9)

min/ " off

donde el término F comprende tanto la fluorescencia de reposo, F,
como el cambio de fluorescencia, AF, que se suma a Frep de
manera que:

[Ca]m:((AF + Frep - Fmin

)k

[}

cHdF/dt) [ (F, -F_-AF)k ~ (9.10)

en reposo:
[Ca],, = (F,, -F )k /F Fk, (9.11)
sustituyendo (Frep -F ) dela(9.11) enla (9.10)
[Ca] = [Ca] —~F, — F )k TAF k +dF/dt(F -F -AF)k_ (9.12)

Para el caso del Fluo-3, la constante K, en agua ha sido
estimada en 0.40 pM, pero probablemente tiene un valor 10 veces
mayor en el mioplasma. Por lo tanto es necesario conocer el valor
real de la constante Kd en el mioplasma. En caso contrario, se
prefiere el uso de AF/F, para expresar los cambios de fluo-
rescencia que ocurren cuando cambian los nivele del Ca intra-
celular. Para cambios en la concentracion de Ca, como los que
ocurren durante una sacudida simple de una fibra muscular, que
llegan a 15-20 uM, es necesario utilizar colorantes de baja afinidad,
que ademas permiten seguir los cambios rapidos de concentracion
con mayor resolucion temporal. Los colorantes fluorescentes mas
indicados para reportar sefiales de Ca en respuesta a potenciales
de accion o pulsos despolarizantes en fibras musculares son los
colorantes de baja afinidad Furaptra y el MagFluo-4. El croma-
toforo del MagFluo-4 es el mismo que el del Fluo-3, cuyo espectro
de emision se presenta en la figura 9.7 pudiéndose utilizar los
mismos filtros para las medidas experimentales.
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Una gran ventaja de los colorantes fluorescentes es que aunque
son impermeables a las membranas celulares, en la forma de
acetoximetil ester se vuelven permeantes, y como tales pueden
atravesar las membranas y ser cargados en las células. Una vez
adentro, las esterasas endogenas cortan el enlace estérico y dejan

Ex = 488 nm
39,8 uM [Ca?] libre

Figura 9.7. Espectro de emi-
sion del Fluo-3. El espectro
sirve de referencia para los
otros colorantes, como el
MagFluo-4 que también
tienen la fluoresceina como
cromatoforo. Copyright © 2011
Life Technologies Corporation.
(Used under permission)

1,35

00 50 600 )

al colorante libre de interactuar con el Ca. Los registros en la
parte A de la figura 9.8 corresponden a transitorios de Ca
evocados por un potencial de accion en fibras cargadas con
MagFluo-4, K, 25 uM, trazo a; Rhod-2, Kd 0,57 uM trazo b; y
Fluo-3 Kd 0,39 uM trazo ¢ (Molecular Probes). La figura
muestra como el MagFluo-4 que tiene la menor afinidad para el Ca
es mucho mas rapido que los otros dos colorantes.

En la parte B de la figura se muestran las relaciones temporales
entre un potencial de accion, trazo d, registrado con el colorante
potenciométrico di-8-ANEPPS, el transitorio de Ca, trazo a, regis-
trado con el MagFluo-4, y la tension isométrica, trazo t, registrada
con un transductor de fuerza. Los trazos a y t han sido registrados
simultdneamente en la misma fibra. Puede verse cémo la sefial de
Ca tiene un breve retraso de menos de 2 ms con respecto al
potencial de accidon. La rapidez del colorante puede ser utilizada
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20ms 5ms

Figura 9.8. (A) Curso temporal de transitorios de Ca, en respuesta a un
potencial de accion, registrados con tres colorantes fluorescentes dife-
rentes, sensibles al Ca, MagFluo-4 (a), Rhod-2 (b), y Fluo-3 (c). (B)
Relacion temporal entre un potencial de accion registrado con el colo-
rante potenciométrico di-8-Anepps (d), un transitorio de Ca registrado con
MagFluo-4 (a) y la tension isométrica de una sola fibra (t), registrada con
un transductor mecano-electronico (Modificado de Caputo et al., 1999).
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Figura 9.9. Transitorios de Ca reportados por el MagFluo-4, en respuesta
a un solo estimulo (A), o a estimulacion tetdnica (B). Los trazos supe-
riores (a) provienen de una fibra de musculo soleus, mientras que los
inferiores (b) de una fibra de musculo ed!l. (Modificado de Calderon et
al., 2010)
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La forma de los transitorios corresponde a la identificacion
bioquimica de las fibras como se muestra en la figura 9.10 donde,
en la parte superior aparece un transitorio simple de Ca, marcado
a, de una fibra disecada de musculo Soleus, e identificada como
tipo I segliin la banda de miosina pesada obtenida de la misma fibra
y comparada con las bandas obtenidas de musculo soleus entero.
En la parte inferior se muestra el transitorio de Ca de una fibra
aislada del musculo edl e identificada como tipo IIb.

a’

ITa-p
I
50 ms
g Control g
1
1Ix/d=
IIb =
|
g
25 ms

Figura 9.10. Caracterizacion fisiologica y bioquimica de fibras lentas y
rapidas. El trazo marcado (@) corresponde a un transitorio de Ca, reportado
con el colorante MagFluo-4, de una fibra tnica disociada enzimaticamente
del musculo soleus. La banda de miosina pesada obtenida de la misma fibra
aparece marcada como (a’) a la derecha del control que muestra bandas de
miosina pesada obtenida del musculo soleus entero, indicando que la fibra
pertenece al tipo I. En la parte inferior se muestra un transitorio de Ca (g)
obtenido de una fibra disociada del musculo ed/, junto a la banda de
miosina pesada obtenida a partir de la misma fibra (g’), indicando que la
fibra corresponde al tipo IIb. (Modificado de Calderon et al., 2010).
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Flujos de liberacion de Ca

Para entender los mecanismos que regulan la liberacion de Ca
es mas conveniente utilizar el flujo de salida de Ca que los cambios
en la concentracion de Ca en el mioplasma.

Esto se debe a que el cambio de concentracion de Ca que se
mide en el mioplasma depende tanto del Ca liberado del RS, como
del Ca captado por los sistemas de remocion de Ca, constituidos
por la ATPasa de Ca del RS, y por proteinas que ligan Ca como
la Parvalbumina y la troponina. De manera que la situacion puede
ser descrita por:

d[Ca]/dt = flujo de salida del RS — flujos de remocion  (9.13)

como se ilustra en el esquema de la figura 9.11.

Flujo de Libracién

SERCA {’,/ ?—’
Ca 2+

Figura 9.11. Distribucion esquematica en el citoplasma, del Ca que sale
del Reticulo Sarcoplasmatico y puede ligarse a la troponina, parvalbumina
o a la SERCA del RS.
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Debido a que el flujo de salida del Calcio del RS depende de
los mecanismos de liberacion de Ca, ha sido objeto de numerosos
trabajos y basicamente se han seguido dos estrategias para deter-
minarlo. Diferentes autores (Baylor y Hollingworth. 1983; Caputo
et al., 1999) lo han calculado asumiendo que los valores publicados
en la literatura, y normalmente obtenidos por estudios in vitro, de
diferentes parametros referentes a concentraciones y constantes de
asociacion del Ca con diferentes proteinas importantes para los
procesos de remocion, se pueden utilizar para el estudio de las
sefales de Ca en células funcionales (Ashley y Moisescu, 1972;
Robertson et al., 1981; Gillis et al., 1982; Cannel y Allen, 1984).

Un estudio exhaustivo de los transitorios de Ca, evocados por
potenciales de accidén o por pulsos despolarizantes bajo condiciones
de control de potencial, fue llevado a cabo por Baylor, Chandler y
Marshall (1983). Estos autores utilizaron fibras muy cargadas con
el colorante arsenazo III, 1,5-2,2 mM, y encontraron que aproxi-
madamente 0,1 mM de Ca se unia al colorante después de un
potencial de accién. Tomando en consideracion todos los sitios en
el mioplasma a los cuales se podia unir el Ca y tomando el valor
de la derivada con respecto al tiempo de la concentracion de Ca
total (d/dt ([Ca] ) como flujo neto de Ca (Ca liberado - Ca
unido) pudieron obtener valores estimados entre 0,2 y 0,3 mM para la
cantidad de Ca que salia del RS. Estos valores indicaban que el
vaciamiento de los depoésitos de Ca del RS podia ser un factor
determinante en los mecanismos de liberacion de Ca.

Por otra parte, Melzer y colegas (1984; 1987) han utilizado un
método denominado de remocion, con el cual median la cinética de
remocion del Ca, cuando la liberacion habia cesado, o sea después
de la repolarizacion de la membrana. De esta manera pudieron
determinar matematicamente un componente cinético para cada uno
de los mecanismos de remocion. Usando los valores cinéticos asi
obtenidos podian construir un modelo de remocién para cada fibra,
y luego por un método de ajuste escoger los parametros mas
compatibles con el modelo, para calcular asi los flujos de liberacion
para cada sefal de Ca.
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Inactivacion de la liberacion de Calcio

Como se muestra en la figura 9.12, en respuesta a pulsos des-
polarizantes prolongados, los flujos de salida de Ca muestran una
primera fase transitoria, que después de haber alcanzado rapi-
damente un valor maximo, decae a un nuevo valor que disminuye
lentamente hasta el final del pulso, cuando cesa la salida de Ca.

Diferentes autores, utilizando diferentes marcadores de Ca
(Blinks et al., 1978; Miledi et al., 1983) habian demostrado que
durante un tétano, la amplitud de los transitorios de Ca individuales,
empezaba a disminuir después del primero, indicando una dismi-
nucion progresiva del Ca liberado del RS. Inicialmente, y de
acuerdo con la informacion disponible, se pensé que este efecto
podia ser debido a vaciamiento de los depdsitos de Ca del RS o a
un fenomeno de inactivacion, posiblemente a nivel del movimiento
intramembranario de carga (Miledi et al., 1983).

4pM/ms

200 ms

Figura 9.12 Transformacion de sefiales de Ca obtenidas a diferentes
potenciales de membrana, -32, -38,- 41, en flujos de liberacion de Ca,
(Modificado de Schneider y Simon, 1988, con permiso, ).

Baylor y colegas (1983) confirmaron que durante episodios de
estimulacion repetitiva, el flujo de liberacion de Ca del segundo
transitorio era solo una fraccion, 0,2-0,3 del flujo del primero. En
experimentos de voltaje controlado encontraron que el flujo de
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liberacion de Ca presentaba un pico transitorio inicial seguido por
una fase de decaimiento a un nivel basal mas bajo. A pesar de no
presentar evidencias directas, los autores consideraron que la
inactivacion de los canales de liberacion de Ca podia estar
implicada en este fenomeno.

Utilizando fibras cortadas y montadas en una camara de doble
sello de vaselina Schneider y Simon (1988) estudiaron el me-
canismo de liberacion de Ca del RS registrando transitorios de Ca
reportados con el colorante antipirilazo III. Los registros en la parte
izquierda de la figura 9.12 representan transitorios de Ca evocados
por pulsos despolarizantes En la parte derecha se muestran los
respectivos  flujos de liberacion de Ca del RS, calculados por el
método de remocion, antes mencionado. En los dos tipos de sefia-
les, pero mas claramente en el segundo, se observa como su
amplitud alcanza casi de inmediato un valor maximo y luego
empieza a decaer rapidamente hasta alcanzar un valor casi
estacionario, pero con un ligero declive.

La caida de la sefal de Ca durante un transitorio, ilustrada en la
figura 9.12 fué interpretada en términos de un mecanismo de inac-
tivacion, a nivel de los canales de liberacion de Ca del RS. Apo-
yando esta idea los autores demostraron que despolarizaciones
condicionantes, bajo condiciones de control de potencial, eliminaban
la primera fase, sin afectar la segunda, o fase de meseta, de los
registros de liberacion de Ca, como se ilustra en la figura 9.13.

Los registros de esta figura representan los flujos de liberacion
de Ca obtenidos con un pulso de prueba de 200 ms y 68 mV
desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. Sobrepuestos a
estos registros, estan los flujos de liberacion de Ca obtenidos en
presencia de pulsos condicionantes de 20 ms y amplitud de 60, 70,
80 y 90 mV respectivamente. En la figura no se muestran los
pulsos condicionantes ni los de prueba. Entre los dos pulsos hay
una separacion de 20 ms, para permitir que la carga intra-
membranaria, movida con el pulso condicionante, regrese a su dis-
tribucion de reposo. Los registros muestran que a medida que
aumenta la amplitud del pulso condicionante, disminuye de manera
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Figura 9.13. Efecto de prepulsos condicionantes breves (20 ms), sobre los
flujos de liberacion de Ca evocados por un pulso de prueba de 62 mV. Los
pulsos condicionantes llevaban la membrana a los valores indicados. Poten-
cial de mantenimiento = -100 mV. (Modificado de Schneider y Simon, 1988,
con permiso).

selectiva la fase inicial transitoria del flujo de liberacidn, sin que
haya efecto alguno sobre la fase de meseta. Estos resultados
sugerian que aumentos relativamente pequefios en la [Ca] basal,
debido a la accidon del pulso condicionante despolarizante, podian
causar la inactivaciéon del mecanismo de liberacion de calcio.
Schneider y Simon, también reportaron que mientras el Ca perma-
necia por encima de los valores basales, la inactivacién continuaba
desarrollandose, indicando su dependencia de este cation. Simon y
colegas (1991) continuaron el estudio del mecanismo de inac-
tivacion con un trabajo en el que aplicaron prepulsos condi-
cionantes de diferentes amplitudes y 200 ms duracion, y utilizaron
dos indicadores, uno de alta afinidad (fura-2), para determinar los
niveles basales de Ca, y otro de baja afinidad (anti-pirilazo), para
medir el Ca durante el proceso de liberacion. Los resultados
permitieron confirmar que la caida del flujo de liberacion no se
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debia al mecanismo de inactivacion del movimiento de carga, ni al
vaciamiento de los depositos de Ca del RS, mas se debia a un
mecanismo de inactivacion rapida del proceso de liberacion de Ca
mismo, o sea a la inactivacion del canal de liberacion de Ca del
RS, el cual es controlado de manera muy estricta por la cantidad
de Ca misma en la cara citoplasmatica del canal. Esta conclusion
estd de acuerdo con los resultados obtenidos estudiando la
actividad de canal unico de los receptores de rianodina incor-
porados en bicapas lipidicas (ver figura 7.11). Los resultados de
Simon y colegas indicaban que se necesitaba mas de un ion Ca
para inactivar un canal, y que a pesar de que la mitad de la
inactivaciéon maxima del canal se obtenia a una [Ca®] de
aproximadamente 0,3 puM, la inactivacion no se completaba ni
siquiera a concentracion saturante de Ca. Con base en estos resul-
tados se pudo proponer un modelo en el cual mas de un Ca,
posiblemente 2, se unen primero a un sitio de alta afinidad del
canal de liberacion, lo cual causa un lento cambio de conformacion
de la molécula del canal, que finalmente lleva a la inactivacion de
canal mismo (Simon et al., 1991). Los experimentos de Schneider
y colegas demostraron claramente que en fibras musculares
esqueléticas, el mecanismo de liberacion de Ca se inactiva y que
el mecanismo de inactivacion depende del Ca.

El fenébmeno de inactivacion dependiente de Ca es una carac-
teristica comun para diferente tipos de canales de Ca (Brehm y
Eckert, 1978: Tillotson, 1979: Gera y Byerly, 1999), que ha sido
descrito también en fibras musculares desmembranadas mecani-
camente (Kwok y Best, 1987) y en células cardiacas (Fabiato y
Fabiato, 1978). También ha sido demostrado en RyRs incorporados
en vesiculas del R.S. de musculo cardiaco o esquelético, (Meissner
et al, 1986) o RyRs reconstituidos en bicapas lipidicas (Tripathy y
Meissner, 1996).

La inactivacion de la liberacion de Ca se ha visualizado no sélo
durante la aplicacion de pulsos despolarizantes largos (> 50 ms),
sino también en respuesta a un solo potencial de accién o pulsos
de corta duracion, <10 ms. (Blinks et al., 1978; Miledi et al., 1983;
Baylor et al, 1983; Simon et al, 1991; Jong et al., 1995). La
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cantidad de inactivacion alcanzada durante un so6lo potencial de
accion ha sido estudiada en experimentos de doble pulso, en los
cuales el efecto inactivador de un primer pulso es determinado
midiendo la cantidad de Ca liberado en respuesta a un segundo
pulso aplicado a diferentes intervalos de tiempo después del primero
(ver figura 9.18) Jong y colegas (1993), demostraron que después
de un solo potencial de accion la capacidad de liberar Ca con un
segundo pulso era disminuida entre el 80 y 90 por ciento, y que la
tasa de recuperacion después de un pulso de 10-20 ms era dos
veces mas lenta que en el caso de un potencial de accion. Esto les
permitié concluir que sélo una pequefia fraccion de canales de Ca
se activaba durante un potencial de accion, y que la liberacion de
Ca termina no solo porque la membrana se repolariza después del
potencial de accidn sino también por la inactivacion del canal.

Se ha visto como los RyR, bien sea en vesiculas del RS o
aislados e incorporados en bicapas lipidicas (ver capitulo 7), pueden
ser afectados por el Ca de dos maneras diferentes: a bajas
concentraciones el Ca activa los RyR y causa la salida de mas Ca,
mientras que a altas concentraciones el Ca inactiva los RyR. Los
experimentos de Schneider y colegas (Schneider y Simon, 1988;
Simon et al., 1988), habian demostrado que este ultimo mecanismo
de retroalimentaciéon negativa tenia un papel fisiologico en el funcio-
namiento de las fibras.

En 1988, Baylor y Hollingworth, para comprobar los efectos de
tampones de Ca exdgenos en alta concentracion, sobre los me-
canismos de liberaciéon de Ca inyectaron una gran cantidad de
Fura-2, en fibras musculares intactas de rana. El uso de Fura-2
como tampoéon de Ca se debid a su estequiometria 1:1, y a su alta
afinidad con el Ca, Kd = 140 nM. Al mismo tiempo inyectaron
antipirilazo III para medir los transitorios de Ca.

Los resultados obtenidos indicaron que, si bien la amplitud y el
curso temporal de los transitorios de Ca, en respuesta a potenciales
de accion disminuian, tanto el Ca total liberado como la tasa
maxima de liberacion de Ca del RS aumentaban en funcion de la
cantidad del tampon exdgeno inyectado (ver figura 9.15). Estos
resultados tenian claras implicaciones para la hipodtesis que el
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mecanismo de liberacion de Ca inducida por Ca, tuviese parti-
cipacion en el fenomeno de AEC. De acuerdo con esta hipotesis,
si el Ca actuaba como mensajero quimico, aumentando su concen-
tracion en el espacio entre las membranas de los jT y los RS, una
alta capacidad tamponadora exdgena hubiera tenido que disminuir la
concentracion de Ca en este espacio, reduciendo de esta manera la
cantidad de Ca liberado del RS. Los resultados obtenidos contra-
decian la idea de la importancia del mecanismo de CICR, y al
mismo tiempo apoyaban la idea de que la inactivacion de la
liberacion de Ca dependia del Ca, ya que al disminuir el Ca
mioplasmatico y mas especificamente el Ca en el espacio restrin-
gido en la zona de aposicion entre los jT y los jSR, por accion de
los tampones exdgenos de Ca, aumentaba el nivel de liberacion de
Ca. De manera que mientras los experimentos de Baylor y cola-
boradores indicaban que la disminucion del Ca mioplasmatico, por
efecto del Fura-2, aumentaba la liberaciéon de Ca del RS, los
resultados de Schneider y Simon indicaban que un aumento del Ca
causado por pulsos condicionantes la disminuia.

Con el mismo propdsito de obtener mas evidencia sobre el
mecanismo de activacion dependiente de Ca, Jacquemond y colegas
(1991) realizaron experimentos, similares a los reportados por
Baylor y Hollingworth (1988), e inyectando altas concentraciones
de Fura-2 y de Bapta, lograron eliminar el componente rapido y
transitorio de los registros de flujo de Ca, como se muestra en la
figura 9.14. En la figura los dos trazos superiores muestran el
efecto del Bapta (aproximadamente 4 mM), mientras que los dos
trazos inferiores muestran el efecto del Fura-2 (aproximadamente
2,5 mM). En los dos casos se aprecia la desaparicion del compo-
nente rapido, indicando que este componente depende del Ca en el
mioplasma para su activacion. El resultado de este experimento
contradice las conclusiones previas de Baylor y Hollingworth
(1988). Para comprobar si la diferencia de resultados entre los dos
grupos se podia explicar en términos de las diferentes prepa-
raciones (fibras intactas vs fibras cortadas) y condiciones experi-
mentales (potenciales de accion vs pulsos bajo control de poten-
cial). Chandler y colegas (Jong et al., 1993 y Pape et al., 1993)
retomaron el problema, repitiendo los experimentos bajo diferentes

313



Carlo Caputo

condiciones, utilizando fibras musculares cortadas de Rana
temporaria y tambien de Rana pipiens, como en los experimentos
de Jacquemond y colegas (Pape et al., 1993), para comprobar los
efectos del Fura sobre la liberacion de Ca en fibras cortadas bajo
condiciones de control de potencial, y confirmaron que 2 - 3 mM
de Fura-2, aumentaban el nivel de la fase tardia y sostenida del
flujo de liberacion de Ca por un factor de 6,6 en el caso de
fibras de R. temporaria y un factor de 3,8 para el caso de fibras
de R. pipiens. El nivel de la fase inicial y no sostenida del registro
del flujo de Ca, también dismimuya pero en menor proporcion que
la fase sostenida, en las fibras de las dos especies. Por otra parte
utilizando fibras intactas, Hollingworth y colegas (1992) compararon
las sefiales de Ca en respuesta a un potencial de accion, en dos
regiones de la misma fibra, cargadas con 0 mM o con 0,9 mM de
Fura-2. La figura 9.15 muestra que en presencia de Fura, la ampli-
tud y el ancho medio del transitorios de Ca (trazo inferior) inducido
por un potencial de accion disminuia mientras que la tasa maxima
de liberacion (trazo superior) y la cantidad de calcio total liberado,
(trazo intermedio) aumentaba.

La diferencia, no solo cuantitativa sino también cualitativa, en los
resultados obtenidos por los dos grupos con concentraciones de
Fura-2 entre 0,5 a 2 mM en el caso de Chandler y colegas, y 2,2
a 2,8 mM en el caso de Jacquemond y colegas, no pudo ser
explicada considerando diferentes factores como el contenido de Ca
del RS, la amplitud del flujo de Ca transitorio y en estado
estacionario, etc. Después de una larga serie de detallados expe-
rimentos la conclusion fue que la condicion fisiologica de las fibras
usadas por los dos grupos era diferente, con la posibilidad de que
la diferencia pudiese radicar en la duracion del periodo en que las
fibras quedaban despolarizadas durante el procedimiento de su
montaje experimental. Sin embargo, al utilizar concentraciones
mayores de Fura (>3 mM), el grupo de Chandler también observo
una dis-minucion en la liberacion de Ca consistente con los
resultados de Jacquemond, pero también con la posibilidad de que
el Fura-2 tuviese un efecto diferente al de su accion tamponadora,
por ejemplo cambiando la fuerza idnica de las soluciones, o un
efecto de tipo farmacolégico.
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Control dual de la liberacion de Ca

Independientemente de la discrepancia entre los resultados de
Baylor, Chandler y colegas y los de Jacquemond y colegas, los
experimentos que acabamos de reportar coincidian en que la
liberacion de Ca del RS de fibras musculares de rana presentaba el
fenémeno de inactivacion, y que ésta no era completa. La carac-
teristica de los flujos de liberacion de Ca, con una primera fase
rapida y transitoria seguida de una segunda fase de meseta con un
pequefio declive, indujo a Rios y Pizarro (1988) a proponer que el
Ca, inicialmente liberado de canales del RS, RyR tipo V, con-
trolados por los DHPr, en respuesta a la despolarizacion de la
membrana, y de manera no dependiente del Ca, pudiera promover
una liberacion adicional de Ca, o actuando ulteriormente sobre los
mismos canales o, liberando Ca de un segundo grupo de canales,
RyR tipo C, no asociados a los DHPr. La disposicion alterna de
los pies del jRS y las tétradas del jT (Block et al., 1988) servia de

CONTROL BAPTA
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CONTROL Fura-2
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Figura 9.14. Eliminacion del componente temprano y transitorio del flujo
de Ca por altas concentraciones de Bapta o de Fura-2. (Modificado de
Jacquemond et al., 1991, con permiso).
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Figura 9.15. Efecto de una concentracion alta de Fura-2 (0,9 mM) sobre
el flujo de liberacion de Ca, el Ca total y la concentracién de Ca libre en
el mioplasma. (Modificado con permiso de Hollingworth et al., 1992).

base estructural para la propuesta de Rios y Pizarro (1988), ya que
el arreglo de los pies y las tétradas indicaba que no todos los RyRs
estaban acoplados a DHPRs, y por lo tanto no podian ser
controlados por los sensores de potencial. La propuesta ademas
tenia el apoyo de trabajos que demostraban la presencia en fibras
musculares de rana, de dos isoforma de RyR, el RyR1 y el RyR3,
en los sitios de union entre jT y jSR (Fleischer et al, 1985;
Imagawa et al., 1987; Lai et al, 1988). Posteriormente la
demostracion de la presencia de RyR3 en zonas extra-unionales
(Felder y Franzini-Armstrong, 2002) sirvié de evidencia adicional
para la propuesta.

La figura 9.16 muestra un esquema que refleja la propuesta de
O’Brien y colegas (1988), basada en la demostracion de dos tipos
de RyR en la misma unidad de liberacion de Ca.

Finalmente otra evidencia, de tipo farmacoldgico esta vez, a
favor del mecanismo dual de liberacion de Ca fue la demostracion
que la tetracaina, 20 pM, eliminaba el primer componente rapido y
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transitorio de la sefal de flujo sin afectar el segundo componente
sostenido (Pizarro et al., 1992). Este efecto diferencial de Ia
tetracaina claramente indicaba que habia dos componentes cinéti-
camente diferentes en el flujo de liberacion de Ca, de los cuales el
que era activado por el mecanismo de liberacion de Ca inducida
por calcio era sensible a la tetracaina.

También se ha demostrado que la cafeina prolonga el curso
temporal de la liberacion de Ca mas alld de la duracion de un
pulso despolarizante, indicando que hay liberacion de Ca indepen-
diente del potencial, de acuerdo con la propuesta de control dual.
La distribucién diferencial de los RyR en fibras musculares de
mamiferos y anfibios ha servido para comprobar el posible papel de
las diferentes isoformas de los RyR en la senalizacion de Ca.
Mientras que en musculos de anfibio (Rana) se encuentran dos

DHPR
] + +
Tabulo T L 2 i o
+ +
o4+ + 4+ 4
Ca2+
\
Reticulo
B RyR Sarcoplasmatico o RyR
Caz+ Ca2+

Figura 9.16. Mecanismo dual de liberacion de Ca del RS. A la izquierda
Se muestra un RyR, no acoplado a un DHPR vy activado por Ca, mientras
que a la derecha se muestra un receptor acoplado a un DHPR y activado
por interacciéon mecanica con éste.
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Figura 9.17. Sefiales (A) y flujos de liberacion de Ca (B) en fibras de
anfibio y mamifero, en respuesta a pulsos despolarizantes cortos y largos.
(Modificado de Shirokova et al., 1996).

R

tipos de receptores, RyR1 y RyR3, en la mayoria de los musculos de
mamiferos adultos solo se encuentra el tipo RyR1. Basados en esta
diferencia, Shirokova y colegas (1996) compararon la sefalizacién del
Ca en fibras musculares de anfibio (rana) y mamifero (rata).

La figura 9.17 muestra en su parte superior, las sefiales de Ca,
en respuesta a un pulso despolarizante corto y otro largo, de fibras
musculares de rana y rata; los registros inferiores muestran los
flujos de liberacion de Ca respectivos. La amplitud del primer
componente del flujo de liberacion de Ca, o sea la fase inicial
transitoria que se inactiva es claramente mayor en la fibra de rana
mientras que la segunda fase sostenida, de meseta que no se
inactiva es claramente mayor en la fibra de rata (Shirokova et
al.,1996). Estos resultados son compatibles con las diferencias en la
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composicion y localizacion de los receptores de rianodina en las dos
clases de animales (Rios y Pizarro, 1991; Ogawa et al, 2000;
Murayama y Ogawa, 2002). De hecho se ha demostrado la
presencia de dos isoformas del canal de liberacion de Ca, RyR1 y
RyR3 en musculo esquelético de anfibios (y en algunos musculos
adultos de mamifero), y la localizacién extraunional de algunos
receptores RyR3 en musculos de anfibio, pero no en musculos de
mamifero adulto. Los experimentos de Shirokova y colegas (1996)
fueron realizados en fibras cortadas bajo condiciones de control de
potencial.

La figura 9.18 muestra los resultados de un experimento
realizado para determinar las caracteristicas del fenomeno de
inactivacion con fibras intactas de rana y de raton utilizando la
técnica de doble pulso. En este experimento la separacion entre
pulsos variaba desde 10ms (trazos inferiores) hasta 170 ms (trazos

A e
170 ms TR
| 1

50 ms 50 ms

Figura 9.18. Experimentos de doble pulso para caracterizar los procesos
de inactivacion y de recuperacion de la inactivacion, de fibras aisladas de
anfibio, registro a la izquierda, o de mamifero, registro a la derecha. El
experimento muestra que, para separaciones breves entre los dos pulsos,
el primer transitorio afecta la amplitud del segundo. Este efecto disminuye
al aumentar la separacion entre pulsos.
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Figura 9.19. Diferencia de los procesos de inactivaciéon y recuperacion de
la inactivacion entre un anfibio (rana) y mamifero (ratoén). (Modificado de
Caputo et al., 2004).

superiores). El analisis de los registros de la figura indica que para
tiempos breves de separacion entre pulsos, la fibra de mamifero
presenta un menor nivel de inactivacion. La figura 9.19 sumariza los
resultados de varios experimentos de este tipo. Puede verse clara-
mente como la fraccion no inactivable de los transitorios de Ca es
considerablemente mayor en las fibras de mamifero (ratéon) que en las
de anfibio (rana), confirmando los resultados de Shirokova y colegas
con procedimientos y preparaciones experimentales diferentes.

Chispas de Calcio

Las senales globales de Ca representan la actividad sincronizada
de miles de canales de liberacion de calcio localizados en cada
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sarcomero a nivel de las uniones triadicas de musculo esquelético.
La aplicacion de técnicas de microscopia confocal ha permitido
registrar sefiales microscopicas de Ca altamente localizadas denomi-
nadas chispas de Ca, que se ha pensado representan eventos
elementales de liberacion causados por la apertura de unos pocos
canales de liberacion de Ca en las Unidades de Liberacion de Ca
(ULC). Las chispas de calcio fueron observadas por primera vez
como eventos espontaneos a nivel de la unioén entre tibulos y RS
en miocitos cardiacos polarizados (Cheng et al. 1993).

La parte superior de la figura 9.20 muestra una imagen de un
miocito cardiaco con aumentos de la concentracion de Ca muy
puntuales localizados en diferentes regiones de la célula. La parte
inferior muestra una imagen confocal de una chispa obtenida con la
técnica de barrido, junto al registro del curso temporal de la
fluorescencia asociada a la chispa izquierda. En esta preparacion la
suma espacio-temporal de muchas chispas daria lugar a los
transitorios globales de calcio. Chispas evocadas por pulsos despo-
larizantes bajo condiciones de voltaje controlado, tenian las mismas
caracteristicas espacio-temporales de las espontaneas. Poco des-
pués de haber sido observadas en musculo cardiaco las chispas de

Hon TED 5 w o= 10713 wm
_ anon
500

Figura 9.20. Chispas de Ca en un cardiomiocito ventricular, visualizadas
con Fluo3 y microscopia confocal.
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Ca fueron registradas también en fibras musculares esqueléticas de
rana. Como para el caso de las cardiacas, las chispas esqueléticas
también pueden ocurrir espontaneamente en células polarizadas o
despo-larizadas indicando que no siempre estan bajo control de los
sensores de voltaje. Uno de los factores que regula la generacion
de chispas es el Mg que a concentraciones menores de 2 mM, las
inhibe totalmente (Lacampagne et al., 1998).

Inicialmente, en musculo esquelético, las chispas fueron visua-
lizadas solamente en fibras de rana. La figura 9.21 muestra unos
registros de chispas en musculo esquelético, junto con los corres-
pondientes registros de intensidad de fluorescencia. En fibras
musculares de anfibio, las chispas de calcio, espontaneas o
estimuladas, tienden a tener la misma forma, como se ve en los
trazos de fluorescencia de la figura 9.21

El primer reporte describiendo generacion de chispas en fibras
musculares de mamiferos (Kirsch et al., 2001) fue fuertemente
contestado, sin embargo la presencia de chispas en musculo de
mamiferos ha sido confirmada. La figura 9.22 muestra un ejemplo

Figura 9.21. Imagenes de chispas
de Ca espontaneas, obtenidas
con microscopia confocal y
barrido de linea, en una fibra
muscular esquelética de rana,
bafiada en una solucién con
glutamato. Notar la naturaleza
estereotipada de las chispas en
esta preparacion. (Cortesia Prof.
Eduardo Rios).

10 um
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Figura 9.22. Chispas y tizones
(ember) de Ca en una fibra
muscular de rata, bafiada en solu-
cion con glutamato. Notese el as-
pecto polimorfico de las chispas en
esta preparacion. (Cortesia Prof.
Eduardo Rios).

de chispas en una preparacion de musculo esquelético de mami-
fero. Las caracteristicas espacio-temporales de las chispas de Ca
de musculos de mamifero no solo difieren de las chispas de
musculo esquelético, sino también entre ellas mismas. En general
las chispas de fibras musculares de mamifero son mas pequefias,
33 % de las de rana y tienen la fase de subida mas lenta. En la
solucion glutamato uitilizada por Zhou et al (2003) las chispas de
mamifero frecuentemente aparecen mas prolongadas en el tiempo,
presentando el aspecto de tizon (ember), o mostrando actividad
repetitiva. Bajo estas condiciones no aparecen los tizones en las
fibras de anfibio, donde habian sido originalmente descritos.

En fibras de rana la despolarizacion de la membrana aumenta
enormemente la frecuencia de generacion de chispas, lo que
dificulta el estudio de la dependencia de potencial y de las
caracteristicas fisicas de las mismas.

Como se muestra en la figura 9.23, este problema fue resuelto
despolarizando primero la fibra, de manera de inactivar los sensores
de voltaje y eliminar la generacion de chispas, y luego repolarizar la
fibra por un cierto periodo de tiempo a valores de potencial que
reactivaran los sensores de voltaje de manera parcial, de manera
que el numero de chispas fuese reducido. (LaCampagne et al.,
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Figura 9.23 Chispas de Ca en una fibra muscular de rana bajo con-
diciones de control de potencial con la técnica de doble brecha de
vaselina con fibra cortada. En el panel de la izquierda la fibra ha estado
despolarizada a 0 mV, y se encuentra en estado inactivado. Después de
ser repolarizada a-90 mV por 290 ms es despolarizada de nuevo a 0 mV, lo
cual causa reactivacion parcial de la capacidad de producir chispas. El
panel a la derecha muestra una corrida similar, pero con un periodo de
reactivacion de mayor duracion, 540 ms, lo cual causa activacion de un
mayor numero de chispas d despolarizar de nuevo (Modificado de
Lacampagne et al., 1996, con permiso).

1996). En el caso del experimento de la figura 9.23, el primer
panel muestra que después de mantener la fibra por un periodo
prolongado a un potencial de 0 mV, la fibra fue repolarizada a -90
mV por un periodo de 290 ms y luego llevada a 0 mV nueva-
mente, causando la generacion de algunas chispas. Al aumentar la
duracion del periodo de recuperacion a 540 ms, se produjo un
mayor numero de chispas, como se muestra en el segundo panel.
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La figura 9.24 muestra la dependencia del potencial del fenomeno
de recuperacion de la capacidad de generar chispas. En el panel
derecho se muestra como después de un periodo de recuperacion
de 190 ms a 90 mV una despolarizacion a 0 mV induce la
aparicion de numerosas chispas. En el panel a la izquierda, después
de un periodo de recuperacion mas largo, 2040 ms, una des-
polarizacion a -40 mV no es suficiente para generar chispas, que
aparecen al despolarizar la fibra a 0 mV después de un breve
periodo a -90mV. Aplicando estos protocolos los autores demos-
traron que las caracteristicas espacio temporales de las chispas

2040 ms _40 190 ms

10}1111 200 ms

Figura 9. 24. Dependencia de la activacion de la chispas del potencial de
membrana. En el panel izquierdo la fibra, despues de haber estado
despolarizada a 0 mV por un periodo largo, es repolarizada a -90 mV por 2
s, periodo suficiente para reactivar completamente su capacidad de
generar chispas. Una despolarizacion a -40 mV solamente activa pocas
chispas, mientras que una despolarizacion a 0 mV, despues de un periodo
corto de reactivacion (190 ms a -90 mV), activa numerosas chispas. En el
panel derecho de nuevo se muestra como una despolarizaciéon a 0 mV
causa una r obusta activacion de chispas. (Modificado de Lacampagne
et al.,, 1996, con permiso).
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eran independientes del valor de potencial de membrana entre -80
y + 40 mV y del periodo de recuperacion.

Los resultados de estos experimentos indican claramente que los
mecanismos que controlan la generacion de chispas son los mismos
que participan en el fenémeno de AEC para la generacion de
sefiales de Ca globales. Usando la misma estrategia experimental
los autores (Lacampagne et al., 1998) también pudieron demostrar
que disminuyendo la concentracion de Mg intracelular aumentaba la
frecuencia de las chispas sin cambios en sus caracteristicas fisicas.
Este efecto del Mg es similar a los resultados previos de Endo
(1977), y Lamb y Stephenson (1991; 1994) obtenidos con fibras
desmembranadas.

Recientemente se ha demostrado que la calmodulina, CAM,
puede modular el mecanismo de generacion de chispas en fibras
musculares de rana, causando un aumento en la frecuencia de las
chispas de Ca, de hasta 17 veces, sin que cambien las carac-
teristicas espacio-temporales de las chispas. Este efecto es dosis
dependiente y altamente cooperativo, con un K, = 1 uM 'y un
coeficiente de Hill n= 4,2. (Rodney y Schneider, 2003). En fibras
permeabilizadas se ha encontrado que una CAM, marcada con
fluorescencia, se localiza a nivel de las triadas.

En analogia con lo que se ha postulado para el caso de los
eventos globales, pudiera haber dos mecanismos de control también
para las chispas, uno controlado por los sensores de voltaje y el
otro dependiente de la liberacion de Ca inducida por Ca. La
presencia de dos isoformas de RyR en miusculo esquelético de
anfibio pudiera servir de base molecular para este mecanismo doble
de control. Asi se pudiera pensar que los RyR1 estan prefe-
rencialmente bajo control de los sensores de voltaje y estarian
asociados a las chispas evocadas mientras que los RyR3 estarian
mas bien asociados a los eventos espontancos derivados por
fluctuaciones de Ca. Sin embargo una dificultad para esta inter-
pretacion se deriva del hecho de que la morfologia de las chispas
espontaneas o evocadas es la misma. Una observacion interesante
se refiere a la presencia de una fluorescencia difusa no asociada
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con chispas bien definidas evocada por pulsos despolarizantes
pequenios. Esta fluorescencia parece estar asociada a las bandas
sarcoméricas, mostrando niveles mayores en las regiones triadicas.

La sefial de Ca promediada espacialmente tiene una forma
monofasica coincidente con, y sostenida durante, el pulso. En raras
oportunidades se observaron chispas a nivel de la zona triadica,
montadas encima de la fluorescencia difusa. En respuesta a pulsos
de mayor amplitud, por ejemplo a -58 mV, la generacion de varias
chispas, al comienzo del pulso resulta en generacion de un pico de
fluorescencia montado encima de un componente basal sostenido.
Al igual que ocurre con las sefiales de Ca globales (Pizarro et al,
1992), tanto el pico como el componente sostenido de fluorescencia
aumentan de amplitud con pulsos mds grandes. En presencia de
tetracaina las chispas y el primer pico de fluorescencia desa-
parecen mientras que el componente sostenido permanece.

Estos resultados pudieran indicar que los sensores de voltaje
activan la liberacién de eventos mdas pequeiios que las chispas y
que estos sirven para activar mas liberacion de canales cercanos,
por un mecanismo de liberacion de Ca inducida por Ca.

Visualizacion de la actividad de las unidades liberadoras
de Ca

En un trabajo pionero, Vergara y colaboradores (Vergara et al,
1991) habian podido obtener imagenes de la distribucion del Ca a
varios tiempos durante un episodio de liberacion de Ca inducido por
estimulo eléctrico, utilizando los colorantes fluorescentes Fluo-3 y
Rhod 2, un sistema de iluminacién basado en lamparas de halogeno
o mercurio de 100 W y una camara de video CCD. En un trabajo
posterior (Monck et al., 1994) superaron la limitacion de la baja
frecuencia de adquisicion de imagenes con la camara de video (30
imagenes por s), utilizando un laser pulsado (300 ns) de alta
intensidad y una camara CCD. Con este sistema lograron registrar
imagenes de los gradientes de Ca intrasarcoméricos con alta
resolucion espacial y temporal.

327



Carlo Caputo

Ve

Vm
-Im
Perfusion

A /

\ u

Electrodo / =
Ag/Agcl

s
Puentes de
Agar :Ll

Cubreobjetos

Cinta adhesiva

Fibra muscular

Objetivo Aceite
100X

Figura 9.25. Camara experimental invertida, cuyo fondo es un cubre-
objeto que permite utilizar un objetivo de inmersion de aceite 100x para
visualizar los sitios intrasarcomerico de liberacion de calcio. La fibra
muscular cortada esta bajo condiciones de control de potencial con la
técnica de dos sellos de Vaselina. (Cortesia del Dr Ariel Escobar).

En los paneles A y C el punto confocal esta posicionado a nivel
de la linea Z, mientras que en el panel B esta posicionado en el
centro del sarcomero. Los registros en la parte inferior muestran
los transitorios de Ca correspondientes a los puntos a, b y c.
Notese como el curso temporal del registro b, es mas lento,
especialmente en la fase de ascenso, indicando un retraso difusional
del Ca, cuyos sitios de liberacion se encuentran a nivel de la linea Z.

Un avance técnico importante fue logrado por Escobar y
colegas (1994) con el disefio de una nueva camara experimental
invertida cuyo diagrama se muestra en la figura 9.25, que permitia
colocar los sellos de vaselina directamente sobre € fondo de la
camara constituido por un cubre-objeto, disminuyendo de esta manera
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la distancia entre la fibra y el objetivo, permitiendo asi el uso de un
objetivo de inmersion de gran aumento (100X). Escobar y colegas
(1994) lograron iluminar una pequefia area, de 0,5 um de radio, en un
sarcomero, pudiendo registrar transitorios de Ca en el punto en que el
colorante deentro de la fibra era exitado por la luz. El punto de luz
podia ser posicionado en diferentes regiones del sarcomero, como se
muestra en la figura 9.26.

20 ms

Figura 9. 26. Registro de transitorios de Ca intrasarcomericos utilizando la
técnica de punto confocal, en una fibra cuyos tubulos T estan tefiidos
con di-8-Anepps. En los paneles A y C el punto confocal esta posi-
cionado a nivel de la linea Z, mientras que en el panel B esta posicionado
en el centro del sarcomero. Los registros en la parte inferior muestran los
transitorios de Ca correspondientes a los puntos a, b y c. Noétese como el
curso temporal del registro b, es mas lento, especialmente en la fase de
subida, indicando un retraso difusional del Ca, cuyos sitios de liberacion se
encuentran a nivel de la linea Z. (Cortesia del Dr Ariel Escobar).

De esta manera pudieron determinar las diferencias en las
caracteristicas espacio-temporales de las sefiales de Ca obtenidas a
nivel de la linea Z y de la linea M.

Como se ve en la figura la fase de subida de la sefial registrada
a nivel de la linea Z es mas rapida de aquella registrada a nivel de
la linea M, demostrando que los sitios de liberacion estan proéximos
a la linea Z, y que la sefial en M presenta un retardo difusional,
que origina la formacion de gradientes de Ca intrasarcoméricos.
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Figura 9.27. Transitorios de Ca localizados y microdominios de Ca en una
fibra muscular de raton. El panel a) muestra una sobreposicion de 3
potenciales de accidon registrados con un microelectrodo intracelular, El
panel b)muestra tres transitorios de Ca en respuesta a los potenciales de
accion en a) registrados en distintas regiones sarcoméricas. En c) se
muestran los flujos de liberacion de Ca correspondientes. En los paneles
Inferiores se muestran: en d) la reconstruccion en tres dimensiones de
los microdominios de Ca asociados a los transitorios de Ca mostrados en
b), y en e y f mapas de contorno. (Cortesia Prof. Julio Vergara).

Imégenes obtenidas con pulsos de iluminacion laser de 300 ns, apli-
cados a diferentes tiempos después de estimular una fibra, confir-
maron la formacién y disipacion de gradientes intrasarcoméricos de
Ca. Esta fué¢ la primera demostracion directa de que la liberacion
de Ca, en fibras musculares de rana ocurre a nivel de la zona en
que se encuentran las cisternas terminales del RS.

En un trabajo mas reciente del laboratorio de Julio Vergara,
DiFranco y colegas (2008), utilizando una técnica mejorada para la
deteccion de punto confocal, han logrado registrar el aumento de la
[Ca], inducido por un potencial de accidn, a nivel subsarcomérico,
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en fibras musculares de mamifero (raton), como se ilustra en los
registros superiores de la figura 9.27.

En el panel a) se muestran tres potenciales de accion sobre-
puestos, que corresponden a las tres sefiales (DF/F) de fluores-
cencia del indicador OGB-5N (Oregon-Green 488 - BAPTA - 5N,
mostradas en el panel b), y registradas respectivamente a nivel de
las triadas (trazo rojo), de la linea Z (trazo azul), y de la linea M
(trazo verde). El panel ¢) muestra el transitorio de Ca y el
correspondiente flujo de liberacion de Ca correspondientes a la
sefial registrada a nivel de las triadas. En el panel d) de la figura
9.27, la reconstruccion tridimensional de los microdominios de Ca
obtenidos en el segmento de la fibra bajo andlisis, muestra tres
pares de dominios estrechos de muy alta fluorescencia, un par por
cada sarcomero, que alcanzan el valor maximo de DF/F, panel d,
en aproximadamente 4 ms, y se disipan igualmente de rapido.

La distribucion espacial y la dependencia temporal de los micro-
dominios de Ca se visualizan mejor utilizando los mapas de
contorno de la senal cruda de fluorescencia, panel ¢), o de la senal
(AF/F), panel d. En estas tultimas imagenes se ha marcado la
posicion de la linea Z, con lineas horizontales blancas, para indicar
que los dominios de Ca se encuentran a los dos lados de la linea Z
y tienen sus maximos en posiciones que coinciden con la loca-
lizacion de los tubulos T.

La figura 9.28 muestra claramente la coincidencia espacial de
los tubulos-T con los microdominios de liberacion de Ca, confron-
tando un mapa de contorno de la sefial (DF/F), panel a, con la
localizacion de la triadas obtenida utilizando microscopia de 2
fotones para identificacion de los tubulos-T tefiidos con di-8-
ANEPPS, panel b.

Estos resultados muestran directamente que, en musculos de
mamiferos, los microdominios de Ca estan espaciados a intervalos
iguales, se encuentran a los lados de las lineas Z, presentan una
amplitud similar en sus picos y que su valor maximo se encuentra
centrado en la localizacion de los tubulos-T, mientras que su valor
minimo se encuentra a nivel de la linea M, y que a nivel de las
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lineas Z los microdominios presentan una amplitud intermedia. Es
importante notar que la caracterizacion funcional de los micro-
dominios de Ca estan en clara coincidencia con la informacion
obtenida en estudios estructurales sobre la localizacion en los
sarcomeros de las unidades liberadoras de Ca.

Posicion (um)
-

Tiempo (ms)

Figura 9.28. El panel a la izquierda muestra un mapa de contorno de una
region de una fibra, mientras que en el panel a la derecha se muestra una
imagen de la misma region, obtenida con un microscopio confocal de dos
fotones de los tubulos-T, tefiidos con di-8-anepps. (Cortesia del Prof.
Julio Vergara).
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Hojuiela citoplasmatica: 36,219, 220
Impedancia: 153, 157, 166, 167, 263
Inactivacion: 13, 14, 171, 179, 180-184,
189, 192, 194, 241-246, 250-254, 269, 270,
273,274,276-280,292, 293, 308-315, 319,
320

Inactivacion contractil: 241-243, 245,
251,270,278

Indice de refraccién: 22,27,105,111,
207

Indocarbocianina: 210
Inmovilizacion de carga: 254, 269
Todoacetato: 97, 101, 102

IP3, Inositol 1,4,5-trifosfato: 14, 283,
284

Isoformas: 201,227,228, 317,319,326
Isétropa: 23,27

Junctina: 229, 233

Junctional RS: 219

Junctional T: 219

Lactato: 100

Latencia: 12, 72, 73

Liberacion instantanea: 70, 71, 78,
80,81, 85,124

Linea M: 29,42, 67, 329, 331

Linea Z: 23,29, 31, 42, 44, 55, 67, 68,
105,108, 112,212, 213,217,218, 249,
328-331

Longitud-tension: 74, 121

Luz polarizada:; 22, 23,27, 207
Marsh: 13,79, 81, 82, 195, 196
Mecanograma: 70, 85
Microcalorimetria

Miofibrilla: 22, 26-29, 34-37, 40, 41,
54-59, 68,102, 111, 112, 195-199, 206,
212,215,216, 219, 249, 250, 255, 259
Miokinasa

Mioplasma: 26, 39, 87, 103, 142, 143,157,
199,205,225,236,257,259,261,283,301,
302,306,307,313,316

Miosina: 12,23, 26, 32-33, 4768, 73-74,
102-121, 128-135, 139, 196, 198, 255, 305

394



Compendio Histdrico de Fisiologia Muscular

Mitocondria: 12, 26, 36, 44-45, 197
Mitotracker green: 44, 45

Miuasculo sartorio: 33, 37,42, 72, 73,
88,90, 103, 187

Miisculo semitendinoso: 70

Natori, preparacion: 14, 59, 102, 226,
254-260

Nervio motor: 69

Neuma: 18

Opacidad: 73, 207

Oxidativa: 90, 91

Patrones de difraccion: 32, 33
Patrones ecuatoriales: 33
Perimisio: 84

Periodo latente: 72, 86, 211
Peroxidasa: 37

Pez sapo: 38,218,220

Pie: 42,210,217-221,228-230, 272,315,
316

Piruvato: 100

Placa neuromuscular: 25

Poscarga: 70, 71, 80

Post-carga: 71,79, 93

Potenciacion post-tetanica: 12, 73, 74
Potencial de accion: 13,21, 69,71, 142,
155,162,165-174, 181, 185,186, 189-191,
208-210,215,216,235-237,243-249, 253,
254,260,262,265,292,303-314,330
Potencial de membrana: 14,21, 69, 141-
150,155, 157,165-187,193,208-214, 251,
258,262-267,270-278, 280, 284,291, 295,
297,325,326

Presion osmética: 107

Protoplasma: 106

Puentes cruzados: 12, 31-34,52,73, 80,9,
99,113-119, 126-138

Rayos X: 28,32-34, 73,110, 112, 113,
115, 129,202,203, 211

Rectus abdominis: 102

Reflexiones: 33, 34, 73

Reflexion meridional: 33, 34
Relajacion: 12, 72,73, 8595, 98,101, 103,

107,109, 199,204,225, 235-238, 242247,
262

Repeticion helicoidal: 33

Respuesta contractil: 12,21, 59, 69-72,
211,238,242, 245,250,251,254,257,261,
283,284

Reticulo Endoplasmatico: 26, 40-41
Reticulo Sarcoplasmatico: 12, 13,23, 26,
29,35-41,45,103,195,197,199,210,211,
232-235,246,259,298,306

RLC cadena regulatoria liviana: 74
Sacudida simple: 69, 71,72, 8590, 98, 99,
103, 140, 203, 225,236,242,302
Sacudida tetanica: 85

Sarcolema: 25, 35, 84, 259
Sarcomero: 12, 13,2643, 55, 60, 66, 67,
70,72,83, 86,104, 108, 110-140, 205, 212,
215-218,244,292,294, 321, 328-332
Sartorio: 32, 33,37, 42,72, 73, 88, 90
Teoria neumatica: 17

Tétano: 71, 73, 80, 81, 90, 91, 94, 98-
102, 119, 124, 137-139, 206, 308
Tetroxido de osmio: 41

Tinciéon de Golgi: 37-39

Trabajo: 76,77, 79, 82, 87-106
Transductor mecano-electronico:
70,121,304

Triada: 35,41,42,44,202,213,217-222,
232,234,272,326,331

Tropomiosina: 12, 34, 54-57, 60-65
Troponinas: 34, 62-65

Tubulos longitudinales: 42, 44
Tuabulos transversales: 12, 13, 35-38, 43,
44, 152-155,213,266,275

Unidad motora: 25, 69

Union triadica: 210,219

Vejiga natatoria: 38, 218, 220
Visco-elastica, teoria: 12, 75, 78
Zona H: 28,29-31, 112,217,218
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