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Este +trabajo presenta 10s resultados de determinaciones de cambios
transitorios de concentracién de Ca2t en fibras musculares esqueléticas.
Se inplemento para dicho efecte una metodologia espectrofotométrica dque
aprovecha optimamente las ropiedades fizicoquimicas del indicador
metalocromico antipirilazo 111 b4 su comple jo con Ccal+, Dichas
determinaciones se hicleron simulitaneamente con €l registro de la actividad
eléctrica de la membrana de las fibras, mediante el use de una camara
experimental de tres compartimentos, en la c¢ual el interior de un segmento de
fira cortada se aisla del exterior por medio de un par de sellos de
vazelina. Las propiedades eléctricas pasivas de laz fibras en esta
preparagiéon son conparables a laz de fibras intactas. Los reglstros de
cambios transitorios de la concentracién de Caf* como respuesta a un
potencial de accidn muestran un  curse tenporal semejante al de la tensian
isométrica durante una sacudida sinmple, 825610 que ocurren en un lapso menor.
El tienpo en que se alcanza la concentracidon mxima de cagt libre es
aproximadamente 5 ms y dicha concentracién es del orden de 10°7-10"6 M
Cuando se estimila a una fikbra mediante un pulso de voltaje contrelado, s&e
observa un aumento de la concentracidn de Cag* con un curso temporal
aproZimadamente exponencial, tendiende a alcanzar un valor estacionario
mientras permanece el pulsoe, Yy regresande suavemente al nivel hasal sigulendo
otro  curse exponencial al corte del rulse. Se perfecciond un modelo ¢inetico
basado en .Jdos flujos de Ca2* nacia Yy del mioplasma Gurante la actividad
miscular, La aplicacién de dicho modeloe a l1os registros obtenidos permitis
hacer una estimacion del curso temporal y magnitud de 1a liberacion de ca2+
del reticule sarcoplasmico cuando se produce un potencial de accién y cuando
se da un pulso de veltaje controelado.



INTRODUCCION

El problema del papel del calcio en la fisiologia de la contraccidn y
excitacion muscular ha cautivade a numerosces clentificos desde finales del
s1gle pasado, Alpunos de los avances que se han tenido en su estudio han
21do notables. Estos conciernen principalmente a dicho elemente en c¢uanto a
activador @e 1a contraccion, Cuando una filra miscular esti en reposgso, la
concentracién de CaZ2* en el mioplasma es practicamente nula (<100 nM; 36,
37). Con la 1llegada de un impulse nervieso a 1a placa mioneural se
desencadena una serie de eventos gue provecan la contracceidn de la fira En
fikras msculares rapidas dJde vertebrados, la despelarizaciéon de la membrana
prodice un potencial de accién gue  se propaga longitudinalmente sobre 1a
superficie de 1la fimra Yy radialmente hacia su interior por el sistema de
tiakbulos  transversos  (fig, 1), En la regicn Jde las +triadas, la =enal
elecirica es transmitida por wWl mecaniame aGn ne conoecide a las cisternas
terminales del reticulo sarcoplasmicoe (RS), resultande en una liberacién
masiva del Ca2* contenido en ese organelo hacia el mioplasma.

En el mioplasma, el Ca®t libre se une a una subunidad de la troponina
(la summnidag TN-C), rproduciends 1a interaccién entre filamentos gruesocs ¥
delgados, con la consigulente generacion de tensidén, un proeceso dque redqulers
de hidrélisis de ATP. El deslizamiento entre unos filamentos y otros resulta
en la contraccidn mascular, La cadena de eventos que une la actividad
eléctrica de la menmbrana externa y la respuesta mecanica ha side
convencionalmente denominada acople excitacién-contraccion, Simltaneamente
con la liberacidon de Ca3+, comienza Su recaptacién activa por el RS a
travéz: Jde una honka de calclo especifica de ese organelo, proceso responsable
de la relajac¢clién (36, 37).

Por otro 1lado, +también existen movimientos de CaZ* del exterior al
interior de 1a Fibra a +través de 1a menbrana plasmatica durante su
actividad Hace poco Mmas de una decada, se caracterizdéd por primera vez uwna
actividad eléctrica dependiente de CcaZt en fibras musculares esqueléticas
de la rana (1ii). A 1a fecha, se han caracterizado dos tipos de c¢anales
idnicos de Cal* en misculo esquelético: uno de cinética lenta y otro de
cinética rapida (4, 10 23, 58). Estos canales se localizan principalmente en
la menbrana de los tdbulos transversces (45). La corriente a través del canal
lento puede detectarse a partir de pulszoes despolarizantes a -40 mv, tiene un
ME¥ime entre los 100 y 200 ms, y decae espontianeamente con una constante de
tiempo de entre 0,5 ¥ 1.0 8§ (56), este Gltime proceso debido principalmente a
inactivacisn, pero también a deplecidn del Ca2t tubular (2, 21, 61, 62).
la corriente rapida se regiztra bajo ¢ondicicones mas restringidas, debido a
1a labilidad de esos canales (23, 2T). Se detecta a partir de
arrozimadamente -60 niv ¥y  tlene un curso rapido de activacion (constante de
activacisn igudal a % mg, unas 30 veges MAs rapida qus la corriente lenta).
No decas =ignificativamente durante pulsoes despolarizantes largos, pero U
anplitud decrece al paso del tienpe de exposicidn a la solucidén de registro.

Se ha especulado a cerca de la posible participacién del CaZt
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Figura 1
Ultraestructura de una fibra muscular.
(T) Tamulos transversos, (1c) cisternas intermedias, {tc) «c¢iszternas

terminales, (Cav) caveolas, {Bm) membrana basal, (f¢) cuello perforado, (I)
bhanda 1scotrédpica, {A) Dbanda anistrépica. Modificada de Peachy, L. D. (48),
segan Liittgau, H C. & Stephenson, G. D. (36).



extracelular en el mecanismoe de acople exclitacion-contraccisn (10, 11, 19).
Existen evidencias de que el incremento de la concentracisn de Ca?t en el
mioplasma induce una mayor liberacion de ca?t del reticulo sarcoplasmico
(24). La entrada inicial de Caf* extracelular al mioplasma podria
funcionar como disparador de esa liberacién de CaZ2t inducida por Cal*.
De hecho, se ha demostrade que el cat extracelular es necesario para
mantener la tension durante las contracturas inducidas por Xt (22, 25, 26,
35). Las sacudidas simples, 8sin embargo, han podido registrarse en
soluciones practicamente libres de CaZ+ (3). Ademas, el bloqueo de canales
de Caft inhibe las contracturas de X' pero no las sacudidas simples (25,
26, 29). Por otro lado, la ausencia de Caf* extracelular estd asociada a
una marcada reduccién de la anplitud y duracién de la sacudida zinple bajo
condiciones que mantienen inalterado el potencial de superficie normal de las

fibras musculares (5). Asimismo, en ausencia de Ca®* se ha observado un
aumento significative del umbral mecanico de fikras musculares esqueléticas
(18). También ha sido demostrado que el Caf*t extracelular modifica la

liberacién de Ca2t del RS (14, 15, 53), probablemente a través de los
sensores de voltaje del movimiento intramembranal de cargas (13, 51), sitios
que ademis sSon sensibles a blogqueantes de 10s canales de Caa*, como por
ejemplo, nifedipina (49, 50).

Diche movimientoe intramemoranal de cargas ha s81do asocladoe al acople
excltacion~contracelidon desde su primera  caracterizacion por Scimelder y
Chandler (60), hasandose en la semejanza que guardan anmbos fendmences ¢on
respecte a sus propiedades cineticas (42). Esto se observa, por ejemplo, st
se conmpara la dependencia carga-voltaje con la de tensién-voltaje (28, 36), ¢
hlen 1a dependencia carga-voltaje ¢on 1a de 1a llberacidon de calclio-veltaje
(17, 40, 42, 49). 5in enmbargo, estas semejanzas estan lejos de implicar una
correlacion completa, y ddficiimente pruekan algo a cerca del poesikle
mecanisme excitacion-contraccion. Se ha propuesto la hipdtesis de que los
grupes cargados estan unides a moléculas grandes localizadas en los tabules T
en la regién de las +riadas. Dichas moléculas se extienden supuestamente
hasta la membrana de 1as c¢isternas terminales del reticulo sarcoplasmico,
donde son c¢apaces de abrir y cerrar canales de ca2*., El movimiento de la
molécula, como consecuencia de un cambio de voltaje produciria asi
directamente la 1liberacién de CaZ+ (28, 36). Recientemente ha sido
ropueste un mecanisme  alternativo, el cual postula 1a intervencidn de un
gegunde mensaljero, el inositol trisfosfato (63, 66). El acoplé, de acuerdoe a
esta hipdtesis, seria una fenomene de naturaleza fundamentalmente quimica.

Estas hipdétesis a cerca del mecanisme de acople excitacian-contraccién
han s1ido propuestas a 1o largo de mas de una decada, Es inportante =zenalar
que no son  excluyentes entre si, 1¢ cual refleja la corplejidad del
probhlema, Su estudio esta basade principalmente en el registro similtaneo de
1a actividad electrica y algunas manifestaciones de la respuesta mecanica de
la fibra mascular. Puesto que 1la liberacion de Ca2t del RS es propiamente
la consecuencia del mecanisme de acople excltacidén-contraccion, sea cual
fuere este, es importante poder determinar con precisidn su curse tenmporal
simultaneamente con la actividad elécirica de la fibra. Sin embargo, esto
8010 se puede hacer indirectamente a partir del cambio de la concentracian



intracelular de CcaZt, De ahi la inmportancia de registrar adecuadamente los
cambios de dicha concentracidn intracelular con suficiente precision. Fara
este efecto se han empleado desde hace varios afios indicadores dpticos de la
concentracisn de Caft. Estos son fundamentalmente de dos clases: adquellos
que en presencia de Caft emiten 1luz (luminiscentes), ¥y aquellos que
rresentan cambios en su espectiro de absorceién luminosa comoe c¢onsecuencia de
su interaccidn con Cat, Historicamente 1los indicadores luminiscentes
fueron los mimeroes en utilizarse para regiztrar el aurentoe de 1la
concentracién de Ca2t durante la activacién mecanica de fibras musculares
(12, 54), El indicador enmpleado en esos cazos fue la ecuorina, una proteina
luminiscente presente en el génere de medusas degquera  Esta proteina
emite una luz azul cuando estd en presencia de aan pequeifsimas cantidadeg de
Catt, Sin embargo, tiene 1a desventaja de que la cinética de la reaccién
entre la proteina y el ca2* no permite registrar fielmente cambios muy
rapidos de concentraciéon de Caa", ademias de que la relacion entre luz
emitida y concentracidn de Caft no es lineal (64).

Los iIndicadores noe luminiscentes llamados metalocromicos han tenido mas
éxito, S sustancias que sufren cambios de ¢olor cuande la concentracion de
cac* cambia, 10 cual es el resultado de la formacidon de compliejos entre
indicador vy Caa". con la consiguiente modificacion de su espectro de
absorcién luminesa, Dichos camblos son suficientemente grandes como para ser
usados para la determinacion cuantitativa de la concentracion de Cac+
libre,

Tres son los indicadores metalocromicos que principalmente han sido
empleados en la determinacién de la concentracién intracelular de Caft:
DA (parpurato de amonio), ARZENAZO III (acido

2,2’ -(1, 8-dihtdroxi-3, 6-disul fo-naftalén-2, 7-hisazo) -bishencenarsénico), b
ANTIPIRILAZO III (acido  3,6-bis(4-antipirilazo)-4, 5-dihidroxi-2, T-naftalén
disulfonico) (7, 9, 33, 34, 38, 43, 44, 46, 47, S7, 58, 59, &4). Todos estos
compuestos tienen una relativa selectividad por el Caa*, Yy mediante la
eleccion de longitudes de onda apropiadas pueden disminuirse o eliminarse las

interferencias causadas por otros metales, Tienen tiempos de respuesta
rapidos (tiempos de relajacion del complejo con el Ca2* @el orden de ws
Y ms). Sus coeficientes diferenciales de absorcidn con CaSt son

relativamente grandes, 1o cual permite determinaciones de concentracidén de
cagt en rresencia de pequenas cantidades del indicador. No obstante, hay
diferencias inmportantes entre las moriedades de esteos indicadores. La
murexida, por ejemplo, s muy selectiva. No se observan camblog espectrales
debidos al Mge‘“, el cual es abundante en el c¢itosol y en las fracciones

celulares, Este no es el caso con el arsenazo III, ya que la presencia de
Mga" induce un canmbio espectral considerable en el rango donde se puede
determinar el catt, El antipirilazo I1I, por otro 1lado, presenta

rracticamente selectividad total al Ca€* a longitudes de onda entre 680 y
800 nm ain cuandc en otras regiones del espectro si hay interferencia por
Mg2t (57, 58, 59, 64).

En cuanto a sus tlenpoes de relajacicén, el de 1a murexida e8 menor que 2
ne, mientras que el del arsenazo II1 es mayor Jue 2,8 ms, Esto



significa que el arsenazo III puede limitar en un momente dado el tienpo de
resolucion de reaccidénes rapidas de unién o tiransporte de caZ2*. El del
antipirilazo III (~ 180 us) es intermedio entre esos dos (M&s cercanoe al

de la murexida) y es adecuado para cambios de concentracion de calt que
ocurren en un 1apso de unas cuantas decenas de milisegundos (57, 58, 59, 64).

La afinidad por el calcio es otro factor importante que diferencia a
estos tres indicadores. La muy alta afinidad del arsenazo III por Ccac+
hace gque el indicador se comporte como un auténtico huaffer de dicho catiadn,
secuestrando una  proporcién considerable del Ca2t 1libre, siendo mas
adecuade su empleo cuandoe se quliere medir concentraciones del orden de
nanomolar, La murexida, por el contrarlo, tiene una afinidad muy baja, 1o
cual limita 1a sensihilidad del colorante, La afinidad del antipirilazo IIT
es intermedia entre 1a de eses otros dos colorantes, lo cual le hace apto
para mediciones de Cac* a concentraciones donde la murexida o el arsenazo
III, por una u otra razén, ne son igualmente efectivos. El rango de
concentraciones mAs adecuado para realizar mediciones ¢on antipirilazo 111 es
de ¢ a 100 UM, donde tiene huena sensibilidad zin perturbar demasiado al
Ca2* del sistema y forma predominantemente un solo tipo de complejo con
este cation (32, 38, 57, 58, 59, 64).

Por otro lade, estos compuestos se unen en mayor o mnenor grado a
fracciones celulares una vez gque han prenetrade al mioplasma (38). E&in
embargo, ninguno parece tener efectos secundarios sokre la fisiclogia celular
(99}, :

Actualmente, se estan disehando mejores indicadores para mediciones de la

concentracién de Ca2*t (64). La estrategia consiste en tomar una sustancia
con alta selectividad y estequiometria 1:4 con Ca2%, y unirle un
cromsforo. Asl se han sintetizado el BAPTA (3cido bis(o-aminofencxli)

etano-N, N, N’, N’ -tetraacético) y el "GUIN 2", un derivado metoxigquinolinico
del BAPTA disenado para ser usado come indicador fluorescente (65)., Eil
BAPTA, sin enbarge, no es Gtil como 1ndicador intracelular, yva que los
cambicos de absorbancia ocurren en 1a regldon uliraviocleta del espectro. El
"QUIN 2" s6lo es adecuado para medir concentraciones de caft en reposoe Yy no
cambios rapides de concentracion, ya gque deblde a su alta afinidad facilmente
se satura en regiones de alta concentracion de dicho catién. Esto demuestra
que disehar una molécula que reana todes 108 requisitos de un indicador ideal
es Aificil, aunque se siguen haciendoe esfuerzos para lograrlo.

Debido a 1as razones expuestas, el antipirilazo III es en la actualidad
el mejor indicador para regilstros intracelulares de cambios rapidos de
concentracién de CaZ2t, Predomina un solo complejo con CaZt bajo
condiciones normales de experimentacién (un ioéon Cagt por cada dos moléculas
de antipirilazo III) (38, &2). Mediante la eleccién de longltudes de onda
adecuadas (entre 680 y 800 nmm), permite determinar concentraciones de Ca2+
ain en presencia de Mg2* u otros cationes divalentes, y asi acentuar su
zelectividad por aquel idén (57, 58, 59). Por 1la ¢inética de la reaccién de
acomple jamiento con CaZt, el antipirilazo III es my apropiado para
registrar cambios rapidos de concentracisn de CaZt, por ejemplo, durante



l1a respuesta de una fibra muscular a un potencial de accion ¢ a un pulso de
voltaje controlado. Por otro lado, tlene 1la desventaja de unirse a
fracciones celulares, 1o cual rerresenta  una incerticunbre en 1la
determinacion del Caf*, esto es, mientras no se sepa con certeza si el
colorante fijado también une ca2+ ¥, de hacerlo, si 1o hace con las mismas
propiedades cinéticas y estequiométricas que el indicador libkre. En Material
Yy Métodos se describen mas especificamente las propiedades fisicogquimicas de
este indicador, . i

Para los fines de la investigaciéon de la Diofisica de la
excitacién-contraccion muscular, €s miy lnportante que, de 103 registros de
cambios tenporales de c¢oncentracion de ca?t con indicadores opticos durante
la actividad muscular, podemos inferir informacion a cerca de los flujos de
ca2* hacia y del mioplasma. El razonamiento fundamental es gque en cada
instante el CaZ* 1libre en el mioplasma es el resultado de la contribucisn
de factores que aumentan y disminuyven su concentracion, Ezoz factoresz
incluyen fendmenos de unién y disociacidon de cagt a proteinas y otras
moleculas, incluyendo el propi¢o indicador, asi como transporte de caZt
hacia y del mioplasma. En base a esto, se han desarrollade modelos cinétlcos
que permiten estimar 1l1a contribucién de la liberacion de caZt @el RS al
cambio global de 1la concentracidon de caZ+ libre, asi como la participacidén
relativa de los demis factores (8, 14, 39, 40, 41, ver Apendice 1),

Este +trabajo presenta 10s resultados de determinaciones del cambio
temporal de la concentracion de Cal* en fibras misculares aisladas con una
metodologia espectrofotoméirica basada en la reaccidn de aconplejamiento
entre cact Yy el indicador metalocromico antipirilazo III. Las
determinaciones se hicieron similtaneamernte <oon registros de la actividad
eléctrica de las fibras en una camara experimental especialmente disehada
para ese objeto, Se presenta asimisme un anilisis de las propiedades
eléctricas pasivas de las fibras., Ademis, se desarrolla y aplica un modelo
cinético de flujos de Cag+ para obtener una estimacion de la liberacidén de
ca2* del reticulo sarcoplasmico. El trabajo experimental se realizd en el
Departamento de Fisiologia y Blofisica del CINVESTAV-IPN, México, D.F.
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OBJETIVOS

Inmplementar una metodologia espectrofotoméirica basada en la reaccidn de
aconplejamiento entre cact y el 1indicador metalocrémico antipirilazo III
para determinar simltineamente el curso tenporal de la concentracion
intracelular de Cac* ¥y los fenémenos eléctiricos de la membrana en fibras
misculares esqueléticas durante la actividad muscular asi como perfeccionar vy
aplicar un modelo cinético de flujos de ca2+ para obtener una estimacion de
la liberacién de CaZt gel reticulo sarcoplasmico durante dicha actividad



MATERIAL Y METODOS

La metodologia aqui desarrollada esta destinada a ser usada en
experimentos con fikras musculares esqueléticas aisladas, tanto de anfibio

come de  mamifero, pere puede  ser adaptada para su use en otras
Preparacieones. Todos 1los registros presentados corresponden a filras de
distintos misculos de KRana plpiens El generc Rana ha sido Y es

usado ampliamente en experimentos sobre excitacion y contraccion mascular.

Los animales empleados fueron originarios del estado de Michoacan y eran
mantenidos en una jaula de aproximadamente 1.5 mx .5 m a la intemperie, en
la cual hay un pequefio estanque con hierbas alrededer. El1 objeto de que la
Jaula esté a la intemperie es gue las ranas puedan alimentarse de los
insectos dque se acerquen por ahi, No obstante, semanalmente se les daba
chapulines u otros insectos para asegurar su alimentacion.

Los animales eran sacrificados por decapitacidén, procurando evitar al
mxime su  sufrimiento, Luego se les destruia la médula para impedir
movimientos reflejos durante 1la diseccion. Los mascules empleados en losa
experimentos fueron generalmente el semitendinoso y €1 peroneo, Ppero
ocasionalmente se usaron otros, come el ileofibularis,

Una vez extraide un misculo, se <¢oloca en Ringer Normal (Tabla I) a
40, La diseccidon del misculo para aislar y extraer una fibra se hace en
Sclucidén Relajante o en X‘t-isoténico (Tabla I). La primera produce una
contractura inicial por su alta concentracién de XK' y 1luego una
relajacion, El gradiente electroquimico establecido por esta solucion impide
contracciones posteriores y, puesto que no tiene Caa*‘, evita el dano
Froducido a la fibra cuando diche 1ion penetra en ella. La segunda es
semejante a la primera, pero tiene Caa*, y esto hace mas facil detectar si
una fibra estd dahada, pues la entrada de CaZ2t por el sitio dahado produce
una contraccién local. La diseccién se hace bajo el estereoscopio, con campo
obscuro y con agua circulante para evitar el calentamiento de 1a
preparacién. . Se separan fasciculos, y de ellos se corta un segmento de fibra
intacto de aproXximadamente 1.5 mm de largo. La manipulacién de la fibra se
hace c¢on pinzas may finas. Los c¢ortes se hacen con tijeras finas y con
puntas de alfileres entomologicos perfectamente afilados.

El segmento de fibra asi aislado es transportado a la camara experimental
mediante una pieza de lucita disehada para ello. Esto debe hacerse de tal
manera gque la fibra silempre se mantenga kahada por la solucién relajante,
Cuando la diseccidn se ha hecho en X't-isoténico, es necesario lavar la
fibra primero en Scoluclidén Relajante para evitar llevar residuos de cact que
l1a daflen al penetrar por los exiremps donde se hicieron 1os cortes.

La ¢amara erXperimental esta construida en lucita y dividida en tres
compartimentos aislades por sellos de vaselina (fig. 2). La parte central
del segmento de la fibra se coloca en el compartimento central (C), donde la



TABLA I

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES EMPLEADAS

RINGER RELAJANTE K*-ISOTONICO INTRA- 10 mM Caf*
NORMAL CELULAR
(1) () {1} (1) ()

NaCl 115,
KC1
CaClp
HEPES-Na

Q. 0082

gefa
QO

Glutamato ‘ 120. 0
de Xt

MgClp
BGTA-Nap
Tris-maleato
de Xt

[l
1]

aon
Q=0

Glutamato ) 108,
de Cst
EGTA-Csp
ATP-Nap
Glucosa
Tris-maleato
de Cs*
AP-111

Ao
leNeNo el (o)

W
o

TEA-CH3S03 106. 0
Ca- (CH3503) p 10,0
Tris-CHzSO3 50
3, 4-DAP 1.0

Ko80, 95, QO
CasOy 10. G
HEFES-K 5, Q
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Figura 2
Preparacion de la fikbra cortada en la camara

experimental con doble zello de vaselina
(F) filra, (N) cortes laterales, (M) pedestales moviles, {B) sellos de
vaselina, (G) cubreobjetos, (L) haz lumincso, (P) placas de separacién de los
compartimentos, {A) compartimentoes laterales, (C) conpartimento central, (QO)
okbjetive de inmersion, (W) paredes que separan a los compartimentos con
ranmura para colocar la fibra, (S) cinta adhesiva para sujetar a la fibra.
Figura tomada de Kovacs, L., et al., (34). '
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superficlie externa de la menkrana queda expuesta a la solucion extracelulanr.
Los extremps de la fibra quedan en los conpartmentos laterales (A) sujetos a
un par de pedestales moviles (M), de manera gque se pueda regular el
estiramiento de 1la fibra, Mediante cortes pequehos (N), se pone en contacto
el mioplasma con la solucidn de los compartimentos laterales, que por tal
razén se denomina solucisdn intracelulanr. Las soluciones extra- e
intracelulares estin aisladas mediante 1los sellos de vaselina. Bsta
preparaciéon tiene, pues, la enorme ventaja de que se puede modificar la
composiclion del mioplasma mediante el emplec de distintas soluciones

intracelulares. Para 10s registros épticos, la inmportancia de esto radica,
ademas, éen que la manera de hacer penetrar al colorante sensible a ca2t es
por difusién a partir de los compartimentos laterales, El fondo del
compartimento central es un cubre-objetos (G) a través del cual pasa un rayo
de 1luz (L). Este incide en la fihra y es recolectado por un cobjetivo de
inmersion Q). Las mediciones épticas consisten Dbasicamente en un

seguimiento de 1los cambios de intensidad luminosa del haz que atraviesa la
fibra a determinadas longitudes de onda, Yy el diseno de la camara
experimental es idoneo para este propb_sito.

El colorante sensible a CaZt empleado es el antipirilazo III (fig. 3).
Sus propiedades fisicoquimicas lo hacen un indicador excelente para registrar
cambios rapidos de la concentracién intracelular de Cagt ¢ 34, 38, 52, 57.
58, 59, 64), Este colorante presenta un espectro de absorbancia con un
maxime a 550 nm En presencia de ca*, se observa una disminucién de la
absorbancia a esa longitud de onda, pero un aumrento de ella entre 620 y 800
nm, (fig. 4). La interaccidon del antipirilazoe 1III1 c¢on otros cationes
divalentes no resulta en canmblos de abscorhancia a longitudes de onda mayores
que 680 nm (fig. 5), 1o cual le confiere una selectividad ventajosa para
registrar cambios de c¢oncentracidén de ca2* ain en presencia de otros iones
fisiologicos que se presentan en concentraciones importantes, como por
e jemplo, Hga*. Por otro lado a longitudes de onda mayores que 800 nm no
absorben ni el antipirilazo III ni sus conplejos. EBEstas longitudes de onda
pueden usarse entonces para tener un control de los cambios de absorbancia no
dependientes de Caa*, Yy que comammente se les llama cambios intrinsecos de

absorbancia. Otra ventaja es que el c¢olorante no tiene una gran capacidad
amortiguadora y por lo tanto no modifica significativamente la concentracison
de Ca2t 1libre que hay gque medin Ademas, el tiempo de relajacion del

comple jo CaZ*-antipirilazo I11 (~ 180 us) permite realizar
determinaciones de la concentracién de Ca2t con intervalos de sélo
fracciones de milisegundo entre ellas.

La transformacion de las medidas de absorbancia a valores de
concentracién de Ca2t no es un roblema facil. Esto se debe a que un
requisito indispensable para poder efectuarlas correctamente es conccer la
estequiometria de la reaccldén de acomplejamiento entre antipirilazo 111 y
cat, Varios autores (7, 32, 34, 38, 52) han llevado a cabo calibraciones
in vitro o en fibras musculares con el fin de determinar simltaneamente la
estequiometria de 1l1a reaccidén vy los valores de la constante de disociacidn
del comple jo (Kp) Y su coeficiente diferencial de extincion molar
(Aep). Se ha visto que 1la estequiometria de 1la reacclidon depende

ie



acide 3,6-bis(d4-antipiril

Figara 3
Antipirilazo III
azo) -4, 5-dithidroxi-2, T-naftalén disulfonico
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COMPARACIGN DE ESPECTROS DG APIIL ¥ Ca-APIlL.

Absoluto
APIIT SO uM

»
8A Abhzaluto
0.3 APLIL SO uM
CaZ¢ 1 wM
L}
0.2
°
D l‘orelulul
0.2 APLIT 50 uM
cal* 1 M
T T T T v v T B
400 600 00
Figura 4

Conparacion de los especiros de absorcéén de

antipirilazo III su complejo con Cact ,
a) Espectro absolute de antipirilazo III. b) Espectro absoluto del complejo
antipirilazo III-Caf*+, ¢} Espectro diferencial del complejo antipirilazo
111-Ca2+, (Espectrofotsmetro Beckman DU-50).
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Figura 5
Comparacion de los espectros diferenciales de los complejos

de antipirilazo III con varios cationes divalentes
La concentracién de antipirilazo III era 50 Ul  El pH era igual a 7.
Tomade de Scarpa, A, (58).
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notablemente de factores como el DpH y la concentracidn de cag* (32). Sin
embargo, a PH 7 y en un rango de concentraciones de O a 100 uyM, se unen
dos mpléculas de antipirilazo III con un ién de cact (32, 34, 38, 52).

Una desventaja del 1indicador es que se fija considerablemente a
fracciones celulares en el mioplasma (38). No se sabe 51 el antipirilazo III
fijado también une CaE", y esto representa una incertidumbre en los valores
de CaZt libre calculados a partir de las determinaciones de canmbios de
absorbancia. En este trabajo se hicleron los cilcules bajo la hipotesis de
que sdlo el antipirilazo III en solucidon forma complejo con el cag* libre.

A continuacidon se exponen 10s criterios y razonamientos enmpleados para la
calibracion del sistema antipirilazo III—CaE'*, que a su vez son el
fundamento de 1la regla de transformacion de absorbancia a concentracion de
ca* 1libre,

Sea:

intensidad luminosa

longitud de onda

concentracion del colorante ¢ conplejo absorbente
distancia sobre la linea de propagacion del haz luminoso
en €1 cuerpo absorbente

e Il ]
11 [}) it "

Entonces, la l'ey de Lanmbert-Beer (64) dice que:
al = -Ice(A)dx, donde ¢{A) = una funcién, determinada

experimentalmente, que sélo de-
pende de A,

Integrando:

2.303 108(1/1y) = In(I/Ig) = -e(A)cl

1
donde 1 = J dx - longitud del paso optico

o .
Se define:
¢{A)cl
A= -log(I/1y) = = e{A)cl
2. 303
donde A - absorbancia
${A}
€(A\) = —— = coeflciente de
2. 303 extincion melar
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Para un sistema como el que estamps tratando, una parte de la absorbancia
se debe al colorante unicamente y otra parte al complejo colorante-Ca2*. La
suma de las dos es la absorbancia total., Denotando con D al antipirilazo lilre
e indicando la estequiometria de la reaccidn segin la siguliente ecuacion:

oCa?* + BD = CagDg
se cumple:

Ap = Ap + AcaD

= ep(M)1(Dp-BICauDgl) + €cap(M)1[CagDgl ... ..ovvvvvinven, a)

donde €()) Y €cap()) son los coeficientes de extincién molar
del colorante y su complejo con Cac*, respectivamente.

Puesto que en ausencia de Ca2+3

Ao = €pOVIDD vvvvrvnnnenns e e .. D)

restando b) de a) tenemos:

AA = Ap-Ao = (ecap(A)-Bep(A))1[CagDg)

Se define:

Ae())} = ecap(A)-Bep(r) = coeficiente diferencial de
extincién molar

Luego:

BA = A€(A)1[CAGDRY «vvvveit it e ¢)

Esto quiere decir que la concentracion del complejo es funcidén lineal de la
absorbancia diferencial AA La dependencia de dicha concentracién con
respecto a 1la del Ca2* 1libre esta determinada por la estequiometria de la
reaccioén. Consideremos el siguiente caso:

ca?t + 2D = CaDp

|
2

€canp(A)-2ep(Ar)

donde a

B
Ae())

17



La constante de disociacidén de esta reaccion esti dada por:
{Ca] [D]?

[CaDy]

Como [D] = Dp-2[CaDp}:

{Ca] (Dp-2[CaDp])?
Kp = — s e e e e d)
{CaDp]

DespeJjando [CaDp):

[CaDp] = %(Dr + Kp/ (4[Cal) - {(DpKp/(2[Ca])+Kyf /(16[Ca)? }))

Sustituyendo en c¢):

AA -ae(A)1%(Dy + Kp/(4[Cal) - {(DpKp/(2[Ca))+Kp /(16[Ca}? )))

Esta ecuacidn nos permite encontrar 1los valores de Kp Y Ae()r) por
regresién lineal a partir de wuna c¢oleccidn de valores experimentales de
AA contra [Ca)l. Haclendo 1o mismo para otras estequiometrias se pueden

conmparar 1los ajustes. El mejor ajuste corresponde a la estequiometria
correcta y los valores de los parametros libres del ajuste serdn 1a Kp y el
Ae(\) del complejo. En el rango de concentraciones de 0 a 100 uM,

Rios, E y Schneider, M F (52) y Xovacs, L., et al. (34) encontraron
utilizando este procedimiento que la estequiometria del complejo antipirilazo
II1I-Ca2* es efectivamente dos moleculas de ‘célorante por un ién Cat,
Los parametros encontrados por esos autores mediante el ajuste se exponen a
continmiacisn.

Xp . Ae(720) € (550)

13131 uM (5°C) 8.2 x 103 Micm-! 2.55 x 10% M~1 em!
25500 uM (23°C)
(34)

Estos resultados son 1los que se enplearon en el presente trabajo como
parametros en las determinaciones de Cca2* 1ibre. El valor de la constante

18
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de disociacidn se corrigid segin la temperatura y la concentracién de Mg2+
libre, el cual aumenta su valor 1. 33 veces para [Mgl-imM dentro de las fibras
(52). Dichas correcciones fueron hechas seguan la siguiente relacion:

Kp(t) = 687, 171+9695. 17,

donde Kp esta expresada en UM Esta ecuacidn es una aproximacion
lineal a 1la dependencia de la constante de disoclacion de 1a temperatura
(34). La temperatura (t) estad dada en ©°C.

Adenmas,
Kp’ (t) = 1/ Kp,

donde Kp’ es la constante de disoclacidon corregida para una
concentraciéon dada dge Mga*’ libre y 1/ es una constante que
depende de dicha concentracion, Para las concentraciones estimadas en el
interior de las fibras en la camara experimental (inM), su valor es 1.077
(52).

La importancia de estos parametros y su relacion con la estequiometria de
la reaccion radica en que son el fundamento cuantitativo de las
determinaciones de los cambios de concentracién de Caft durante la
actividad miscular a partir de cambios de absorbancila.

En reposo, la absorbancia de la fibra a una determinada longitud de onda
)\ es:

Ay(0) = 1[DIep(A) 0.7 + Aj A(0) ovinrniriininninannen. e)

donde Ai, »(0) es la absorbancia intrinseca de la fibra en reposo.

El factor 0.7 esta indicando que s$56lo una fraccién del volamen de la
fibra es ocupado por el colorante, 1a cual corresponde a la fraccisn
acuosa. Ademis, se esta despreciando la concentracion de Ca2* libre en
reposo,

Esta ecuacion es 1util para medir la concentracidon del indicador a cualquier
tiempo dentro de 1a fibra. Usando exclusivamente un filtro que sélo deje
Pasar un estrecho range de longitudes de onda centrado en 550 nm, se mide

primero  la absorbancia abscoluta sin colorante (Aj sgo(0)). Luego, a
distintos tiempos despues de haber agregado colorante, se lee la absorbancia
absoluta  (Aggg(t)). Considerande A; sgo(t) constante e igual a

Aj s550(0), se despeja [D].
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A cualquier otro tiempo, cuando se ha liberado o se esta liberando ca2+
hacia el mioplasma, la expresisn de la absorbancia se transforma en:
A)(t) = 1(Dp-2[CaDpllep(Ar)-0.7 + 1[CaDplecan(A) -O. T + Aj (1)

Y, por lo tanto, el cambio de absorbancia registrado durante ese intervalo de
tiempo es:

AA) (1) = A)(t)-A)(0)
= 0.7 1(ecap(M) -2ep(A)) [CaDR] + (A, \(t)-Aj )\ (O)),
donde Ag A (V)-Ag \(0) = AA; (1)
Sea:

AAca(t) = AAj(t)-AA; j(t) = cambio de absorbancia
debido sélo a la interaccién del Caft con el
antipirilazo III.

Sustituyendo y despejando:

AAc, (1)
[CaDp] = e DN 3

0.7 -1 - A€(r)

Teniendo [CaDp), se puede calcular inmediatamente la concentracidn de
ca2* 1libre empleando la ecuacién d). S610 hace falta, pues, conocer el
canbio de absorbancia debido al Ca2* (AAca(t)) para tener 1la
concentracion intracelular del cation

El sistema de registro optico esti disenado para hacer uso optimo de las
propriedades fisicoquimicas del antipirilazo I1I Y Dpoder determinar
adecuadamente AAcz(t). Este sistema se muestra esquematicamente en la
figura 6. Se adaptd en el laboratorio partiendo de un microséopio binocular
convencional Zeiss, haciendo las modificaciones necesarias.

Una fuente luminosa con un filamento de tungsteno emite un haz de 1uz
blanca, el cual se hace pasar a través de un filtro (FO) y una ranura (S).

iLas longitudes de onda mAs adecuadas para registrar los cambios de
absorbancia debidos sdlo a la interaccisn de Caft con el indicador son 700
y 720 nm, vya que ahnhi no hay interferencia con l'lg‘?+ Yy la absorbancia
diferencial del complejo es cercana a un maximo (fig. 4 y 5).
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Figura 6
Equipo optico

(F) Fuente Iluminosa, (C) colimador, (FO) rueda de filtros, (S) ramara, (R31)
rrimer divisor neutro, (PD3) fotcdiodo que recibe una fraccién constante de
la 1luz emitida, (Vz) voltaje del fotodiode FPD3, (L1) condensador, (FP)
rlatina y preparacién (camara experimental con puentes de agar), (L2)
objetive de  inmersion, (BSZ2) segunde divisor neutro, (Fi) filtro de 700 nm,
(F2) fiitro de &850 nm, (FDi) fotodiodo que recibe la sehal dependiente de
antipirilazo III—Ca*?*, {PD2) fotodiodo que recibe la sehal intrinseca a 850
mm,. (V) potencial del fotodiodo PD1, (Vp) potencial del fotodiodo PD2.
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Dicho filtro Dbloquea 1a 1uz de longitud de onda A < 600 nm Un divisor

de haz (BS1), que consiste en un espejo semitransparente, transmite una
fraccidn constante del rays luminoeso para ser enfocado sobre la superficie de
un fotoddodo (PD3). La fraccidon reflejada del rayo atraviesa un condensador
(L1).  Este wltime es un objetivo invertido, el cual enfoca la imagen de la
ranura sobre la fikra miscular en la camara experimental. La luz transmitida
es luego recolectada por un objetivo de inmersion (L2) y dividida nuevamente
por un segundo divisor neutro (BS2) en dos rayos. Uno de ellos pasa a través
de un filtro de dbanda (F2) que deja pasar luz de longitud de onda
Az850420 nm y luego es enfocado sobre 1la superficie de un segundo
fotodiodo (FD2). El otro rayo pasa a través de un filtro de banda centrado
en T700:20 nm (Fi), para ser enfocado después sokre la superficie de un tercer
fotodiodo (FD1).

En la superficie de cada fotodiodo (fig. 7), 1la intensidad luminosa se
traduce, primero en una corriente eléctrica y &sta a su vez en un nivel de
voltaje. La sehal de voltaje es directamente proporcional a la intensidad
luminosa.

Los wvoltajes de 1los tres fotodiodos son alimentados a tres respectivas
entradas de una anmplificador de "tracK-and-hold" (fig, 8). Las sehales
pueden anplificarse muchas veces mediante 1o0s potenciometros de 100 X2 en
108 bhucles de 1oz amplificadores c¢operacionales de 1las entradas. Los
potenciales a 1la salida de dichos amplificadores operacionales se denotaran
por V() Vo(t) Yy V3(t), correspondiendo a 1o tres fotodiodos
respectivos. (Se sinbolizan asi porque las medicliones se hacen con respecto -
al tiempo). En ausencia de luz todos son iguales a 0. Para efectuar las
mediciones en la preparacion, S€ hace pasar una corrilente constante de 9
amperios a través de l1la resistencla de la fuente y se llevan 105 tres
potenciales a un mismo valor mediante 1os potenclometros sefialados. Este
valor se escoge alrededor de 108 4V y corresponde al valor basal de
intensidad luminosa sobre el cual se miden los cambios de intensidad Esto
es:

Vy = Vo = V3 = 4V

Las sehales asi amplificadas se alimentan a una etapa de "track-and-hold”,
Aqui, mediante 1la accidn de un switch, se guarda el potencial inicial como
carga acumilada en un capacitor. Los potenciales posteriores, Vi(t),
Va(t) ¥y V3(t), se comparan respectivamente con los potenciales iniclales
almacenados.

El fotodiodo PD3 tiene como finalidad proporcionar un control de las
fluctuaciones de la fuente luminosa durante 11os registros. Estas
fluctuaciones aparecen en 1la salida de cada amplificador operacional de la
etapa de "track-and-hold"., Como son lguales, se pueden cancelar mediante una
resta analogica. Las salidas de los anplificadores operacionales restadores
corresponden a l1os canmblos de intensidad luminosa de P4y PDZ2, c¢on
considerabkle reduccidén del rmuido proveniente de 1a fuente. {La-relacion
ruldo/senal basal gque se obtlene con €l equipo empleado es de 1/20000 a
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Figura 7

Circuito eléctrico de un foiodiodo
(I) Luz incidente, (PD) fotodiodo, (V) voltaje de salida del amplificador,
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Figura 8
Ciruito eléctrico del amplificador de "track-and-hoid”
(ver texto)

24

LouT &

fom—a)

HEW

§

THWA I



S Ay 1 M

1/50000). Finalmente, se amplifican 1as veces due sea necesario y se
obtienen como salidas de voltaje para el osciloscoplo y la computadora. ESos
voltajes se denominan, respectivamente, AVy(i) ¥ AVp(t). Son
directamente proporcionales a los camplos de intensidad luminosa Alg ¥
AIp(t), ¥ debide a que se trata de valors muy pequehos comparados con

el voltaje basal, son aproximadamente proporcionales a 1os cambios de
absorbancia respectivos, Mediante un tratamiento analitico se obtlene una
e¥presion exacta para los camblos de absorbkancia a partir de los registros de
voltaje.

Sea Io la intensidad de la luz incldente en la fikra, I(0) la
intensidad de la 1luz transmitidad en el tienpo inicial de un registro, ¥y
AI(t) el cambio de intensidad de la luz transmitida en el tlempo t
(AI({r) = I{t)-I(0)). Entonces, el cambio de absorbancia a esa longltud
de onda esta dado por

Io Io
AA(t) - 108 - log
I(0) + AI(t) I(0)
I(0)

log :
I(0) + AI{%)

Y, Puesto que I es proporcioconal a Vi

V(0)
AA(t) - log

V(0) + AV(t)

Esto se cumple tanto para FDi1 como para FD2, de modo gque:

Vi (0)
AA4(t) = AA7pp - 108
V() + AV (t)
‘Va(O)
AAp (t) = AAgsp = log

Va2 (Q) + AVpa(t)

Pero, como ya sSe dljo, AAggp(t) es independlente del antipirilazo III y
sus complejos, Yy por lo tanto es igual a la absorbancia intrinseca a esa
longitud de onda. Luego:

AAp = BAj gs0(t)



Por otro lado, AA7gp(t) tiene un componente intrinseco Yy otro que
depende exclusivamente de la interaccidéon del antipirilazo III con el Cag*t,

Se ha encontrade que existe . una relacion inversa entre la absorbancia
intrinseca y la longitud de onda (7): ’

, Mi'k(t) : AAi’ 550(1.)0/850)'0‘. donde a~1{
A las longltudes de onda gque nos interesan podemos escribir:

AAj 700(t) = AAy gpo(t) (TOO/850) = AAp(t) (850/700)
Como AAca (1)
AAca (1)

AA7o0 (L) -AAy 700(t), entonces:

AAy (1) -AAp (1) (850/700)

Sustituyendo en la ecuacién f) vy . luego empleando d), se obtiene la
concentracidn de Caft libre en cada momento.

Los camblos de voltaje Vi(t) y Va(t} se digitalizan mediante un
convertidor analdgico-digital {Tecmar Labmaster Board) para luego ser
adquirides con una microcomputadora. La adquisiclon se hace ¢on una versisn
del program de adquisicion de datos CLAMPEX., Este hace dque la computadora
genere pulsos comando y a la vez muestree los niveles de voltaje ¢ corriente
de uwno ¢ dos canales. La duracidén de 1los pulsos y los intervalos entre
ellos, asl come la frecuerxKia de muestreo se establecen mediante parametros
del programa.

Las transformaciones de voltaje a cact libre desarrolladas
anteriormente se efectuaron con LOTUS y también con un programa
especificamente creado para €110 en TURBO-PASCAL. Brevemente, cada archivo
entra en el programa come un vector., El programa realiza las operaciones
nmarericas en cada uno de los puntos. El resultado es graficado con las
nuevas dimensiones.

Las curvas obtenidas a partir de dichas transformaciones fueron empleadas
para hacer wuna estimacién del cursc temporal y magnitud de la liberacion de
caft del reticulo sarcoplasmico. El procedimient¢o y fundamento tedrico se
e¥plican en el Apendice 1.

REGISTROS ELBECTRICOS

- Las mediciones eléctricas se hacen a través de electrodos de agar en
contacto <on  las  soluciones extra- o intracelulares. Estos electrodos ¢
puentes de agar contienen 1/ de agar-agar y XC1 1 M Se extienden de cada
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Figura 9
BEquivalente el éC irico de 1a preparacion
(CP) compartimento central, (E)

{(EPq, EPp) compartimentos  laterales,

electrodo de  voltaje, (P4, Pp) electrodoes del conpartimento central, (I)

electrodoe  de inyeccion de corriente, {rm) resistencia de la mendbrana,
capacitancia de 1la menbrana, (rij) resistencia del mioplasma, (re)

&y
resistencia externa bajo el sello de vaselina.
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Figura 10 :
Circuito elfctrico del amplificador de

estimulacién y registro eléctrico
(ver texto)
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. Figura 11t o
Fijacion del mioplasma a tierra virtual
(Rj) Resistencia del mioplasma.
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une de los compartimentos a 4 pozas independientes conectadas come terminales
de un amplificador,

Eléctricamente, la preparacion presenta clerta complejidad  Una primera
aproximacifn se obtiene mediante el siguiente modelo (fig. 9). La membrana
en el compartimento central estid caracterizada por una resistencia (y) ¥
una capacidad (¢p). Los compartimentos laterales EPy y EPp (electrodos
E e I Y el compartimente central CP (electrodos Py Yy Pp) estan
comnicados eléctricamente por dos vias: la primera, a través de la menkrana
Yy el mioplasma (con resistencia rj) en serie; la segunda, a través del
sello de vaselina (con resistencia re). Idealmente re €8 infinita, pero
en realidad kasta con que rer»rj. Esto quliere decir que 1a diferencia de
potencial entre un compartimento lateral y el central es representativa del
potencial de membrana, Y la corriente dque se mide entre un compartimento
lateral y el central corresponde a la corriente a través de la menbrana.
Esto se aprecia mejor en relacien con el circulto del amplificador de
corriente y veltaje enmpleade para dichas medicicnes  (fig.  10). El
amplificader opera en dos modos: 1) fijacién de voltaje y 2) pulse de
voltale, En el modo de fijacidén de voltaje se fija el veltale a través de la
menbrana mediante retroalimentacion negativa y se mide la corriente necesaria
para conseguirio. La corriente medida es entonces el negative de la
corriente a través de la membrana Esto se logra poniendo a tierra los
compartimentos laterales mediante el amplificador { y los electrodos E e I,
que a través del mioplasma cilerran un bucle de retroalimentacién. El
electrodo E es el que propiamente mide el potencial, mientras que a través
del electrodo I se 1inyecta la corriente que mantiene al mioplasma a tierra
virtual (fig. 11). A la vez, en la entrada positiva del amplificador 4 se
aplica el pulso comando, el cual aparece en el compartimento central a través
de Py ¥ Pp (fig. 12).

En el modo de pulso de voltaje, se fija a tierra el conpartimento central
{amp. 4) Yy Sse aplica un pulso a traves del anplificador il en I (fig. 13).
En ambos modos el potencial de membrana se mide come la diferencia de
potencial entre 1los compartimentos EPy y CP (amp. 5y 9; fig. 10). La
corriente transmembranal se mide por la caida de voltaje a través de la
resistencia de feedpack del amplificador (anmp. 8 y 10). El modoe de fijacion
de voltale es util si se quiere medir las corrientes idnicas o
intramenroranales, mientras que el mede de pulso de voltaje es Gtil para
trabajar con potenciales de acciodon

PROPIEDADES ELECTRICAS PASIVAS

Un desarrolle analitico mas detallade del medelo eléctrico de la
rreparacion es necesario para ia determinacion de algunos parametros fisicos
pasivos de las fikras, tales como la resistividad del mioplasma (Ry) y la
resistencia especifica de la membrana (Rpy).

Una vez montada 1a fibra en la camara experimental, queda dividida en
tres sepgmentos aislados por dos sellos de vaselina (fig, 14). Los sellos
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4
Ve JL.
Figura i2
Configuracién del modo de fijacidén de voltaje
(Vc) pulso comando, (Iy,) rersistencia de la menmkarana, 9 8 5 83 0
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(1) corriente,

Figura 13 :
Configuracién del modo de pulse de voliale
(I'p) resistencia de l1a membrana.
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EP, . (X J EPy
Figura i4
Diggrarm de la fibra cortada en la preparacion con doble sello de vaselina
(EP4) Compartimento lateral i, (EPp) compartimento lataral 2, (CP)
conpartimento central, (V) voltaje . err--- EPy, (Vp) voltaje an EPp,

(Ip) corriente inyectada en EPp, (Lj) espesor de cada sells, (Lp)
separacion entre los sellos (ver texto).
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tienen un espesor de 500 um (L4) Y estan separados por un espacio de
750 um (Lp), en el compartimento central (CP). Los otros dos
compartimentos (EP4 Yy EPp) estan en continuidad con el mioplasma
Practicamente a partir del comienzo del sello Para el analisis de las
ropiedades pasivas de las fibras se emplea el amplificador en modo de pulso
de voltaje, de manera que el compartimento central estid fljado a tlerra

(Vep=0).

El protocolo experimental consiste en dar un pulso de voltaje en EPp
(AV2) Yy medir: a) 1la corriente inyectada (Alp) ¥y b) el cambio de
potencial en EPy (AVy) al alcanzarse el estado estaclonario . Est.gs
valores estan relacionadeos mediante un sistema de ecuaciones (ver Apendice
II):

Vi = agVy + by g)

aVy + bp h)

I

Los parametros a4, ap, Py Y bp dependen de las propiedades pasivas de
la fibra y no son todos independientes entre si. De hecho, cuande Ip=0,
apVyi=-bp, Yy por simetria, V{=Va, por lo que (1-a4)Vy=by.
Entonces,

by = (ag-1)bp/az 1)

Los otros coeficientes se obtienen directamente del protocolo de pulsos:

a4 = AVp/AVy k)]
ap = Alp/AVy = R71 ., K
bp = Ip - apVy : 1)

Ve es el potencilal cuando noe se esta inyectande corriente, o bien el
rotenclial de mantenimiento cuando se estid inyectande una corriente de
mantenimiente igual a Ip. El valor del pulso de voltaje AVp es de
wmos +20 nv a partir de un potencial de mantenimiente de Vy = -20 nv
durante unes 20 - 100 ms,

Los coeficlientes asi determinados estan relacionados con la resistencia
de la memrana por unidad de longitud (ry) ¥y con la resistencia interna por
unidad de longitud (rij) mediante un complejo sistema de ecuaciones
(Apéndice 1II)., Dicho sistema de ecuaciones es un sistema no-lineal integrado
ror funcicnes hiperbolicas, Para su solucién, se elabord un programa de



computacién en BASIC, el cual encuentra por una serie de iteraciones las
triadas Iy 4, e que 1o satisfacen para cada conjunte de valores
experimentales  ay, ap, by Do Los valores de Iy Yy Iy obtenidos
de esta manera para cada fibra estan relacionados con la resistencia
especifica de la memrana (R Y 1a resistividad del mioplasma (Rj)
mediante 1as siguientes expresiones (fig. 15).

Rp = wdry m)
Rj

w(a/2)2ry n)

donde 4 es el dlametro de la fibra,

Puesto que para cada fibra se cobtiene un par de valores Iy rrj, =€
puede realizar una regresidon noe lineal sobre esos valores utilizande las
ecuaciones anteriores, Yy asi obtener la resistencia especifica promedio y la
resistividad promedio del conjunto de fibras analizadas y, por los tanto,
tener una estimacion de dichos parametros en el tipo de fibras enpleadas en
108 experimentos. Para esto se inplementd un programa de regresién ne lineal

en BASIC Dbasade en la minimizacién del error estindar (minimos cuadrados neo
lineales).
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Figura 15.

Parametros eléctricos de una fikbra .
Relacidén entre la resistencia del mioplasma por unidad de longitud (ry)

la resistividad del mioplasma (Rj). D») Relacidn entre la resistencila de
longitud () Yy la resistencia especifica de la

a)

Y
la membrana por unidad de

memorana (Rpy) .
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RESULTADOS

FROPIEDADES ELECTRICAS PASIVAS

Cuandeo se monta una fibra muscular en la <¢amara experimental,
inicialmente no se hace pasar corriente a +través de la membrana. El
potencial dque, hajo esas condiciones, se reglgtra entre los compartimentos
EPy ¥ CP (V4(Ip=0)) tiene un valor rromedic de -256.5 nmv, No presenta
correlacion alguna con el diametro de la fibra (fig. 16) y es
conziderablemente menor en valor abksolutoe que el potenclal de reposoe normal,
de aproximadamente -90 mvV, Esto se debe a 13 resistencia externa finita bajo
los sellos de vaselina, 1a cual actia como shnt eléctrico de 1a menbrana
(fig. 9).

Una vez medide el potencial Vy(Ip=0), se conecta el electrodo de
corriente y, mediante la inyecclion de una cierta cantidad de corriente Ip,
e da a la firra un poetencial constante, denominadoe potencial de
mantenimiento, que para efecto de determinar las propiedades eléctricas
rasivas de la firxra tlene un valor de aprogimadamente -20 mv. Puesto que
Vi(Ip=0) es cercanoc a -20 nmv, 1la corriente necesaria para mantener ese
potencial es muy pequehia, entre -20 y +20 nA (fig. 17},

La figura 18 muestra un registro tipicoe para determinar propiedades
pasivas, segin el oprotocolo descrito en la seccién anterion, Se trata en
realidad de un promedio de & ensayos consecutivos en una fibra, espaciados

por 1/2 segunio, El cambic de potencial en el estado estacionario es
Avy:=16.79 mvV y 1la corriente inyectada es AIp:-64.29 nA La
resistencia equivalente para esta preparacion  es, por 1o tanto
R:=AVy/AI5:=0, 3093 M El potencial de manatenimiento es

Vy=-e5. 64 nmv y la corriente de mantenimiento Ip:-8.33 nA.  El valor del
rulzo comando en este caso es AVpy:=26, 00 mV,

Enpleando las relaciones g) a la 1) (ver Material y Métodoz), =e
obtienen, a partir de estos resultados, los valores de los ceoeflolientes ag,
ap, b Y Do La Tabla II muestra los valores de esos coeficlentes para
un conjunto de fihras analilzadas.

Los valores de ap(=R™1) estan graficados en la figura 19, donde puede
apreciarse una ligera tendiencia de la corriente a aumentar con el diametro
de la fivra para un misme pulso Qe voltaje. Esto es de esperarse, pues es
necesario inyectar mMRsS corriente a través de una merbrana de mayor area para
consegulir un cambio de potencial 1gual al obtenido ¢on una de menor area,

La solucidn del =sistema de ecuaclions no lineales representado por la
expresion ei15) (ver Apéndice II) nos da, para cada fibra, la resistencia
interma por unidad de longitud, rj, la resistencia transversal de la
memrana por unidad de longitud, ry, v la resistencla externa dajo el sello
Por unidad de longitud, re. La razén de esta qltima a la suma de ella mas
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Figura 16

Potencial en el compartimento lateral EP

(V;) en funcién del

medido cuando l1a

4
corriente inyectada es igual a O

diametro de un conjunto de fibras,

=0

1
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Figura 17
Corriente inyectada en diversas fibras para proporcionar un

en funcidén del diametro

-20 nv,

potencial mantenimiento de
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10 m¥

Av,

50 nA

al,

5 ms

Figura 18
Cambio de potencial (AVy) y de corriente (Aln) para
un pulso de veoltaje de +26 nV durante 25 ms.
Los valores para determinar las propledades pasivas se toman cuande s€ ha
alcanzado el estado estacionario. (Solucién extracelular: Ringer Normal).
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TARLA IT

FIERA a Vr o In aq ap by o

AT604c01 63 -10.09 -34.48 2.3859  3,9293 13. 99 39. 67

L7604c01 115 -23. 06 -8, 33 1.5319 3. 2335 12. 27 74. 58
AT604c08 65 -6. 21 -14, 29 1. 3806 O, 9200 2. 36 5 71
AT7605¢c01 147 -27. 23 E. 88 1. 5828 4, 3956 16. 87 119, 68
ATE05C15 129 -30. 09 0. 63 1.8760 6,9832 26,36 210,13
AT606¢01 131 -24. 25 -4, 76 1. 7999 3. 4329 19. 40 83. 26

ATE06c0O4 - 114 ~-34, 40 16. 95 1. 6530 3.6101 ea. 46 124, 17

AT606c08 145 -26. 16 ~2. 22 1. 2552 1. 55616 €. 68 40, 59
AT7611c0Ot 92 -24, 89 2. 33 1, 6276 1. 55214 15. 62 38, 63
AT7615¢01 60 -2. 10 -10, 87 1. 40714 0. 6556 Q. 86 1. 38
AT617c01 66 -2. 51 ~1. 114 1. 3033 O, 4458 0. 76 1. 12
AT618c03 61 -a22. 23 1. 56 1.2116 0. 4185 4,71 9. 31
AT619¢01t 100 -25. 70 3. 81 1.2%42 0O, 5892 6. 63 15, 14
AT625¢c01 95 -27. o4 4, 55 1. 0638 0, 3320 1. 72 8. 98
085830
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Figura 19
ap:-AI>/4Vy graficados con

ametre de l1a fikbra

respecto al di

Yalores de
ametro,

coclente Alp/AVy

mayor es el

s que a mayor di

Note
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Ty, ra/ (retri), es un indice de 1la calidad del sello. Debe ser
cercana a 1 para que se pueda hablar de un buen sello. En la Tabla III se
mesentan las magnitudes de Ty, Yy Y Te/(retrj) para cada una de
las fibras de 1a Tabla II, cobtenidas por iteracion a partir de los valores de
dicha tabla, segan las derivaciones presentadas en el Apéndice II.

Las graficas de 1las figuras 20, 21 y 22 resamen estos resultados y
miestran, ademas, las regresiones mediante las cuales se obtuvo 1la
resistividad promedic del mioplasma (Rj) ¥y 1a resistencia especifica de 1a
membrana (Ryp) (ecuaciones m) y n), ver Material y Métodes). De acuerdo con
esto, los valores de dichos parametros en Ringer Normal para las fibras
analizadas son:

Rj

Rm

232 Q-cm

6806 Q-cnf

RBEGISTROS OFTICOS

Para poder obtener la concentracién intracelular de catt a partir de un
registro de cambio de absorkbancia, es necesario conocer la concentracion
total de antipirilazo I1I1 en el mioplasma. Esta se puede determinar en cada
momente usande la ecuacidén e) (ver Material y Métodos). Midiendo 1a
absorbancia abscluta de l1a fibra a 550 nm a distintos tienmpos durante un
experimento, obtenemos la curwa que describe la difusidon del indicador hacia
el 1interior de la fihra A continmiacion se presenta una curva tipica de
A1fusion de antipirilazo II1 hacia el interior de una fibra (fig. 23).
Notese como durante 1o0s primeros minutes no aumenta muchoe la concentracion
del colorante en el interior de l1a fimra, pere a partir de aproximadamente 1
hr, el aumento de dicha concentracion ¢on respecto al tienpoe es practicamente
lineal, Después de unas 2 a 3 horas el aumento deja de ser linal, pero eso
no se aprecia en la figura Mediante una regresidn sinple se puede trazar la
curva de difusisn para ese intervalo de tlempo en que el aumente es lineal.
ASI es posibkble conocer, por interpclacion, la concentracion de antipirilazo
III intracelular en cualquier momento cdurante el experimento. En el caso de
la figura, la concentracion del indicador en la  solucion intracelular
(compartimentos laterales) era 3 mM  Después de casl 3 hrs, la concentracian
en el interior de 1a fikra habia alcanzado w valor de 2 MM, Los registros
opticos en una fikbra se comienzan a realizar aproximadamente después de una
hora de difusion del colorante y se contiman mientras permanezcan bien sus
propiedades eléctricas y contractiles,

Cuande se opera en el mode de pulse de voltaje, la fibra responde
roduciende un potencial de accion (fig, 24). Este parte del potencial de
mantenimiente (-90 nV) vy tilene una fase inicial de carga de la menpbrana, <on

una duwracién  de  aproximadamente £ ms. Luego sigue una fase rapida de
despolarizacidn, que corresponde a la entrada de Na* a la fibra por un
mecanisme auto-generativo, Después tenemes un Pice de MAXima amplitug,
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TABLA 111

FIBRA I'e/ (Pa+r'y) ry 'm

M/cm M2-cm
A7604c014 0. 753 6. 371 0. 395
L7604c01 0. 903 2. 245 0. 158
AT604c08 0. 909 5, 550 2,043
AT605¢c01 0. 903 1. 812 0. 099
AT605C15 0. 871 1. 824 \ 0. 064
AT606c01 0. 867 3. 403 0. 1562
AT606c04 0. 906 2. 468 0. 095
A7606c08 0. 952 2, 054 0. 263
A7611c0O1 0. 892 5. 641 0. 312
A7615c01 0. 900 8. 400 8. 400
A7617cOt 0. 923 8. 900 9. 925
A7618c01 0. 958 6. 225 1. 129
A7619c04 0. 951 5. 393 0. 705
A7625¢c01 0. 988 2. 250 1,106
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Figura 20
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Figura 21
Regresion de ry (resistencia transversa de la membrana por

ametro de la fihra)
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Figura 22
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21 (0] M

Figura 23
curva de difusion del indicador
La relacién A[D]/At en el interior de la fikra es lineal a partir de
aprox. i hmr La concentracidon inicial del indicador en 1os compartimentos
laterales fue 3 mM en este caso.




20 mv

-80 mV

10 ms

Figura 24
Potencial de accidon
Potencial de mantenimiento Vp=--80 nv. Pulso de voltaje Vp: ~20 MV con una
duracion de 3 ms. (Solucidn extracelular: Ringer Normal).
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aproximadamente 120-130 nv (40 nv positive), y finalmente una fase de
repolarizacidn, al principic rapida y después mas lenta, acercandose al
potencial inicial suavenmente, La fase de repolarizacidon se debe
principalmente a la salida de K* de la fibra.

Entre 2.3 ¥ 3.0 ms despuds del inicio de la fase regenerativa de entrada
de Na‘*, comienza 1la liberacién de CaZ* del RS. Este lapso estd asociado
al periodo de latencia de la contraccisdn muscular. La liberacién de ca2+
se manifiesta en una deflexidon negativa del potencial del fotodiode PD1 (700
mm), la c<cual alcanza un minime suavemente aproximadamente a 1os 7 ms y luego
regresa a su valor inicial, también suavemente (fig. 25a). El registro de
esta figura tanbien mestra un cambio de potencial del fotodlodo PD2 (trazo
). Esta senal proviene de un canbio de transmitancia no dependiente de
cact, Su magnitud es miy pequeha con respecto a la sehal total y en muchos
casos se puede despreciar.

La relacion que guardan 1os registros de voltaje con la congentracidn de
ca+ puede apreciarse a través de las transformaciones presentadas en las
siguientes figuras. El registro original (fig. 26a) presenta las =ehales de
voltaje de los dos canales opticos, AVy Y AVp expresades como
canbios temporales c¢on respecto al voltaje kasal V3. La transformacien a
absorbancia (fig., e6bh) es inmediata, debido a la proporcionalidad entre 1a
intensidad lumincsa y el potencial de 103 fotodiodos. La absorbancia
intrinseca a 850 mm es un po¢o mayor a 700 rm (7). Por 1o tanto, para
conocer esta - Gltima es necesarie multiplicar 1la primera por el factor
adecuadoe, en este case 850/70Q, ina vez hecho esto, e3 posikle restar la
sefial intrinseca de la sefal total y obtener el canbio de absorbancia debido
sélamente a la interaccién entre Caft y antipirilazo I11I (fig. e6¢, 27a).
De este cambio de absorbancia se obtlene la concentracion del compleldo
CaDp, y de esta, 1la del Ca?* 1libre (fig. 27b y ¢, fig. 28). En estas
ultimas figuras observames claramente que el camblo transitorico de 1a
concentracidn de Ca2* +tiene un curso temporal my semejante al de la
tension isométrica durante una sacudida simple. Su duracidn, sin embargo, es
mencr.

En todos estos registros, la fibra se encuentra suficientemente estirada,
con el objeto de evitar la interaccidn entre los miofilamentos vy, por 10
tanto, la contraccisdn (el espaclo sarcomérice medido con un dcular graduado
era alrededor de 4 pm). BEn algunos casos, =1n embargo, el estiramiento
ne resulta suficiente, lo cual se manifiesta como un artefacto mecanico, Si
este no es muy grande, no presenta problem3, pues afecta lgualmente a ambas
seflales &ptlcas (700 y 850 mm) y la resta de la absorbancia intrinseca
cancela el artefacto mecanico (fig. 29).

Una vez hechas 1as transformaciones anteriores, el registro simaltaneo
del cambio transitorio de la concentracisn de cag* Yy el potencial de accion
aparece come en la figura 30. Notese el retardo o latencia de 3 ms (mecdidos
desde el 1inicio de 1la fase regenerativa de entrada de Na'). E1 valor
meximoe de concentracién de CaZt es 4 UM, ¥y se alcanza a los 7.5 ms del
comienze de la sublda de la curva, Qurante la fase de repolarizacion del
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b)

Figura 2%
Canmbio transitorio de absorbancia a 700 nn (a) y 850 nm (b)
producido por un potencial de accidn
Vp=-90 mvV, Vp=-20 mV, con una duracién de 3 ms. (Solucidén extracelular:

Ringer Normal).
085830
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Figura 26

Transformaciones de los cambios de voltaje a cambios de absorkbancia
1. Camblos de voltaje en funcién del tiempo. Vi(t) = potencial de FDi,
de PD3 a t=0. 2. Cambios de

Va(t) = potencial de FPD2, V3= potencial
absorbancia a 700 mm (4Aq) y a &850 nm (AAp). Vy o = potencial
inicial de PFDi, Va,o = potencial 1inicial Qe FPD2 (Vy, 0=Vp, 0-V3). 3.
Absorbancia debida sélo a la interaccién de Ca®* con antipirilazo III
AAj 700 = absorbancia intrinseca a 700 nm AAy gso = absorbancia

intrinseca a 850 mm (Solucién extracelular: Ringer Normal).
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BACa= BA71- [m“o] 8A2
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ICaDyl= §3X T X 2c(h)
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25 ms

Figura 27
Transformaciones de absorbancia a Ca®* libre
a) Absorbancia debida sdélo a la interaccidon de Catt con antipirilazo III.
b) Concentracioéon del complejo antipirilazo I11I-Caf* (CaDp). c)
Concentracién del Ca2* 1libre. {(Misma fibra que en la figura anterior y en

las mismas condiciones).
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Figura 28
Conparacion entre la concentracidn del complejo CaZ*-indicador

(CaDp) ¥ cac* libre en funcién del tiempo
(Solucion extracelular: Ringer NOI“!YBI)

54



0001

720 850

10 ms
: BAgs0 \ 83550

Figura 29
Registros de absorbancia con una sehal
. intrinseca por artefacto mecinico
La resta de ambas sehales proporciona la absorbancia debida =2&1lo a la
interaccisn del ca2* con el indicador. (Solucidn extracelular:  Ringer
Normal).

55



uM

50
mV

-20

-90
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Figura 30
Registro simuiltineoc de transitorio de ca2t (A[Cal)
: y potencial de accidén
Pulse de voltaje de 3 ms, de -90 nvV a -20 nmV., El registro de concentracion
de Caft se obtuvo haciendo las operaciones sehaladas en figuras anteriores
v en el texto. (Solucidn extracelular: Ringer Normal),
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potencial de accisn. Después de unos 60 ms, la concentracisn intracelular de
Ca2* practicamente ha vuelto a su nivel basal.

En el modo de fijacion de voltaje, el potencial de membrana cambia en
unos  cuantos microsegundos al nivel del pulse comande Yy se mantiene ahi por
el tienmpo que dure el pulso. Cuando se da un pulso de voltale en este modo,
también e detectan cambios en la intensidad de la luz transmitida a 700G m,
como consecuencia de la liberacién de CaZt hacia el mioplasma. Al igual
que ¢on el potencial de accidn, se observa una disminucion del veltaje del
fotodiode PDY  (fig. 31). El1 curso temporal, zin embargo, &5 diferente,. &e
distingue desde el comienzo del pulse comando, crece rapldamente durante 108
rrimeros 20 ms, Y luego tiende a alcanzar un valor estacionario, mientras

rermanezea el pulso. Al cortar el pulso, enpiezZa a aumentar rnuevamente el
potencial del fotodiodo, sigulendoe un cursoe exponencial hacia  su nivel
basal. El cambio de direccidn de la curva al corte del pulse es
instantaneo, En el fotodiodo PDZ se registra simltaneamente el cambio

intrinsece de transmitancia a 850 nm, el cual aparece en este regisiro como
una leve deflexidén negativa,

Las transformaciones expuestas para 108 registros de pulso de voltaje se
aplican igualmente a los de fijacién de veltaje., En la figura 32, observamos
los cambios transitorios de concentracién de Ca2t para tres pulsos de
- voltale, Log tres parten de un potencial de mantenimiento de -90 nv, pero el
Bimero es un pulse a O nv, el segundo a +20 mV, y €1 tercerc a +40 v, &u
curso  tenporal es muy semejante al del cambio correspondiente del rpotencial
del fotodiodo PDY{ (fig. 31). La concentracién de CaZ* crece al rrincipio
rapidamente, daurante unos 20 ms, y después lentamente. FEn 1o0s primeros dos
registros, cerca de 10s 100 ms, cuando la curva de concentracién de catt es
Practicamente una meseta, se observa un pequeno aumente adicicnal
mmentaneo, Luego, al corte del pulso, cae bruscamente siguiends un curso
exponencial haclia su nivel basal. En estos tres registros se aprecia también
que la magnitud de 1la concentracion de CaZ2* alcanzada durante el pulso
aurenta proporcionalmente y monotonicamente con el nivel del pulsoe comando,

DETERMINACIONES HECHAS CON EL MODELO DE REMOCION DE CALCIO DEL, MIOPLASMA

El modelo de remocién de Caft nos da informacidn aditional sobre la
contriiucion de varios componentes al canmbio transitorio de la concentraclian
intracelular de CaZt, BEs particularmente inmportante obhtener una estimacién
del curso temporal y magnitud de 1la velocidad de iliberacion de ca2t gel
reticulo  2arcoplasmico. Esta se obtiene a partir de la integracion y ajuste
de las ecuaciones simultaneas que describen los componentes del modelo (ver
Apéndice 1I). A contlnuacion se presentan 108 trazos de 103 principales
conponentes del modelo obtenidos para un registro hecho con fijacién de
voltaje y otro con pulso de voltaje.

En primer lugan, tenemaes el registro original obtenido con un pulso de
voltaje controlade a - +20 nv aurante 100 ms (fig., 33a). Notese que tanto la
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: ‘ Figura 31
Registros opticos a 700 nm ¥y 850 nm enpleando fijacion de voltaje.
Potencial de mantenimiento Vp=-90 mv. Pulso de voltaje controlado V=0

mV, con una duracién de 100 ms. (Solucidn extracelular: 10 mM Ca?* ).
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Figura 33
Obtencién del curso temporal de la liberacién de Caf* del RS
a partir de un transitorio de Cac* (A[Ca])

a) Transitorio de Cac*t generado por un pulso de voltaje controlado. La
curva suave es el ajuste exponencial de los puntos del registro. b) Derivada
de la concentracién de Ca2* con respecto al tiempo (d[Cal/dt). «) Trazo
1 dCafygr/dt, trazo 2a: d[CaTN]/at, trazo 3: dCagjgow/dt. @) Curso

temporal de 1a velocidad de liberacidon de cac+ por el RS. Los paranetros
cinéticos para esta fibra aparecen en la tabla IV.
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fase ascendente come 1a descendente se ajustan a funciones exponenciales
(trazo suave), Dichas funciones se utllizaron para evaluar la derivada
d[Calsat, que es el segundo trazo de la figura (fig. 330), Esta derivada
tiene una fase ascendente rapida seguida de un descense mas prolongadoe. Al
corte del pulse, se invierte el sentido de la derivada, aproximandose
asintéoticamente a 0. La suma de los cambios

dafCal/at + d[CaTNl/dt + d{CaP]l/at + d[CaDpl/at

representa el cambio neto del Caft que integra el pool de Cagagt
(dCafagt/Qt; ver Apéndice I). Este tiene un cambio temporal semejante al
de d[Cal/dt, pero su magnitud es bastante mayor (flg. 33c¢).

La figura 33¢ muestra, ademis, el curso temporal de dCagiow/dt, el cual
estd dominado por A[CaPARV]}/dt. También aparece el curso temporal de
Aa[CaTN]/at. Notese come al corte del pulso -dCagjow/dt — dCagyqt /At
1o cual se observa come un traslape de las dos curvas, La diferencia entre
los valores absolutos de &Capyaqe/dt Yy dCagiow/dt durante el resto del
registro es 1igual a ¢j es decir, el flujo de CaZ* del reticulo
sarcoplasmico. Este flujo se observa en el cuarte trazo de la figura (fig.
334). Tiene ©Primero una fase ascendente rapida y después un descenso IAs
lento hacia un valor medio, formando una especie de meseta. El valor maximg,
en este caso 47 x 1077 M/ms, lo alcanza a 1os 6 ms en este registro. Al
corte del pulso, ¢jp cesa amruptamente.

Durante el +tiempo que dura el pulsoe, aumenta la concentracion de CaTn,
asi come la de CaPARV  (fig. 34). Al corte del pulso, {[CaTN] comienza a
disminuir inmmediatamente, mientras que {[CaPARV] sigue aumentando por unos
milisegundos y después empleza a disminmuir lentamente, Los valores de los
parametros linres obtenidos para esta filra con el modelo de remocion se
miestran en la Tavla IV,

51 se hacen estas determinaciones en un registro generade por un
potencial de acclén se obtlene algo muy semeljante (fig. 35, 36). En este
caso, sin enpbarge, la repolarizacion de la menirana no es instantanea, Por
esta razén, dCasggr/At-dCagjeow/dt aan difiere’ bastante de-0 al rrincipio
de la fase descendente de la curva de concentraciédn de Caf*, debido a que
todavia hay liberacidéon de Ca?* en ese momento, pero la igualdad se alcanza
unes milisepundos después. Esto se observa ¢comoe un traslape de las curvas de
dCafagt/dt ¥ dCagiow/dAt a3 partir de los 25-30 ms del reglstro. La figura
36 muestra como sustancialmente no hay 1liberacion de Ca2* del RS después
del mAaXimo de la curwa de [Cal. Los parametros obtenidos para esta fibra
aparecen en 1a Tabla V.

La figura 37 muestra el curse temporal de [CaTN] y [CaPARV]. HNatese
come, a semejanza con el registro de pulso de voltaje controlado, [CaTN]
aumenta durante la fase ascendente de [Ca] y disminuye en 1la fase
descendente, siguiendo un curso tenmporal may parecido al de dicha

085830

61



LeoxEmLoL oo

LomuM - ’ 20.0 pM

1.0 10.0
° . v r ' - ' - o
° 100 200 ms

Figura 34
Curso temporal de [CaTN] (1) y [CaPARV] (2) durante un transitorio
de Cact generado por un pulso de voltaje controlado.
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TARLA IV

PARAMETROS CINETICOS PARA LA FIERA DE LA FIG 33

(pulso de voltaje controlado a +20Q nmv)

Kon(Camy) = 4 7 x 10 & M-1s-1
Koff(CaTn) = 545 s73
Kon(CaPARV) = 1.7 x 105 M~1s-t
Koff (CaPARV) = 45 s
Kon(MgPARV) = 3.0 x 10% M-1s-1
Koff (MgPARV) = 2.0 s71

Kon (CaBGTA) = 2. 0 x 105 M-15-1

Koff(CapgTa) = 0.4 574

TNy = 2.40 x 1074 M
PARV = 2.35 x 1073 M

9.0 x 1074 M

n

[Melprest
4,0 x 1078 M

[Calpest

Pp:=1.0x 10°¢ M

M:80x 104 Mg
, -5

Kp = 5.0 x 107° M

1.896 x 108 »

1"

Kp
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0.1 uM

20 ms

2.0 uM/ms

Figura 3%
Flujos de Ca2t durante un transitorio de Caf* .

generado por un potencial de accidn
a) Transitorio de Ca<* (§[Ca)). b) Trazo i: dCagygi/dt, trazo 2:

A[CaTN] /dt, trazo 3: daCagjow/dt.




2.0 uM/ms

0.1 uM

20 ms

Figura 36
Liberacidn de Ca2* durante un transitorio de Caft
generado por un potencial de accidn
a) Velocidad de liberacidn de Cact del RS b) Transitorioc de Ca2t
(A[Ca)). Los parametros cinéticos para esta fidra aparecen en la tabla
V.
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TABLA V

PARAMETROS CINETICOS PARA LA FIERA DE LA FIG 35

(registro generado por un potencial de accion)

Kon(CaTN) = 5 75 x 10 6 M-is-1
Koff(CaTn) = 1200 s71
kon(CaPARV) = 1.0x 105 M_is-i
Koff(CaPARV) = 0.5 s71
Kon(MgPARV) = 30X 104 M-is.-i
Koff (MgPARV) = 3.2 s7!
Kon(camrA) 20X 106 M_iS-1

Koff (CaBGTA) = O 4 s

TNp = 2.40 x 1074 M

PARVp = 2,35 x 1073 M

Mglrest

[Calyest

9.0 x 1074 M

5.8 x 1008 M

Pp:=1.0x 105 M

M
Xp

Kp

1.2 x 1073 M- s
50x 10°% M

1.896 x 1076 m
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Figura 37

Curso temporal de [CaTN] (4) y [CaPARV] (2} durante un transitorio
de Cact generado por un potencial de accién -
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concentracisn de Caf*

La unién del Ca2* a los sitios de la bomba de Caft y el flujo de este
ién a traves de ella representan contriuciones muy pequenas comparadas con
las de CaTN, CaPARV y CabDp. Sus magnitudes son del orden de to-8 Mo
menor. La figura 38 muestra el trazo que corresponde al flujo de catt a
través de la bomba.

La unidén del ca2* con el Dbuffer (EGTA) tarbién representa una
contribucion minima en el iapso que duran estos registros, Dicha wniidon tiene
un tiempoe de relajamiento de ~ 41 ms (64), aproximadamente 230 veces MRS
lento que el complejo ca2+*-indicador (fig. 39). Sin embargo, en todas los
- cialcules se incluyeron todos 1los componentes del modelo, ain los que
representan una contrihbucidn minima,

La aplicacidon del modelo a 1os registros de la figura 32 revela, como era
de esperarse, dque 1la 1liberacion de CaZt* del RS aumenta con la magnitud del
pulso comiando, como se aprecia en la figura 40, Con un pulsoe a ¢ nv, la
maxima velocidad de 1liberacion de Cag* fue 3.6 x 10°7 M/ms, mientras que
con un pulso a +40 mvV dicha velocidad fue de 6.5 x 107 M/ms. La velocidad
de liberacidn que se alcanza en la meseta antes del corte del pulsze fue de
1.1 x 1007 M/ms y 2.2 x 10-7 M/ms para esos pulsos, respectivamente. Con
el pulse a +20 nV (trazo medieo), 1a velocidad maxima de liberacion fue de 4.7
x 1077 M/ms, Yy en la meseta antes del corte del pulsc 2.5 X 10-7 M/ms.
En 1os tres ¢asos el maXime se alcanzd a 108 6 ms del 1nicio de la llberacion
de Caa*, y ésta se detiene bruscamente al corte del pulso.

Cuande se estimila una fibra repetidamente con intervalos de unes cuantos
segundos, puede suceder que 1la c¢oncentracion de ca2+* no haya llegado a su
nivel Y»asal al comienzo de cada registro consecutivo. El nivel de ca2t en
reposo al 1inicio de 1o0s registros tambien puede estimarse con el modelo de
remociosn. La figura 4ia muestra cinco registros consecutivos obtenidos por
estimilacion repetida de la fibra ¢on intervalos de 20 segundeos entre cada
ulso. Ademas de que el nivel Dbasal de Caf* aumenta en cada registro
consecutivo {ver abnajo), la amplitud de [Ca)l ddisminuye ligeramente,
disminucién dque esta asociada a una menor liberacidon de ca?* @el reticulo
sarcoplasmico (fig. 41b).

»

# del trazo tiempo (min) Ca2* pasal (nM)
i o 40
2 20 52
3 40 58
4 60 62
5 a0 63

Dicha velocidad de liberacién fue de 9.8 x 1077 M/ms en el primero y
6.95 x 1077 M/ms en el Ultimo. El maximo se alcanzd a los 5 ms en los
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anio™” M/me

20 ms

Figura 38
Curso_temporal del flujo de Caf* a través de la bomba de Ca2* durante
un transitorio de Cac* generado por un potencial de accian
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Figura 39
Aumento de la concentracién del complejo CaBGTA durante 100 ms de duracion
de un transitorio de Ca“* generado por un potencial de accién
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0.5 uM

0.2 uM/ms

50 ms

Figura 40
Velocidad de liberacién de Caf* del RS en tres transitorios de CaZ+
obtenidos con pulsos de voltaje controlado a O mv, +20 niV y +40 niv
a)a Transitorios de ¢Cact (A[Ca)). b) Velocidad de liberacién de
cac*t,
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0.1 uM

0 4o 20 ms

2.0 uM/ms

Figura 41
Cinco transitorios de Cac+* consecutivos obtenidos en el modo de pulso
de voltaje con un intervalo de 20 segundos entre cada pulso
a) Transitorios de Cact (A[Ca]). Notese el diferente nivel basal de
CaZt 1libre en reposoc para cada unc de estos registros. b) Velocidad de
liberacisn de Ca2* del RS. (Solucidn extracelular: Ringer Normal).
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cinco registros. El descenso de la curva de liberacidn de Cact tiene una
forma particular. Primero tiene una pendiente pronunciada, luego una especle
de Jjoroba, después desciende rapido nuevamente y finalmente se aproxima a ¢
suavemente. A los 40 - 50 ms del inicio del aumento de {Ca), la liberacion
de Ca2t @el RS ha regresado practicamente a O



DISCUSION

El estudio del acople excitacidon-contraccién presenta una  serie  de
dificultades que han promovido el desarrello de enfoques diferentes con
metodologias sofisticadas. A estos enfoques corresponde el empleo de las
propiedades espectrofotométricas de los complejos de ca®t con varios
indicadores para monitorear 1a concentracién de caZt dqurante la actividad
miscular. El objetivo es obtener reglstros =similtanecos de cambios de
concentracisn de Caft y actividad eléctrica de la membrana de las fibras
misculares, tanto en condiciones normales comoe en aquellas que modifiquen el
acople excitacién-contraccion, El presente trabaljo es un acercamiento al
problema del estudio de dcho acople, consistente en la implementacion y
refinamiento Jde una metodologia, desarrollada originalmente por Kovacs, L.,
Rios, E. ¥y Schnelder, M. F. (34), para registrar simultaneamente 1os eventos
eléctricos de la membrana y €1 cambio transitorio de la concentracién de
Ca2t* durante la actividad muscular. Dichos registros se realizaron en una
preparacién de fibra cortada en una camara eXperimental de tres
conpartimentos  aislades por selles de vaselina, Ezta preparacién tiene
particularidades eléctricas importantes y es 1dénea para realizar
- determinaciones espectrofotométricas (6, 33, 34).

Los resultados obtenidos a través del procesamientoe de 1oz datos

relativoes a las propiedades eléctricas rasivas representan  una
caracterizacion eléctrica de las fibras enmpleadas y de la preparacién en
general, Mediante el uso de un medelo matematico que describe dichas

rropiedades (ver  Apéndice I), se calcularon valores pramedico de 1la
resistividad del mioplasma Yy de la resistenclia especifica de la memirana en
Ringer Normal. El1 valor d¢e la primera (Rj=232 Q-¢m) es muy cercano al
reportade por Irving, M, et al (33) en una preparaciéon similar y es
ligeramente mayor que el estimado en fibras intactas (30). El valor de la
resistencia especifica (Rp=6806 Q-cnf) es mayor que el determinade en
fibras intactas (1) y tambien que el determinadoe por Irving, M, et al (33).
Esta diferencia puede debkerse a variaclén interespecifica.  Sin embargo,
dentro de esta variabilidad, los valores determinados son una estimacian
congruente con ios resultados reportados en 1a literatura y son
representativos de la preparaciéon enpleada en estos experimentos.

El otro aspecto fundamental de la preparacidn y del equlpo de registro es
Jque ha sido especlalmente adaptado para aprovechar al maxime las propiedades
opticas del indicador y su complejo con caft, Las propiedades opticas del
antipirilaze III han sido estudiadas por varioes autores (7, 9, 18, 32, 33,
34, 38, 52, &7, B8, §59). En este +trakajo se enplearon los resultados
rerortades por Kovacs, L., Rios, E ¥y Schnhelder, M F. (34), conslderando que
son los dque se han obtenide en forma mAas relacionada ¢on 108 requerimientos
experimentales de 1a preparacion Otras determinaciones wvallozas (32)
colnelden o se acercan a los resultados de agquellos autores, pero ademas
reportan resultados correspondientes a concentraciones de CaZ*t libre
mayores dque 100 WM y pH ddferente de 7, condiciones no fisiologicas que
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'no son aplicables a nuestra preparacion

Tanto el amplificador de fijacidn de voltaje come el de las senales
dpticas son un disefio del I, E. Stefanl y fueron integrados totalmente en el
Dpto. de Fisiologia y Bilofisica del CINVESTAV-IFN. Junto con una combinacion
idénea de elementos opticos en una mesa con aislamiente neumitico, se 10groe
ohtener registros &ptices con una relacidén ruido/sefnal basal de 1/45000,
Esto representa un avance notable en las condiciones de experimentacién y
sinplifica el procesamiente ‘de los  datos, La finalidad principal de
dezarrollar este equipe ¥y metodologia ez regizstrar simltaneamente los
cambios de concentracién de CaZ* y la actividad eléctirica de la membrana.
Ezsto abre un gran mamere de posipilidades para el estudic del acople
excitacion-contracion,

En este trabajo se presentan registros obtenidos c¢on dos modos diferentes
de estimulacien de la fikra: a) fijacion de voltaje vy ) pulso de voltale.
En ambos ¢asos, la respuesta optica es zimilar en cuanto a direccion y
magnitud de los camblos. Sin embargo, el curso tenporal es distine, En el
primer modo, la concentracisn de Ca2* tiende a alcanzar un valor maximo de
uwna  manera aproximadamente exponencial, mientras dura el pulso. Al corte del
rulso, =& produce un cambio krusco en la direccién de la cwrva y la
concentracién de Ca2* decrece +tambien exponencialmente, Con el modo de
pulsoe de veltaje, se produce un potencial de accidén en la membrana de la
filra, el cual tiene coe consecuencia el aumento temporal de l1a
concentracion de CaZt en el mioplasma. Dicho aumento comienza después de
w  tlempoe de.latencia que corresponde al tienpo de latencia de la contracclén
(~4 ms) ¥y sucurso temporal es semejante al de la tensién isométrica de una
sacudida simple, s6lo que mas rapido. Puesto que el Ca2t 1lidre en el
mioplasma es el activador de la contracclion, el curso temporal de la
concentracién de Cag* rrobablemente este mAs Ybien relacionado con el del
estado activo,

La informacion mas relevante que noes da un registro del  cambie
transitoric de [Ca] para el estudio de el acople excltacion-contraccian eg la
velocidad de 1liberacidn de CaP* del RS. Como se detalla en el Apendice I,
ddcha velocidad de liberacidén se abtlene come la diferencia entre 1a derivada
dafCajs/dat y 1a suma algebraica de todos 1los flujos de Ca2* nacia y del

mioplazma. Eztrictamente, dicha diferencia incluye 1a c¢ontrilucicn del
ca?t que penetra a la fibra desde el exterior de la fibra por corrientes
ionicas. Para separar la contribucidén de esas corrientes iénicas de la del

R5, PBrum G, et al (14) han restade el flujo por corrientes iénicas del
flujo total de aportacion de ca2* al mioplasma. La corriente iénica de
cac+ Por 1los canales lentos contribuye un flujo mximo del orden de 75
nmM/ms en una solucidn extracelular que contiene 10 mM cac+ (4). Esto entre
los 100 y 200 ms del 1inicilo del cambio transitorio de [Cal, es decir, al
final de 10s registros presentados en este trabajoe. La corriente rapida de
Ca2* es mas pequefia y sostenida durante el tiempo de duracién del pulso de
valtaje contrelade (23, 27). Los registros obtenidos con pulses de voltale
contrelade a 3 voltajes dAiferentes (fig., 32) se realizaron en una solucian
con 10 mM Cact, Es posible que el pequeno aumento adicional momentineo de
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ia concentracisn de caCt a los ~ 100 ms en 10s registros correspondientes a
pulses comande a O nmv y +20 v esté relacionade con el flujo adicional de
ca* por la corriente lenta de Ca2*. En los registros por potencial de
accisn, el camblo transitorio de [Cal termina mucho antes que el pico de la
corriente lenta de Ccac+t, Por estas razones, la estimacion de la liberacion
de CaP* del RS como el flujo total de Ca®t hacia el mioplasma es una
muena aproximacién, pues 1a contribucion de las corrientes ianicas es muy
pequefia, principalmente durante 10s primeros milisegundos de los reglstros,
cuando la liberacisn de Caft del RS tlene su MAXimo.

El modelo de remocidn de Calt aqui presentado considera un comoponente
ms que el modelo original de Brum G, et al (i4). Incluye al buffer de
Ca* (BEGTA) dentro del sistema de remocién de Caft del mioplasma. Este
componente tiene una alta afinidad por el Caz‘“, pero la cinética de su
reaccién de  aconplejamiente con €1 e lenta, en comparacién con la de los
eventos principales dque tlenen lugar durante el camblo transitoric de [Gaj.
La velocidad maxima de aumento de CaBGTA es del orden de 1 x 10°8 M/ms,
1/100 de la mEaxima velocidad de remocidnde CaZt por PARV. La concentracién
de CaFGETA aumenta unas 26 veces Menos que la de CaPARV en 200 ms (fig. 37,
39).

Loz reglstrosg preszentados en este trabajo vy el proceszamiento de los datosz
para obtener estimaciones de la velocidad de liberacidén de Ccac* del RS
demueszstran l1la factibilidad de esta metodelegia en o1 estudio del acopls

excltaclon-contraccian, No obstante, e3ta metodologia puede mejorarse an
RS, Laz principales mejoras que pueden hacerse son en el sentide de obtener

resultados cuantitativamente mis preciseos, Para este es necesario realizar
calibraciones de la reaccién antipirilazo I1II-Cac* que tengan un minimo de
error y eliminen las controversias sucitadas por diferentes tratamientos del

rroblema por distintos autores. Alternativamente, esto podria lograrse
cuande =e tenga wn indicador mgs adecuado para realizar las determinaciones
de CaZ2t intracelular durante la actividad muscular, Ahora Dbien, los

regiatros opticos obtenidos en este trabaje y en ¢tros que enplean
metodelogias  similares representan un promedio de log cankio de absorbancia
en todo el volamen de fibra cubierto por el iarea transversa del haz luminczo
utilizado. Una mejora importante desde el punto de vista del estudio dal
acople e¥citacion-contraccion serd el empleo de rayoes de 1uz laser de espesor
my pequeno dirigidos a zonas especificas de una sarcémera, Come por elemplo
ia reglén de las triadas. Eso permitirid hacer una evaluacion mas rrecisa de
la liberacién de Caf* del reticulo sarcoplasmico en funcidén de l1la posicion
dentre de l1la fibra. Tamblen serd miuy provechoso conoecer las propiedades del
indicager fijade a fraccliones celulares y saber =1 contribuye a unir el
ca2* liberado por el RS.

En conclusién, el enpleo zimultanee de espectrofotometria ¥y registro
eléctrico para estudiar el accople exciltacién-contraccién es un  enfoque
promisoric ¥y versatlil, especlalmente en la preparacién de fibra cortada y
camara ex@perimental con doble sello de vaselina, representando, ademgs, 'ana
inmportante area de investigacidén akierta al desarrollo tecnoloegico,
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APENDICE 1

MODELO CINETICO DE REMOCION
DE Cac* DElL, MIOPLASMAC

La concentraciéon de cCa2* 1libre en el mioplasma en un momento dado
durante un transitorio de Caf* es el resultado de la contribucidn
simaltanea de un conjunto de factores. Estos factores se pueden dividir en
dos grupos: los que aportan ca2* al mioplasma vy los que eliminan ca2+
del mioplasma. Se puede, entonces, hablar de flujos de caZt en dos
sentidos: hacia el mioplasma (aumentan 1la concentracidon de caZt en el
mioplasma) Yy del el mioplasma (dismimuyen la concentracion de CaZ* en el
mioplasma). 51 a los primeros se les asigna 21gno positivo y a l1os gsegundos
negativo, entonces el cambico neto de la concentracion de ca2* con respecto
al tienmpo es en c¢ada momente la suma algebraica de todes los flujos
participantes.

La figura 42 sintetiza 1a contribucién de leos diversos factores a la
concentracién del cCaZt 1lidbre. Consideramos que los flujos hacia el
micplasma son: 1) la liberacidon de caZ* gel RS y 2) la entrada de cagt
del espacio exXtracelular por corrientes iénicas, A 1a suma de estog dos
factores la designaremos por ¢ip. La contribucién del Caf* que entra
del espaclo extracelular durante el tienpo normal de una contraccisn es my
pequefia en comparacién con la liberacidn de Caf*t del RS, por lo cual
$in s Dbasicamente igual a la liberacién de Ca2* del RS. Los flujos
del mioplasma, por otro lado, son varios: 1) unién de Ca2t a sitios
especificos de 1la troponina C, 2) unidén de caZt a sitios de la parvalbamina
que también pueden unir Hga*, 3) unisdn de cat a sitios especificos de la
bomba de CaZt, 4) transporte de CaZt a través de la bomba de CaZ*, 5)
unidn de Caf* al indicador (antipirilazo III) y 6) unién de Ca2t al
amortiguador de Cact (BEGTA). A la suma de estos flujos la designaremos por

Pout-

Una parte de &gyt estd dada por sitilos que entran rapidamente en
equilibrice con el calcio. Estos son el indicador, 1oz sitlog de la horba de
Caf*, y 1los sitios de 1la troponina C. El Caf* total removido por estos
componentes mas el Ca2t 1libre en el mioplasma constituye un pool de Caf*,
el c¢ual, debido a la ¢inética rapida de los componentes gue los conatituyen,

2e¢ denomina Cagsgy. El resto del dgy¢ estd determinado por sitlos de

cinética lenta. Estos son el transporte a través de la bomba de Caa*’, la
unién de Ca2* con los sitlios de 1la parvallximina y 1la union c¢on el
amortiguador de Caft, El pool de ca2* removido Por estos conponentes se

2Este modelo esta basade en las derivaciones hechas por Brum, G, Rios, E
& Sclhmeider, M .F, (14) y Melzer, W., Rics, E & Schnelder, M F. (41).
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Figura 42
Componentes del sistema de remocién de Ca2*t del mioplasma
Modificado de Brum G., et al. (14).
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Cada uno de los componentes del modelo est3d  caracterizade por una
ecuacion c¢inética o© de equilikrio, segin el caso, Loz flujos determinades
por dAichos componentes estan descritos por ecuaciones diferenciales de primer
orden. En el <¢aso de expresiones de equilinrio, dichas ecuaciones son
simples derivadas y no tienen mayor complicacian. Sin embargoe, las
ecuaciones que describen flujos en gue el equilibrio ne se alcanza
rapidamente no se pueden integrar analiticamente, por 1o gque se requiere

resolverlas zimiltaneamente por métodoes mmxéricos. A contimuacién se
rresentan las ecuaciones. correspondientes a cada uno de 1os conponentes del
modelo, Por claridad en la notacidon, se omiten las cargas formales de los

lones en las expresiones sigulentes,

Cafast:

1) Flujo hacia y d¢de un conjunto de 2fitics independientes que unen
Ca2* en la troponina C.

Kon (CaTN)

Ca + TN CaTN

Koff (CaTN)
A[CaTN] /At = Kon(catn) [Cal [TN] - Koff(caTn) [CaTN] ...... al)
donde TN representa a 1os sitios de 1a troponina y Kon(CaTN)-

Ko££ (CaTH) son  constantes de  velocidad de  asocliacion y
diseciacién, respectivamente,

2) Bquilibrio con los sitios de la bomba de CaZ*,

Ca + P > CaP
Kp

Pr[Cal
[CAP] = —————— it e .. a2)
Kp + [Ca]

donde P representa 1los sitlos liores y Pp es la concentracién
total de sitios de la bomba. Kp es la constante de disoclacién
del completo.

3)  Bquilibrio con el indicador (antipirilazo III).

Ca + 2D T CaDs

Xp
-4{CalDp + Kp - V(K +8[Ca]Drp)
{Calp} =: —m— — .. a3)
8[Ca]
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Cagiow:

4)

5)

6)

donde D representa al indicador libre, Dp la concentracioéon del
indicador teotal y Kp es la constante de disociacion del complejo.

Flujos hacia y de un conjunto de sitios independientes de la
parvalbimina, los cuales también unen Mg, Estos sitios también
se encuentran en 1la troponina, Yy tienen las mismas propledades
cinéticas, por lo que se les considera incluidos en el conjunto
(14).

Kon (CaPARV)
Ca + PARV aPARV
Koff (CaPARV)
A[CaPARV]/dt = Kon(CaPARV) [€a] [PARV] - Koff(CaPARv) [CAPARV] .......a4)
Kon (MgPARV)
Mg + PARV MgPARV
Koff (MgPARV)
A[MgPARV] /at = Kon (MgPARV) [M&] [PARV] - Koff(MgPARV) [MEPARV] .......a5)
donde PARV representa los sitios 1likres de paravalbimina y
troponina. Kon (CaPARV) Koff (CaPARV)» Kon (MgPARV) b4
Koff (MgPARV) SOn  constantes de velocidad de  asoclacidén y

disoclacidn para las respectivas reacciones.

Flujos de Ca2* hacia el RS a través de la bomba de CaZ+, tomando
en cuenta que dos sitios por bonba deben estar ocupados para que
ocurra traslocacisn (i4).

Aarcal/at, pymp = -M- ([CaP1/Pp)? ..... e a6)

donde M es la maxima velocidad de itransporte de la bomba.

La unidn del Ca2* con el amortiguador de Ca2* en el mioplasma.

Kon (CaBGTA)
Ca + BEGTA — > CaBGTA

Ko£f (CaBEGTA)
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A[CaBEGTA} /At = Kon (CaBGTA) [Ccal [EGI'A)i - Koff (CaEGTA) [CaBpGTA] .......aT7)

donde Kon(CaBGTA): Koff(CaBGTA) SOn las constantes de velocidad
de asoclacidn y disociacion del complejo.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se cunple:

darast Q[CaTN] d[CaF] afCabo] dfcaj
= + + +
at at at at dat
Cagiow  A[CaPARV] dafcal A[CakGTA}
= + s POl +
at at at at

d[CaTN]  d[CaP] d[CaDp]  d[CaPARV).  d[Ca] A[CaEGTA]
bout = - - - - - -  PUmp - ————— ,, a8)
at at at S at at at

dfCa]  dCagast HKAsiow

at at at

Ademas:

da[Ca}

= ¥in *+ Yout
dat

Por lo tanto, ¢;jn se obtlene de la diferencia:

dfCa]
‘—’I’outv----.v ...... .ag)

$in =
at

y, come va se 1ndicd, estid determinade hazicamente por la likeracian de
ca2* del reticulo sarcoplasmico. La derivada d[Cal/dt se obtiene de cada
registro, ajustande primero una funcisn analitica compuesta de términos
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exponenciales y luego derivando la ecuacion, Alternativamente, se puede
derivar el registro numéricamente. Yoyt Se obtiene integrando
muméricamente las ecuaciones al), a4), a5), y a7), Yy evaluando las ecuaciones
a’?), a3) y af) en cada punto del registro. Puesto que 1a integracién es may
sensirle a las fluctuacliones de [Ca] y 4A[Cal/dt, en este trabajo se adoptd el
rrocedimiente de ajustar primero una funcion analitica al registro, para
evitar la dispersiéon de los valores de las variables.

Los valores de los parametros 1libres de las ecuaciones se tomaron
Inicialmente de 1la literatuwra (8, {4, 31, 41, 6&4), En c¢ada caszo, sin
embargo, S1 hizZo un ajuste basado en la supesicion de que al corte del pulso
de veltaje contrelade, o© kien en la fase descendente del registro de [Ca)
Froducido por un potencial de accion, la likeracion de Cap, del RS cesa ¢
tiende a 0. Esto quiere decir que en dicha fase

af{Ca}
¢ out >
at
dCagow dCafast
_——,————— | — P ——
dt dt.

En el ajuste se buscd 1a combinacion de parametros que mejor cumplia con
dicha condicion Luege, en bhase a los valores obtenidos se hizo una
estimacidén de la velocidad de liberacién de CaZ2* del RS enmpleando las
ecuaciones aB) y af9). La integracién nmumérica se hizo mediante el método de
Runge-Kutta (20).
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APENDICE 113

Este apéndice presenta una derivacién de las relaciones que guardan los
rarametros  ai, 4y, By Y Dbp, determinados para cada filra segun el
rrotocolo  descrito en Material y Métodes, con las propledades eléctricas Iy
Y Ij. Como ya &e definld en aquella seccion, Iy e85 1a resistencia
transversa de la memkbrana por unidad de longitud ¥y ry es la resistencla
interna por uwnidad de longitud Deblde a log gellos de vaselina, tenemos
otra resistencia importante, 1re, 1la resistencia externa bajo el sello por
unidad de longitud Lag variables fisicas asocladas a estos parametiros son
las siguientes:

Ve = Voltaje externo haje el sello

Vi = voltale lnterno

la = corriente externa a través del sello

1j = corriente interna a través del micplasma

im = corriente a través de la membrana por unidad de longltud

Como se muestra en la figura 43, la preparacién esta dividida en tres

secclones: dos compartimentos laterales (EPy Y EPp) y uno central (CP).
El rprotocolo experimental consiste en dar un pulse de voltaje en el
compartimento EPp Y medir el camblo de potencial en EPy, asi como la

corriente inyectada, Las variables externas asocladas a la preparacion son:

Vy = potencial en el compartimento EPy

Iy - corriente inyectada en el compartimento EPy (= O en

‘ ezta prepa-
Vo = potencial en el compartimento EPp racién)
Ip = corriente inyectada en el compartimento EPp

Conslderemos la variacien de 1las varliables fisicas ¢on respecto a la
posicieon, empezandoe por el conpartimento donde se  inyecta la corriente
(EP2). Se  denotara la varilable de posicién por X, Slendo =0 en la
frontera entre EP, ¥y €l primer sello.

3Este apéndice esti basado en el +trabajo de Irving, M., et al. (33)
sobre las propiedades eléctricas y opticas pasivas de fibras cortadas.
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Figura 43

Freparacion de la fibra cortada con doble sello de vaselina
Variables empleadas en el desarrollo del modelo eléctrico.
{EFy) compartimento  lateral 1, {EPp) compartimento
compartimento  central, (Vi) voltaje en EPy, (Vo)
(1) corriente  inyectada en EPy, (Ip) <orriente
(Ly) espezor de cada sello de vaselina,
(Vi,a) Potencial interno de la fibra en el extremo izquierdo del szello 2,
(Vi,p) Potencial interno de la_ fikra en el extremo derecho del sello i,
(1j,a) corriente interna a través del mioplasma en el extremo izquierdo del
zello 2, (1j,p) corriente interna a través del mioplasma en el extremo

derecho del sello 1, Las flechas seflalan la direccién de la corriente segon
el protocolo empleado (Ver Material y Métodos).

lateral 2, (CF)
.voltaje en EPp,
inyectada en' EFp,
(Lp) separacidn entre los sellos,
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COMPARTIMENTO EF»

El voltaje externo »ajo el sello (Ve) Y €l voltaje internc (Vi) estan
relacionados con 1las corrientes externa e interna (le, 13) Ppor las
siguientes formas particulares de la ley de Gm:

We/dx 'rele
AVy/ax = -rjij
Ademis,

Ip = 1g + 13

Integrando desde x:=0 hasta X:=Ly (Vi a=V3 . 1j, a-1j €n el punto a):

”Vl,a pLq
av = -r 1 ax v = V. -ri1L,
A i i1ijo i,a 2 iii
re) FLi
aoy = -ri ax V =r1ikL
Vo e ee jo e eel
Por lo tanto!
re +I"1
Vi,a = —— Va2 - rilylp IS 29
v re
Sea V = Vj - Vo. Entonces
AV/AX = rjly + rele = = 1j(Ij + Ie) + relp
Por 1o tanto:
i
11 o mem——em— (I"eIa - dV/GX) ..'--”-'-ea)
re +I‘1

La corriente a través de la membrana esti relacionada con las corrientes
interna y externa por.: ‘
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im = -Alj/ax = AUe/dX
Por lo tanto:
dBV/ax? = ryim + Telpm

Luego:

Aa2v/axe

(ry +relipm v .. €3)

Sea Vp=V{ip=0); =1 suponemes un comportamiento énmico de la membrana,
tenemos.

1m = (V - Vr)/rm .................. vt e v e‘i—)

Supondremos, ademis, para esta preparacion, dque Ve varia linealmente
con la distancia balo el sello, vallendo O cuando x:=0 y Vgp cuando X:=Lj,
esto es:

Vp = (K/LQ)VRP: v rvrerrensnnn NS}
Combinando e3), e4) y e5), tenemos:

@@V (rj + re) (V - (x/L{)VRp)

dx? I'm

La solucidn de esta ecuacion, para las sigulentes condiciones de contorno

V=0 en x:0
V=Vj, a €n =Ly

es.
senh (x/Aq)
V = (X/Ly)VRp + (Vi, a~VRP)-
senn(L4/Ay)
donde Ay = (Iyy/(rj+re))%
Derivando:
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coshi(X/Ag)

av/ax = Vgp/Ly + (Vi a-VRP)-

Agsenn(Ly/Ag)
X
Sea f(x) =
tanh %
Entonces:

VRp + (Vi, a-VYrp) f(Ly/A)

av/dax(Ly) =
Ly

Sustituyendo esta expresion en ec) y rearreglando, obtenemos:

Te 1
li,a 2 —Ip - — (VRp + (Vi, a-Vrp) F{L4/A))
e + 1y (Pe+r;)Ly

Sustituyendo la expresidn de Vi’a segin la ecuacioén el) en esta ultima, y
rearreglando obtenemos:

F(Ly1/M) re + ryf(Ly/Ay) 1 = £(Ly/hy)

ljjas —~—— Vo ¢ Ip - ——— Vpp
. re re"'ri Pe+1"1

.

En conjunto podemos expresar el) y e6) en netacion matricial, definiendo:

_ Vo - Vi,a
Yo = Yy =
Iz 1i, a
- [rerriiire rily
~F(L1/M)/Pely (Pt E(Ly/Ag))/ (Petry)

_ [ 0

(£(L1/A4)~1)/ ((re+ri1)L1)
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Luego:

COMPARTIMENTO CENTRAL (CP)

En el conpartimento central (0ixiLp), tenemos:
Vp = Vgp) Te = O a®V/axZ = ryig

Entonces, enmpleando la ecuacion ed):

ry
d2v/ax? = —— (V - Vgp)
m

cuya solucidén para las condiciones de contorno

V=Vj a en =0
V=Vj p en X:=Lp

es:
sern ( (La-X) /Ap) sern (%/A2)
V =z Vrp + (Vi, a-Vrp) + Vi, p-VRp) ————
senh(Lp/Ap) senn(Lp/Ap)
donde Ap = (rpyri)*
Sea:
Y = V-Vrp
Yi,a = Vi,a VRP
¥i,b = Vi,bVRP
Entonces:
senn((La-X) /) sern(x/Ap)
Y:Yia O T S e8)
serh{Lp/Ap) senn(Lp/Ap)
s A cosh( (La-X) /A2) cosh(x/Ap)
— =" Yja + ¥i,b
ax @@ Agsemn(Lp/Ap) Apserin(Lo/Ap)
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Pero, como Va:z0 en CP,
qV/ax = Vi/AK = -yl

Luego, en X:zLp:

av Yi,a Yi, pcosh(La/Az)
Pilyp = — (L2) = - +
ax Agsenh(Lp/Ap) Aasern(Lp/Ap)
Por 10 tanto:
Yi,a - Yi’bCOSh(La/Aa) H r‘ikgli,bsem(Lg/Aa) et e e e eqg)

Ademas, en el comartimento central 120, por lo que

alj
g = - —
ax
(b)
Y 1 b = 1 + J a
b ha (a)
Lo
=1 + (/v ) Yy ax
, m
o
De e8), obtenemos:
L2 1-cosh(L /X )
y ax - - 22 Ay +YyY )
0 serh(Lo/)p) 2 i,a i,b
Por 1o tanto:
1-cosh(La/Ap)
11, = 13,a + (¥i,a*t¥i,b) +rrrveeres e10)

Agrisenn(La/Ap)
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Sustituyendo eiQ) en e9), efectuando operaciones y rearreglando, obtenemos:

Vi,p = cosh(La/Ap) Vi a - Pjhasern(La/Ap) 13,2 + (1-cosh(la/Az)) Vgp .. e11)

Sustituyendo vj p de e9) en e10) y efectuande operaciones, tenemos:

serni(La/Ap)
1i,p = 1j, aeosh(la/A2) - Yji,a
Aary
Sustituyendo nuevamente y rearreglando:
ser(Lp/Ap) sern(Lpa/Ap)
1§, p = ~——Vj a + cosi(Lp/A2) - 1j g + ————— Vrp ....€12)
Aary Aary
Definiendo:
_ Vi, b _ 1-cosh(Lo/Ap)
Yp = B -
li,» (senn(Lo/Ap} ) /ATy
_ cosh(Lp/Ap) -horisenn{Lp/Ap)
F =
- (semn(Lp/Ap) ) /ApTy cosh(La/Ap)

Las ecuaciones eii) y eiz2) en notacion matricial, entonces se combinan asi:

Yp = Ffg + VRPB  «vrvvvvevnnneeiinnes e13)
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COMPARTIMENTO EP4

Para el compartimento EP4, la situacion es igual que par EPp, 8610
que el sentido de la corriente es el omuesto, Por lo tanto:

Pa + Iy
vi,b T —— Vi - rilygly
Te
£(Ly/Ap) PetriE(Lg/Ag) 1-£(Ly/Ay)
“ljp= - — Vg + -y - —— Vpp
rely re+ry (Pe+ry )Ly
Sea )
_ \£!
Yy =
Iy

Entonces, en notacién matricial:

t o . _
Yp = SYp + VrpA
o -t
¥, - s Yo - VRpSTIA .. 1Y)
o -

Juntande las expresiones para los tres compartimentos, es decir eT7), ei3 y
eid), obtenemos:

1 o 1
8Y, + VgpS1F-1¢ A-(B+F)) ........ e15)

Puesto que en e1 protocole empleade I4:=0, la forma de las ecuaciones se
reduce a.:

Vo

a4vy + Iy
Ip = apVy + bp

que son las ecuaciones g) ¥y h) (ver Material y Métodos).
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